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“A Quimica nos mostra as moléculas dos corpos inorganicos unindo-se para
formar cristais de uma pluralidade constante, segundo cada espécie, desde
gue estejam nas condi¢des necessarias. A menor perturbacdo destas
condicdes é suficiente para impedir a reunido dos elementos, ou pelo menos a
disposicéao regular que constitui o cristal. Por que ndo ocorreria 0 mesmo com
0S compostos que sdo organicos? Conservamos durante anos 0s germes de
plantas e de animais que ndo se desenvolvem a ndo ser numa dada
temperatura e num meio apropriado; viram-se graos de trigo germinar depois
de muitos séculos. Ha, portanto, nesses germes, um principio latente de
vitalidade, que s6 espera uma circunstancia favoravel para desenvolver-se. O
gue se passa diariamente sob 0s nossos olhos ndo pode ter existido desde a
origem do globo? Esta formacao dos seres vivos, saindo do caos pela propria
forca da Natureza, tira alguma coisa a grandeza de Deus?

Longe disso, corresponde melhor a ideia que fazemos do seu poder,
exercendo-se sobre os mundos infinitos através de leis eternas. Esta teoria ndo
resolve, € verdade, a questao da origem dos elementos vitais; mas Deus tem
0S seus mistérios e estabeleceu limites as nossas investigagoes.”

(Em Questao 45 de O Livro dos Espiritos, 1857).
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RESUMO

O céncer é uma das doencgas mais temidas pela sociedade, sendo uma
das principais causas de morte em todo o mundo. Desta maneira, estudos
continuos buscando compreender seus mecanismos de evolugdo sdao
imprescindiveis para que se possa erradica-lo do organismo. Embora a
guimioterapia seja amplamente empregada em praticamente todos os casos de
cancer, a resisténcia a mdultiplas drogas tende a diminuir a eficiéncia deste
tratamento. Para contornar esta problematica, o conceito de hibridacdo
molecular vem sendo explorado entre 0s quimicos organicos sintéticos, a fim
obter farmacos variados que explorem diferentes mecanismos de acgéo.

Nas Ultimas décadas, a descoberta de vias de sinalizacédo
superexpressas em células cancerosas permitiu uma nova abordagem na
terapéutica com efeitos colaterais diminuidos nos pacientes e eficiéncia
elevada. Dentre elas, as enzimas PI3K e AMPK merecem destaque por
constituirem vias de sinalizacdo que desencadeiam uma grande quantidade de
outras enzimas envolvidas no progresso do cancer, como Akt, mTOR e ERK
1/2.

Neste contexto, o presente trabalho esta baseado na sintese e estudo
de ancoragem molecular utilizando as enzimas PI3K e AMPK como proteinas-
alvo de hibridos contendo os nucleos naftoquinonas, quinolinas e triazinas -
com reconhecida atividade antitumoral. Os resultados de ancoragem
mostraram que a maioria dos hibridos propostos possui energia de interacao
receptor/ligante superiores aos farmacos controle para suas respectivas
enzimas, sugerindo a inibicdo dessas vias de sinalizagdo como possivel forma
de ataque ao cancer. Além disso, a natureza das interacfes e 0s residuos de
aminoacidos envolvidos na formacdo do complexo receptor/ligante sao
semelhantes para os farmacos controle e o0s candidatos propostos,
corroborando com a assertiva feita acerca do mecanismo de agao baseada na
analise da magnitude da energia de interagéao.

Resultados satisfatorios também foram alcancados na sintese dos

candidatos a farmaco: um hibrido quinolinico-naftoquinénico 120, um triazino-



naftoquindnico 125 (ambos inéditos) e um triazino-quinolinico 127 foram
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quinolina, PI3K, AMPK, ancoragem molecular.



ABSTRACT

Cancer is one of the most feared diseases in society, one of the leading
causes of death worldwide. Thus, continuous studies seeking to understand
their mechanisms of evolution are essential in order to eradicate it from the
body. Although chemotherapy is widely used in virtually all cases of cancer,
multidrug resistance tends to decrease the efficiency of the treatment. To solve
this problem, the concept of molecular hybridization has been extensively
explored between synthetic organic chemicals, in favor of obtaining various
drugs that exploit different mechanisms of action.

In recent decades, the discovery of signaling pathways overexpressed in
cancer cells led to a new approach to therapy with reduced side effects in
patients and high efficiency. Among them, the PI3K and AMPK enzymes are
noteworthy because they constitute signaling pathways that trigger a lot of other
enzymes involved in cancer progress as Akt, mTOR and ERK 1/2.

In this context, the present work is based on the synthesis and study of
docking using the PI3K and AMPK enzymes as target of molecular hybrids
containing the naphthoquinones, quinolines and triazinas cores, with recognized
antitumor activity. The docking results showed that most of the proposed
hybrids have the receptor/ligand binding interactions greater than the control
drugs for their respective enzymes, suggesting inhibition of these signaling
pathways as possible target against cancer. In addition, the nature of the
interactions and the amino acid residues involved in the formation of the
receptor/ligand complex are similar for the drugs control and the proposed
candidates, supporting the statement made about the mechanism of action
based on the analysis of the magnitude of the interaction energy.

Satisfactory results were also achieved in the synthesis of drug
candidates: one quinoline-naftoquinonic hybrid 120, one triazine-naftoquinonic
hybrid 125 (both unpublished) and one triazine-quinoline 127 hybrid were
synthesized.
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1. INTRODUCAO

Por ser motivo de temor, dor e sofrimento, estando entre as doencgas que
mais contribuem para o aumento da mortalidade e morbidade no quadro de
enfermidades mundiais, o cancer é um assunto que precisa ser estudado
profundamente no sentido de compreender os mecanismos de surgimento,
desenvolvimento, tratamento e cura.

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencgas que tem
como principal sintoma a divisdo celular descontrolada causada por processos
mutagénicos em células saudaveis. Essa divisdo celular andmala é iniciada por
agentes carcinogénicos, 0s quais serdo detalhados a posteriori. Ao se
reproduzirem rapidamente e por perderem a capacidade de exercer as suas
funcdes biolégicas normais essas células, originam os tumores malignos que
possuem a capacidade de se infiltrar, via corrente sanguinea, em outras
regides do corpo. Tal processo é denominado de metéstase.! A Figura 1

abaixo ilustra o desenvolvimento de células cancerosas em tumores soélidos.

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR CELULA MUTADA

Formam tecidos e 6rgaos Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem (duplicagao de DNA) alteragao no material genético
e morrem (DNA)

AGENTES
CANCERIOGENICOS

7

REPRODUGAO CELULAR
Célula mutada pode se dividir
de maneira desordenada e

dar origem ao tumor

Células mutadas invadem
outros tecidos e 6rgaos

Figura 1. Desenvolvimento celular de tumores sélidos. (Fonte: INCA)
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O panorama epidemioldgico atual do cancer comprova a necessidade de
estudos profundos e continuos, uma vez que a doenca contribui de maneira
significativa para o aumento da morbimortalidade em todo o mundo. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em um informativo publicado em
Fevereiro de 2015, cerca de 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de
mortes estdo relacionados ao cancer em 2012. A previsdo é de que nas
proximas duas décadas, este nimero aumente em 70%, ou seja, cerca de 24
milhdes de novos casos.?

Dentre as principais causas mundiais de morte por cancer, um terco esta
relacionado a fatores comportamentais e de alimentacdo, como falta de
atividade fisica, obesidade, quantidades infimas de vegetais ingeridos
diariamente, utilizacdo de alcool e tabaco. De todas essas, o habito de fumar
constitui o fator de risco que mais colabora para desenvolvimento do cancer,
causando cerca de 20% de todos os canceres e 70% do cancer de pulmé&o.’

Em paises de baixo e médio indice de desenvolvimento humano, as
infecgdes virais (por HPV, por exemplo) traduzem-se em aproximadamente
20% das causas de mortes por cancer, sendo um dos principais fatores de
risco.?

No Brasil, em decorréncia das mudancas de seu perfil demogréfico
(“envelhecimento” da populagéo) e estilos de vida, associado aos processos de
urbanizacéo, industrializacdo e avancgos tecnolégicos e cientificos, a populacdo
vem se expondo cada vez mais aos fatores de risco de cancer do mundo
contemporaneo.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) apresenta em estudo de
estimativas de 2014 que os casos de incidéncia de cancer para 0s proximos

anos tendem a repetir o quadro atual. A Figura 2 ilustra uma previsdo para os

dez tipos de cancer mais incidentes por sexo, exceto pele ndo melanoma.*

Localizacdo primaria Casos novos % Localizacdo primaria Casos novos %
TTTTTTT T brestata 68.800 2:8% . """ “MamaFeminina 57120 208%
s — 2 ~ Homens Mulheres ?

Traqueia, Bronquio e Pulm3ao 16.400 5,4% Colon e Reto 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% ‘.‘:‘l Colo do Utero 15.590 5,7%

Estdmago 12.870 4,3% a '7" Traqueia, Bronquio e Pulmdo 10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% i Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Esofago 8.010 2,6% | 1 Estomago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% ‘w..;‘ Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% | | Ovario 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% ) Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Figura 2. Estimativa para os canceres mais incidentes por sexo. (Fonte: INCA)
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Em termos clinicos, para se combater e evitar 0 cancer, processos
carcinogénicos (processos que originem o cancer) devem ser suprimidos e a

morte das células cancerosas deve ser estimulada de maneira seletiva.

1.1. Carcinogénese e Morte Celular

O termo carcinogénese € empregado para designar o surgimento
(génese) do cancer. Existem varios fatores que contribuem para tal processo.
Além da hereditariedade, a multicausalidade - associacao de diversos fatores
de risco - € o principal vildo para desencadear a carcinogénese. Sdo exemplos
de multicausalidade: combinacdo do uso continuo de alcool, tabaco e
residéncia na zona rural intimamente relacionada ao céancer de esb6fago;
associacdo de uso prolongado de 4&lcool, tabaco, chimarrdo, churrasco,
cozimento de alimentos em fogédo a lenha ligada ao surgimento do cancer de
boca, dentre outros.’

Ademais aos fatores comportamentais, a carcinogénese pode ser
classificada como quimica (exposicdo prolongada a substancias
carcinogénicas), fisica (exposicdo a radiacdo ultravioleta ou radiacao ionizante)
e bioldgica (geralmente infeccéo por virus oncogénicos, como HPV).

A carcinogénese implica diretamente em mutacfes genéticas que
alteraram o funcionamento normal e saudavel das células afetadas. Os
processos mutagénicos iniciados por carcin6genos sSao responsaveis por
alteracbes do cddigo genético celular. Tais modificacdes podem acarretar a
superexpressdo de vias de producdo de proteinas, inibir os processos
intrinsecos de morte celular e incentivar a reproducdo descomedida das
células.® Com isso, formam-se os tumores os quais podem se desenvolver e se
espalhar por todo o organismo em um fenbmeno denominado metastase.
Tumores em estados avancados — metastaticos - apresentam dificil tratamento.

Tem-se como principal exemplo a mutagédo dos proto-oncogenes: genes
estimulantes do crescimento e inibidores da desdiferenciacdo celular,
importantissimos para garantir o processo saudavel da divisdo da célula.
Entretanto, ao serem acometidos por mutacdes que aumentem seu nivel de
expressdo ou atividade, podem passar por processos de malignizacao,

originando os oncogenes. Esses Uultimos imprimem atividades nocivas ao
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funcionamento do organismo, estimulando descontroladamente a producao de
proteinas por meio de vias de transducdo superexpressas, inibindo a morte e
causando desdiferenciacdo das células.

Em nossa cultura atual, observa-se que é praticamente impossivel fugir
de todos os fatores que conduzam a carcinogénese. Além disso, 0 aumento da
expectativa de vida traz maior susceptibilidade a incidéncia do céncer, visto
gue a mutacdo genética em células saudaveis se torna mais provavel com o
envelhecimento celular. Portanto, é essencial que o0s processos de morte
celular estejam em equilibrio com a taxa de divisdo das células para que se
evite e combata o cancer.

O equilibrio mantido entre processos celulares de proliferacdo e morte
celular é a chave para o funcionamento saudavel do organismo. A
desregulacéo desse balanco pode levar ao aumento da quantidade de células
em um 6rgdo ou tecido, fendbmeno denominado hiperplasia. Desta maneira a
neoplasia, surgimento de massa anormal de tecido, pode ser iniciada.®

A morte celular pode ocorrer por pelo menos dois mecanismos: necrose,
gue envolve a lise de um grupo de células de maneira simultanea; ou morte
individual programada controlada por fatores genéticos e vias de sinalizacdo. A
apoptose é o tipo que melhor caracteriza esse género de morte, também
conhecido como suicidio celular. Ocorre em resposta a estimulos fisioldgicos,
como, por exemplo, danos ao DNA causados por agentes antineoplasicos ou
remoc&o de fatores de crescimento.®

Embora exista uma tendéncia a se chamar de apoptose toda e qualquer
morte celular programada, outros processos distintos também sao
reconhecidos: autofagia, paroptose e necroptose. Para cura e tratamento do
cancer, busca-se estimular o fenbmeno de morte celular programada, por ser
mais seletivo e menos agressivo que a nhecrose. Esta Ultima, sendo
acompanhada por lise celular, libera no organismo material intracelular que
pode causar inflamacées localizadas.®

1.2. Tratamento do Cancer

No intuito de reverter o quadro enfermo do paciente, trés tipos de

tratamento podem ser realizados em conjunto ou de maneira separada:
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cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Em geral, melhores resultados sé&o
obtidos quando se utiliza uma associagdo dos tratamentos.

O termo quimioterapia foi introduzido por Ehrlich no inicio do século
passado para descrever o uso de substancias quimicas sintéticas capazes de
destruir agentes infecciosos. Atualmente, a definicdo foi ampliada e engloba
outros tipos de substancias, como produtos naturais e antibiéticos. Quando a
guimioterapia é utilizada com a intencdo de combater o cancer, € denominada
guimioterapia antineoplasica ou antiblastica.

Registros histéricos mostram que a quimioterapia antineoplasica pioneira
foi desenvolvida a partir do gas mostarda amplamente utilizado nas Guerras
Mundiais como arma quimica. Os soldados, ap0s exposicdo a este agente,
apresentaram hipoplasia modular e linfoide, o que possibilitou seu emprego no
tratamento de linfomas malignos. Em 1946, quando houve publicacdo dos
estudos clinicos realizados com o gas mostarda e das observacfes sobre
efeitos do acido félico em criangas com leucemia, verificou-se avancgo
crescente da quimioterapia antiblastica.’

Com o progresso das pesquisas cientificas, novos quimioterapicos
antineoplasicos de maior atividade e menor toxicidade a células saudaveis vem
sendo desenvolvidos. Estes podem ser utilizados em uma variedade de
propdésitos, cuja administracdo do farmaco pode estar ligada a cura de um
cancer especifico; a reducdo da dimensdo do tumor para cirurgia, a
sensibilizacdo de tumores a radioterapia; ou para destruir metastases
microscopicas ap0s procedimento cirdrgico de retirada do tumor.

A Figura 3, mostrada a seguir, exibe a evolugdo das drogas citotdxicas
apos a utilizacdo do gas mostarda e seu primeiro ano de aprovacéo pela FDA
(Food and Drugs Administration), bem como sua utilidade clinica na

guimioterapia do céancer e principal mecanismo de  ac#o.’
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Embora os antitumorais citotoxicos ataquem preferencialmente as
células cancerosas, as saudaveis também sdo danificadas e este € o motivo
dos efeitos colaterais observados na quimioterapia. Sabe-se que 0 uso
prolongado de citotéxicos pode ser extremamente prejudicial ao pulméao,
coracdo, rins e Orgdos reprodutivos. Assim, € necessario buscar novas
substancias para combater o cancer que nao atuem apenas danificando
diretamente as células (citotoxicos). Uma alternativa é o emprego de
compostos anti-hormonais.

Os farmacos anti-hormonais sdo substancias que regulam a atividade
hormonal no organismo, podendo prevenir a incidéncia, interromper a evolucao
e provocar regressdes de alguns tipos de cancer.® Sabe-se que o surgimento
de tumores em mamas e préstatas, por exemplo, esta sujeito a regulacdo
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hormonal. Desta maneira, tais doencas permitem uma abordagem anti-
hormonal para a quimioterapia do cancer. O primeiro farmaco anti-hormonal
reconhecido é o tamoxifen 7 (Figura 4), descoberto em pesquisas de fertilidade
na década de 60, utilizado como forma de prevencdo do cancer.® Os estudos
em células tumorais de mama comprovam que o tamoxifen 7 interage
diretamente com o0s receptores de estrogénio. Corroborando com essa
assertiva, na década de 80, desenvolveram-se novas substancias que atuavam
indiretamente nos receptores de estrogénio como, por exemplo, o anastrazol 9
— inibidor de aromatase — um inibidor seletivo da biossintese de estrogénio.™

No caso do céncer de préstata, foi demonstrado que farmacos
antagonistas de androgénio nédo-esteroidais como a flutamida 8 bloqueiam a
interacdo do ligante endégeno diidrotestosterona ao recepetor andrégeno.™

A Figura 4 traz alguns dos farmacos com principios anti-hormonais, em

ordem cronoldgica, bem como sua utilidade clinica e principais mecanismos de

acao.
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Figura 4. Quimioterdpicos do Cancer anti-hormonais.

Apesar dos anti-hormonais acarretarem menos efeitos colaterais e
serem mais eficientes em tumores de mama e prostata que 0s citotoxicos por
agirem apenas em vias hormonais, 0 espectro de aplicacdo dessas substancias
e restrito.

Ao final da década de 80, avancos em biologia molecular evidenciaram

gue os processos de vascularizagao, proliferacdo e crescimento se relacionam
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diretamente as vias de sinalizacdo e regulacdo em linhagens de células
normais. Em linhagens de células cancerosas, tais vias encontram-se
superexpressas em resposta a fatores genéticos modificados, idade e
exposicdo a carcindgenos.’

Em 2000, Weinberg e Hanahan'? destacaram o papel complexo das vias
de sinalizacdo no processo de malignizacdo de células normais em
cancerosas. Como mostrado na Figura 5, é proposto que as células tumorais
humanas adquirem diversas habilidades essenciais para o crescimento coletivo
de tumores malignos. Cada uma dessas habilidades adquiridas representa

empecilho para mecanismos de defesa anticancer.

Figura 5. Habilidades adquiridas pelas células cancerosas.

Essas habilidades adquiridas pelas células cancerosas estéao
intimamente relacionadas as vias de sinalizacdo superexpressas. Em termos
de tratamento de cancer, a exploracdo das vias de sinalizagdo para suprimir o
desenvolvimento das neoplasias constitui uma das maneiras mais modernas e
menos agressivas disponiveis em termos de quimioterapia. Possivelmente, isso
se deve a atividade aberrante dessas vias em células cancerosas se
comparada as das saudaveis, minimizando os efeitos colaterais dos
guimioterapicos.

Uma pesquisa na base de dados Scopus no periodo 1990 a 2015
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utilizando “cancer" e “signaling pathway” como descritores na ferramenta de
busca mostra crescente interesse no estudo do cancer relacionado as vias de

sinalizacgéo.
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Figura 6. Numero de citagBes no periodo de 1990 a 2015 relacionada a "Cancer" e "Signaling
Pathway" — base de dados Scopus.

1.3. Vias de Sinalizagdo e Cancer

A anomalia observada em processos neoplasicos esta fortemente
associada a alteragcbes no material genético das células, prejudicando a
transducdo de sinal e sintese proteica. A transducdo ocorre por meio das vias
de sinalizacdo que estdo modificadas e intensamente ativas em células
cancerosas. A maior parte das informacgdes transmitidas por transdugéo ocorre
por meio de proteinas com atividade enzimatica: biocatalisadores que aceleram
e permitem as reacdes bioquimicas intracelulares.*

Dentre as enzimas envolvidas nas vias de sinalizacdo, destacam-se as
quinases, responsaveis pela catalise da transferéncia de grupos y-fosfato do
trifosfato de adenosina (ATP) para outras moléculas. Segundo revisao
publicada por Zhang e colaboradores™® em 2009, estdo codificados no genoma
humano cerca de 518 quinases. Praticamente todos o0s processos de
transducdo de sinal estdo interligados por meio de uma cascata de
transferéncia de fosfato, indicando que a inibicao da atividade quinasicas pode
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provocar respostas fisioldgicas reais.

Vale ressaltar, em meio as quinases, as proteinas tirosinas quinases
(PTKs, do inglés Protein Tyrosine Kinases), que tem por finalidade a
fosforilagdo da hidroxila de residuos de tirosina em grupos e substratos
proteicos, modulando a atividade enzimatica.™ Como consequéncia, s&o
criados pontos de ligacdo para recrutamento de proteinas sinalizadoras e
deflagracéo de diversos eventos fisioldgicos importantes.®

Desta maneira, as principais PTKs estdo desreguladas em células
tumorais e perpetuam a fosforilacdo, conduzindo os sinais de transducdo a
uma configuracdo permanentemente ativada.'’ A amplificacdo genética
contribui para um fendmeno denominado sinalizagdo constitutiva,
provocando o crescimento celular descomedido e cancer.®°

A exemplos de PTKs, tem-se o0s grupos das proteinas quinases
receptores (RTKs, do inglés Receptor Tyrosine Kinases) e as proteinas
quinases nao-receptores (NRTKs, Non-Receptor Tyrosine Kinases). Os
principais exemplos das RTKs séao o receptor de insulina e receptores do fator
de crescimento (GFRs), o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR,
Epidermal Growth Factor Receptor); receptor do fator de crecimento de
fibroblastos (FGFR, Fibroblast Growth Factor Receptor); receptor do fator de
crecimento derivado das plaquetas (PDGFR, Platelet-Derived Growth Factor
Receptor); e o receptor do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFR,
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor).’® No caso das NRTKs,
localizadas apenas no dominio citoplasmatico, tem-se 0s componentes
intracelulares: proteinas Src, Jak, Abl, Fak, Fps, Syk e Btk.*

Estruturalmente, as tirosina quinases receptores apresentam pelo menos
trés dominios: um extracelular, um intramembranar e um intracelular. A Figura 7
ilustra um esquema simplificado de transducdo de sinal contendo uma RTK

com seus dominios.
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Figura 7. Mecanismo simplificado da transdug&o de sinais de um receptor de superficie celular
(EGFR) desencadeando uma cascata de sinalizacdo intracelular (via de sinalizag&o).

Nucleo

Ainda na Figura 7 acima € possivel observar um exemplo de cascata de
vias de sinalizacdo conduzidas por diferentes proteinas. Um fator de
crescimento receptor com porgcdo extracelular € ativado por uma molécula-
sinal, provocando a dimerizagdo com sua outra por¢ao receptora. A partir dai, a
autofosforilacdo da parte intracelular ativa a complexa rede de proteinas que se
intercomunicam por meio de transferéncia de grupamentos fosfatos (P).

Vale destacar neste ponto as proteinas da familia das GTPases,
hidrolases com grande importancia nas diversas vias de sinalizagdo. Estas
atuam na conversdo da guanosina trifosfato (GTP) em fosfato inorganico e
GDP (guanosina difosfato), alternando entre o estado ativo ligado a GTP e
inativo ligado a GDP. Como exemplo, tém-se os membros da superfamilia Ras,
agindo na ativagdo de varias vias de sinalizacdo, como aquelas relacionadas

as proteinas MEK, ERK 1/2, PI3K, MAPKSs, finalizando na ativacdo de proteinas
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(i.e. ciclinas) no nicleo e & divisdo celular.?*?3

E importante salientar que as modificacbes e a ativacdo desregulada
dessas vias originam respostas celulares anémalas, como desdiferenciacao,
migracdo e proliferacéo exacerbada, caracterizando as neoplasias.™®

Estudos no ambito de cancer e vias de sinalizacdo revelam que a via da
PI3K (fosfatidilinositol-3 quinase) que ativa a Akt e a proteina alvo da
rapamicina em mamiferos mTOR (do inglés, mammalian target of rapamycin)
compreendem a trés das principais vias de sinalizacdo de tirosinas quinases
que estdo aberrantes em células cancerosas.?* Em condicdes normais, tais
vias sdo de extrema importancia na reproducédo, sobrevivéncia (por inibicao
de mortes programadas, como a apoptose) e crescimento celular. Desta
maneira, € imprescindivel que os estudos sobre a PI3K tornem-se cada vez
mais aprofundados.

A PI3K constitui uma familia de quinase lipidica que tem por funcao
fosforilar o grupo 3’-hidroxil do fosfatidilinositol das membranas celulares,
ativando o fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP,;) em fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3) (Figura 8).
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Figura 8. Ativacao do PIP, em PIP; através da PI3K.

A partir desta conversao, ocorre o recrutamento da Akt, serina-treonina
quinase (também conhecida como PKB), proteina efetora central do PIP3. A
ativacdo da Akt se da pela fosforilagdo dos residuos de aminoacidos treonina
308 e serina 473 pelas quinases, proteina dependente de 3-fosfoinosideo
quinase-1 (PDK-1) e proteina reguladora de mamifero para rapamicina C2
(MTORC?2).%*
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S&o reconhecidas quatro classes de PI3K.* A primeira delas e mais
estudada é PI3K classe |, ativada na presenca de RTKs e receptores de
membranas acoplados a proteina G (GPCRs, do inglés G-protein-coupled
receptors). A classe | pode ainda ser subdividida em IA e IB, diferenciando-se
apenas em suas subunidades reguladoras: p85a, p85p3 e p55 para IA e pl101,
p84 e p87PIKAP para IB. A principal funcdo da primeira classe é gerar PIP3.%°

A segunda classe, PI3K classe Il, ao contrario da Classe |, ndo requer
uma subunidade reguladora para exercer sua funcdo e compreende trés
diferentes isoformas: a, B e v, divergindo apenas nos grupamentos ligados ao
atomo de nitrogénio terminal da funcdo e apresentam diferentes dominios no
terminal carboxilico C2. In vitro, tais enzimas preferem utilizar fosfatidilinositol
(P) e fosfatidilinositol-4-monofosfato (PIP) como substratos lipidicos
membranares. Esta classe esta envolvida no transito membranar (processo de
distribuicdo de macromoléculas na célula, sendo liberados ou incorporados do
espaco extracelular) e na internalizacdo de receptores, podendo ser ativadas
em resposta & RTKs e receptores de citocina.??’

A PI3K classe Ill, por sua vez, identificada primeiramente em 19902 esta
também relacionada ao transito vesicular de macromoléculas por endocitose ou
exocitose (assim como na Classe ), além da comunicacdo cruzada com a
PI3K Classe | pela regulacdo da via de sinalizacdo de mTORC1.%

Recentemente, descobriu-se uma classe [V de PI3K, a qual
estd relacionada intimamente ao dominio da mMTOR e trata-se de
serina/treonina proteina quinases. Por serem recentes os estudos com esta
classe, pouco se sabe ainda dos mecanismos de acdo e particularidade.
Apesar disso, € conhecida sua relacdo com terapias baseadas em pequenas
moléculas.*

Nas vias que passam pela transducdo da PI3K, a PTEN (fosfatase
homéloga a tensina deletada no cromossomo 10, representada na Figura 7)
atua na desfosforilacdo de PIP3;, regulando de maneira negativa a acédo da
PI3K — supressor tumoral. Assim, os niveis de PIP3; sdo mantidos baixos na
presenca do PTEN e elevados em sua auséncia, potencializando a atividade da
Akt. Fica evidente que a ativacdo de PI3K possui sinalizacdo dependente de
fatores de crescimento que aumenta a concentracdo de PIP3; podendo ser
desfosforilado a PIP, pela PTEN. Com a PTEN ausente, a Akt torna-se

invariavelmente fosforilada e, por conseguinte, mais ativa, intercedendo na
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ativacdo de varias proteinas que gerem a sobrevivéncia e crescimento
tumoral.*?

Além da inibicdo endogena pela fosfatase homdloga a tensina deletada
no cromossomo 10, PTEN, a literatura esta repleta de moléculas sintéticas com
funcdo semelhante: inibidores de tirosinas quinases (TKIs). Essa classe de
inibidores € de suma importancia para a quimioterapia do céncer, visto que
muitas das vias de sinalizagéo sao iniciadas pela RTKSs.

Tais inibidores sdo amplamente utilizados no tratamento quimiotergpico
do céncer. Dentre eles, ressalta-se a era dos “-tinibes”, inaugurada pelo
lancamento no mercado do imatinibe 10 (Gleevec®), com grande destaque no
tratamento da leucemia mieloide crénica (CML, do inglés Chronic Myeloid
Leukemia).®* A partir de entdo, diversos —tinibes foram desenvolvidos para
contornar o problema da resisténcia associada ao tratamento deste farmaco,
chamados de inibidores de TKIs de segunda gerac&o.'® Estas substancias, em
geral, possuem a caracteristica de serem inibidores multi-quinases. Tem-se
como exemplos o lapatinibe 11 (GW-572016)%*, canertinibe 12 (CI-1033)%,
nilotinibe 13 (AMN107, Tasigna®)®***°, dasatinibe 14 (BMS-354825, Sprycel®).%
A Figura 9 exibe a estrutura quimica desses TKIs e suas atividades inibitérias.
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Figura 9. Inibidores de tirosina quinases (TKIs): -tinibes.
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A andlise da estrutura das substancias exibidas na Figura 9 possibilita
observar uma caracteristica farmacoférica em comum: presenca de muitos
sitios nitrogenados seja em anéis quinazolinicos (lapatinibe 11, canertinibe 12)
ou em anéis pirimidinicos (imatinibe 10, nilotinibe 13).*

Segundo Avila e colaboradores'®, a insercdo desses grupos
farmacoforicos foi feita a fim de mimetizar o anel adenina do ATP 16 de modo a
facilitar a ligagdo na regido hinge (dobradura, ligando os dominios N- e C-
terminal) do sitio cataliico aos inibidores.>” Além disso, o autor também
ressalta a importdncia de grupos amino terciarios, possibilitando a
administracao na forma de sal para melhor absorcéo via oral.

Usualmente, o mecanismo de inibicdo das RTKs oncogénicas se da
pela competicdo do sitio ativo da ligacdo do ATP 16 e tal tratamento pode ser
associado a outros farmacos e ainda radiacéo.>®

A sintese organica tem sido uma importante ferramenta para descoberta
e producdo de novas substancias com potencial atividade quimioterapica do
cancer. De maneira mais ampla, além das PTKs, a inibicdo de outras quinases
é fundamental para o avango de estudos antineoplasicos. Segundo revisédo
publicada por Zhang e colaboradores', até sua publicacdo em 2009, cerca de
80 inibidores avancaram a algum estagio de avaliacdo clinica.

Como possuem finalidades e mecanismos de acdo parecidos, todas as
guinases exibem semelhangcas estruturais marcantes: tipicamente
compartilham de um arranjo de estruturas secundarias organizados em 12
subdominios com mobilidade para dobrarem-se em estrutura com atividade
catalitica (sitio ativo) contendo uma fenda localizada entre dois lobos.*

A maneira com a qual as quinases se conectam ao ATP 16 segue certa
regularidade. O anel purinico da adenina participa formando ligacdes de
hidrogénio com a regido hinge supracitada, ligando o terminal carboxi- e amino-
dos dominios quinasicos. Ja a porcado da ribose e do trifosfato do ATP 16
estabelecem interacfes hidrofilicas com residuos adjacentes, conservando a
atividade catalitica adequada. A Figura 10 exemplifica tais interagées.**

Os inibidores de quinases em geral podem ser sistematizados em quatro
tipos diferentes: tipo | e tipo Il, inibidores alostéricos e inibidores covalentes.

Os inibidores tipo | sédo caracterizados por competirem pelo sitio de
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ligacéo direto da quinase com o ATP, sendo maioria frente aos outros tipos. Ao
reconhecerem a “conformacdo ativa da quinase” — arranjo tridimensional
adequado para efetuar a transferéncia de fosfato do ATP para um residuo de
aminoacido — o inibidor interage com o sitio ativo, bloqueando-o sua atividade
natural. Muitos desses compostos foram descobertos utilizando ensaios
enzimaticos nos quais as quinases sdo introduzidas em suas conformacdes
ativas, além da pela sintese de analogos do ATP e avaliacdo de sua interacao
com a enzima. Desta forma, os inibidores do tipo | consistem, normalmente, em
um sistema aza-heterociclico para mimetizar o anel purinico e os substituintes
adjacentes atuam na interacdo hidrofébica com as cadeias vizinhas ao sitio
ativo. A Figura 10 ilustra a molécula de ATP e um analogo, o inibidor PD166326
bem como seus sitios de interacdo com ABL1 — uma proteina Tirosina quinase
(PTK).
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Figura 10. Esquema representativo das interagées do inibidor PD166326 17 com sitio ativo da
ABL1, uma PTK. A esquerda, molécula de ATP.

Os inibidores de quinases tipo Il, ao contrario daqueles descritos como
tipo I, reconhecem a conformacao inativa da quinase (normalmente referida por
conformacdo DFG-out, devido ao arranjo do mesmo). Em decorréncia dessa
conformacao, um sitio de interagdo hidrofébico adicional é exposto ao ligante,
de maneira adjacente ao sitio de ligagdo com o ATP 16. Como exemplos de
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inibidores do tipo Il tem-se o imatinibe 10 (representado na Figura 9 vide
pagina 27). Estudos demonstram que o rearranjo conformacional adquirido
apos interacdo do inibidor tipo Il com o receptor sugerem que o sitio ativo da
quinase é altamente movel e capaz de se remodelar para acomodar uma
grande variedade de inibidores.**

Essa habilidade em provocar mudancas conformacionais apreciaveis
nos receptores nao € exclusiva aos inibidores tipo Il. O inibidor PIK-39 27, do
tipo 1, inibe seletivamente a PI3Ky no sitio de ligacdo do ATP 16 (Figura 11) e,
ainda assim, pode alterar a conformacao das outras isoformas da PI3K (a, B e
8), atuando em sua inibic&o.*

Os inibidores alostéricos, por sua vez, sdo substancias que interagem
com a enzima em uma regido diferente do sitio de ligacdo do ATP 16, chamada
de regido alostérica, modulando sua atividade catalitica. Ou seja, sdo também
denominados como inibidores de quinase nao-competitivos. Tais compostos
apresentam o tipo de inibicAo mais seletiva, uma vez que interagem com
pontos de ligacdo de maneira particular de uma quinase especifica. O mais
famigerado exemplo desse tipo de inibidor é o CI-1040 (Figura 11), que inibe
MEK1 e MEK2, ao interagir em um sitio vizinho ao local de ligacdo quinase-
ATP 16.*

sitlo de Interagao com ATP

F NH
Rfagiéo alostérica H
alogo da Cl-1040 -O/W
]
Cl1-1040

Inlbldor alostérlco

Qulnase

Figura 11. A esquerda, estrutura tridimensional da proteina MEK1 (obtida no Protein Data Bank
PDB ID 1S9I) contendo o ATP 16 no sitio ativo e um analogo da CI-1040 na regido alostérica. A

direita, estrutura quimica do inibidor alostérico CI-1040.
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Por fim, os inibidores covalentes sdo caracterizados pela formacédo de

uma ligacdo covalente irreversivel ao sitio ativo de ligacdo ao ATP da
quinase, por meio do ataque nucleofilico do residuo de cisteina 18 em algum
ponto do inibidor (i.e.: ligacdo dupla C=C de uma enona ou de um composto a-
cloro carbonilado, por exemplo). A Figura 12 apresenta a estrutura quimica da

cisteina 18 e de dois inibidores covalentes.***3
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Figura 12. Estrutura quimica da Cisteina 18 e seu sitio nucleofilico e de dﬁ' m%
covalentes de quinase. N> ‘N RS

Cmk (20) bH
Embora ja exista crescente interesse na utlizagdo das vias de
sinalizacdo para o combate ao cancer como mostrado na Figura 6 (vide pagina

7

21), sobretudo para os quimicos organicos sintéticos, é imprescindivel que a
pesquisa na producdo de novas substancias com atividade inibitéria de
guinases ocorra continuadamente. As células cancerosas se adaptam e criam
subterfagios para sobrevivéncia frente aos inibidores, que tenderiam a
desacelerar a reproducdo e desdiferenciacdo das células. Observa-se,
portanto, em tratamentos quimioterapicos, o desenvolvimento de resisténcia
por meio de mutacdes genéticas nas quinases que revogam a ligacdo do
inibidor com o receptor.

Estas mutacbes provocam alteracdes estruturais (tamanho das cadeias
de amino&cidos adjacentes) e impedem o acesso do inibidor ao sitio ativo.
Isso prejudica vérias interacdes essenciais para que o inibidor exerca sua
funcdo, seja ela competitiva ou ndo competitiva frente a quinase receptora.
Desta maneira, a enzima continua atuando de maneira aberrante, elevando o
nivel de reproducéo e desdiferenciacéo celular e freando a apoptose.

Além do mecanismo de resisténcia aos inibidores via mutacdo, existem
ainda outros tipos reportados na literatura, como modificagcdo de vias de

sinalizacdo alternativas para atingir o mesmo resultado: crescimento,
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multiplicacdo e desdiferenciacéo celular desordenada. Um exemplo disso é a
amplificacdo de BCR-ABL1 em pacientes com CML.*

Muitas estratégias vém sendo desenvolvidas para contornar o problema
da resisténcia aos inibidores de quinases, como desenvolvimento continuo de
novas substancias com a mesma funcdo por planejamento racional de
farmacos utilizando métodos computacionais ou por sintese mimética com
vistas a inibidores previamente conhecidos. No caso do mimetismo sintético,
um artificio bastante empregado pelos pesquisadores é a substituicao
bioisostérica: modificacdo estrutural de apenas um grupo quimico com
tamanho e propriedades eletronicas similares (isGsteres) na substancia com
atividade inibidora reconhecida.'* A Figura 13 ilustra um caso de bioisosterismo

classico de anel.®

Bloilsosterlsmo de anel em antiinflamatoérios

SO,NH;

®
U +

CF;

SO2NHz

Celecoxlb 21 Valdecoxlb 22 Etoricoxibe 23

Figura 13. Representacdo de troca bioistérica classica de anel: uma maneira de desenvolver
novas substancias para contornar o problema da resisténcia a inibidores de atividade cinasica.

Sumariamente, pode-se contornar o problema de resisténcia aos
inibidores de algumas formas sistematicas: desenvolvimento de inibidores que
sdo capazes de perpassar pela cadeia de aminoacidos apds mutacdo; apostar
na promiscuidade de alvos dos inibidores (inibidores com mais de um sitio

enzimatico alvo e sitios alternativos); e farmacos multialvos que atuem em

diferentes vias de sinalizacdo as quais podem estar superexpressas.**
1.4. Resisténcia a multiplas drogas e inibidores multialvo

Indubitavelmente, quando se refere a quimioterapia do cancer, a
resisténcia aos farmacos € uma das principais causas do insucesso do
tratamento. Cerca de 90% dos casos de canceres metastaticos, em estado

avancado, exibem o quadro de resisténcia a multiplas drogas (do inglés
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Multiple Drug Resistence) MDR e ndo mostram resposta ao tratamento.*®

Dois tipos de resisténcia sdo identificados. Quando n&o se observa
resposta no tratamento mesmo no primeiro ciclo de utilizagcdo do farmaco, a
resisténcia é denominada intrinseca. Nos casos em que a resisténcia surge no
segundo ciclo ou apls (pos-terapia), diz-se que o0 paciente apresenta
resisténcia adquirida.*’*®

A MDR, fendmeno caracterizado pela capacidade de células cancerosas
apresentarem resisténcia simultanea a diferentes agentes quimioterdpicos
estruturalmente e funcionalmente né&o relacionados, se enquadra no caso de
resisténcia adquirida.”® A Figura 14 ilustra quimioterapicos de estruturas
guimicas distintas utilizados no tratamento do cancer que estdo

frequentemente relacionados & MDR.*
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Figura 14. Exemplos de Quimioterapicos frequentemente envolvidos ao fendmeno de MDR.

Uma série de fatores pode estar relacionada ao desenvolvimento da
resisténcia a mdltiplas drogas®: transporte do farmaco através da membrana
plasmatica®, modificacbes estruturais na enzima-alvo®®, alteracdo no
metabolismo do farmaco®3, aumento na reparacédo do DNA®, inaptiddo celular

para apoptose®. De todos os citados, o primeiro é o principal causador da
MDR e esta ligado a presenca de, no minimo, trés bombas que transportam
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ativamente o quimioterapico para o meio extracelular (hbombas de efluxo).*®

Para contornar o problema da MDR, é necessaria a pesquisa incessante
de novos farmacos como alternativa aos tratamentos quimioterapicos ja
existentes. Substancias que atuem por diferentes mecanismos de ataque
seletivo as células tumorais estdo entre os holofotes de muitos pesquisadores.

Como citado para o caso da resisténcia aos inibidores de quinase, € ideal
gue a substancia aja por mais de um mecanismo a fim de se evitar o
cancelamento total de sua atividade. Com vistas a seletividade da
qguimioterapia antiblasticas, as vias de sinalizacdo, sobretudo as que envolvem
quinases, sao bons alvos terapéuticos por estarem aberrantes em células
cancerosas em detrimento as normais. Ao se almejar fugir do problema da
MDR, é importante que uma mesma substancia tenha diferentes alvos. Assim,
uma vez que a célula exiba determinada alteracdo para resisténcia de um
mecanismo de acdo, a mesma substancia seria capaz de atuar por outra rota.

Um exemplo ja citado no texto & o PIK-39 27, o qual exibe seletividade
frente a PI3Ky (inibidor Tipo I), mas também induz a conformacgédo das outras
isoformas de PI3K a fim de formar um novo sitio de interagdo, atuando como
inibidor do Tipo Il. A Figura 15 apresenta a estrutura quimica do PIK-39 27 e a
estrutura tridimensional cristalogréfica da subunidade y da PI3K (PDB ID
1E7V).

ligante cristalografico da PI3Ky nc sitlo atlvo 4/ —NH
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Figura 15. A esquerda, estrutura tridimensional cristalografica da PI3Ky com analogo da PIK-39
27 no sitio ativo da enzima (PDB ID 1E7U). A direita, estrutura quimica da PIK-39 27.
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Em pesquisa publicada por Zhou em 2012°’, s&o reportados inibidores de
tirosina quinase multialvo (TKIs multialvo) no tratamento de cancer de pulmao
NSCLC (do inglés, non-small cell lung cancer). Muitos deles estdo na fase 3 de
ensaios clinicos e mostraram grande eficiéncia. A Figura 16 exibe a férmula
estrutural de alguns desses inibidores de tirosina quinase multialvo: Vandetanib
28, Sorafenib 29%°, Motesanib 30, Axitinib 31.%°
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Figura 16. Inibidores de tirosina quinase multialvo.

Recentemente, uma estratégia sintética que vem sendo bastante
utilizada para evitar a MDR € o conceito de hibrida¢cdo molecular (MH, do inglés
molecular hybridization). Neste, rednem-se duas ou mais estruturas com
reconhecida atividade biolégica a fim de potencializar as propriedades
biolégicas ja apreciadas e diversificar o escopo dos alvos de inibicdo e
interacdo. Com a combinacdo dos grupos farmacoforicos de diferentes

substancias bioativas, produz-se uma nova substancia (denominado hibrido),
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com propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas modificadas e, por
conseguinte aumentando a afinidade com determinada enzima alvo em relacao
aos materiais de partida.®* Além disso, é possivel elevar a seletividade a certo
alvo e, assim, diminuir os efeitos colaterais.

Em termos sintéticos, podem-se criar e estender bibliotecas de
compostos com variadas substancias de homélogos hibridos.

Um exemplo de hibridacdo molecular para sintese de agentes
antineoplasicos foi publicado em 1999 por Kuduk e colaboradores® no qual o
objetivo era hibridizar a geldanamicina (GDM 33) - um antibiético macrociclico
isolado da Streptomycis hygroscopicus com atividade inibidora de quinases
devido a interacdo com a cavidade ativa de Hsp90 — e estradiol 32, um
hormdnio sexual (Figura 17). Com isso, 0s autores visaram degradar proteinas
especificas, como receptores ligantes de estradiol 32 (ER) e de transaminase
da membrana da HERZ2, altamente expressas em cancer de mama. Desta

maneira, previu-se o atraso do crescimento celular e inducdo da apoptose.
OH
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Figura 17. Utilizacdo do conceito de Hibridacdo Molecular para preparacéo de substéncias
com atividade antineopléasica a partir do GDM 33 e estradiol 32.

Em trabalho recente publicado por Karthikeyan®, a hibridacédo molecular
foi utilizada para unir chalconas e isatinas com reconhecida atividade
antineoplasica em linhagens de células cancerigenas de mama, como de

inibidor quinases.®* A Figura 18 apresenta o processo de hibridacdo e seus

- /\/\/ |C50 Herz = 0,1 uM e ICs ERT 0’08 HM

X= =\ |Cs0 gr2 =01 uM e ICsc ER = 022 1M
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respectivos resultados quimicos de rendimento e biolégicos de Icso
(concentracdo necessaria para inibir 50% de crescimento) em linhagens de
célula de cancer de mama tipo MDA-MB468.
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Figura 18. Processo de hibridagdo molecular para sintese de chalconas-isatinas com potencial
atividade antineoplasica em células de linhagem de cancer de mama tipo MDA-MB468.

1.5. Arcaboucos de reconhecida atividade biol6gica
1.5.1. 1,4-Naftoquinona

As 1,4-naftoquinonas constituem um grupo farmacoférico presente em
diversas substancias com atividades biolégicas conhecidas, como antibiética,
bactericida, moluscicida, anti-inflamatéria, antialérgica, antiviral, antifangica,
antineoplasica e antileishmaniose.® " Estruturalmente, sdo compostas por um

anel benzénico fundido a uma p-quinona ou 1,4-naftoquinona.
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Em termos de atividade antineoplasica, as quinonas exibem atividade
citotoxica contra vérias linhagens de células cancerosas, incluindo carcinoma
de pulméo, de mama, adenocarcinoma de colon, melanoma, linfoma, entre
outros. Alguns de seus mecanismos citotoxicos também estdo bem
estabelecidos, como inibidores de arilamina N-acetiltransferase humana 1
(hNAT1) 50 e 51, topoisomerase Il 52 e 53, Hsp90 54 e 55, p53 56 e 57, PI3K
58 e 59 e Cdc25 fosfatase 60, 61 e 62. A Figura 19 mostra algumas quinonas e

seus alvos de acao citotoxica. "2
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Figura 19. Derivados 1,4-naftoquinfnicos com atividade antineoplasica por diferentes alvos
citotoxicos.

Outro mecanismo de agéo citotoxica das naftoquinonas ja bem estudado
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€ por meio do estresse oxidativo. Espécies reativas de oxigénio (ROS, do
inglés Reactive Oxygen Species) sao geradas em processos mitocondriais em
células eucariontes.” Sao exemplos de ROS: radical hidroxila (OH), peréxido
de hidrogénio (H205), radical superéxido aniénico (O2), anion superoxido (O3),
oxigénio singleto (*0,) e ozdnio (03).”* Essas espécies sdo necessarias para o
funcionamento saudavel da célula e de seus processos normais. Contudo, em
células cancerosas, essas espécies sdo encontradas em alta concentracéo a
fim de manter a alta taxa de multiplicacéao celular.

As quinonas sao passiveis de sofrer ativacdo biorredutiva principalmente
por duas enzimas: citocromo p450s e redutase do citocromo 450.
Adicionalmente, células em hipoxia (condicdo de baixas concentracdes de
oxigénio) também podem ativar alguns agentes anticancer. A Figura 20 ilustra
dois mecanismos de reducdo das quinonas: o primeiro, redu¢cdo por um Unico
elétron, conduz a formagcdo de semiquinonas 63 e a segunda, com dois
elétrons, produz hidroquinona 64 por meio da agdo da enzima NAD(P)H:

guinona oxirredutase 1 (NQOL).

cS 1€, redugao enzimatica 0 2e’, reducédo enzimatica OH
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P450) NQO1)
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o0 % OF 0 OH

hidroquinona 64
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Figura 20. Esquema geral para reducao de quinonas.

Em condicbes de normoxia (quantidades normais de oxigénio), as
guinonas geralmente passam pelo mecanismo de reducdo por le”, gerando
radicais livres oxigenados e ROS. Os ROS gerados pelos intermediarios
semiquinonas 63 e radicais hidroxilados provocam a ruptura dos filamentos de
DNA, podendo levar a apoptose.”

Em condicbes anaerdbicas (hipdxia), entretanto, as quinonas passam
pelo mecanismo 2e™. E relatado na literatura que os produtos gerados nesse
mecanismo produzem intermediarios conjugados, poderosos agentes
alquilantes.”

Em recente trabalho publicado por Greco e colaboradores, derivados

naftoquindénicos com atividade antineoplasica foram descritos. As substancias
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da Figura 21 foram sintetizadas a partir da substituicio da metoxila da 2-
metoxi-1,4-naftoquinona e dos atomos de cloro da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona.
Foram utilizadas substancias com atomos de nitrogénio e enxofre como sitios

nucleofilicos.”®
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Figura 21. Sintese de derivados naftoquinénicos com atividade antitumoral.

1.5.2. Quinolinas

As substancias derivadas da quinolina 73 estdo sempre em voga entre
0s pesquisadores na area de sintese organica que visam obter moléculas com
atividade antitumoral. Recentemente, quatro derivados quinolinicos adentraram
a fase de teste clinico, trés atuando como inibidores de proteinas quinases
(Bosutinibe 74, Lenvatinibe 75 e Cabozantinibe 76) e um como inibidor de

farnesiltransferase (Tipifarnibe 77)"" (Figura 22).
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Figura 22. Derivados quinolinicos em fase de teste clinico como antitumorais.

O nucleo quinolinico € um 6timo ponto de partida para preparacdo de
diferentes substancias com potencial atividade antineoplasica devido a sua
versatilidade frente a células cancerosas, atuando por diferentes mecanismos
de acado. InibicAo de crescimento celular por interrup¢cdo do ciclo celular,
inducdo a apoptose, inibicdo de angiogénese, interrupcdo de migracao celular
e modulacao da capacidade de resposta do receptor nuclear sdo exemplos das
formas que o0 ndcleo quinolinico encontra para deter a proliferacao
cancerigena.’’

A Figura 23 compila algumas substancias derivadas da quinolina com
seus possiveis alvos de acdo anticancer: agentes antimitotico 78,8
intercaladores de DNA 79, 80,” inibidores de Topoisomerases | e Il 81, 82,%° de
polimerizacdo de tubulina 83, 84,%' de EGFR 85,% PI3K 86, 87,%° MAPK 88,3
Hsp90 89, 90,% telomerase 91, 92%° e VEGFR 93%".""
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Figura 23. Derivados quinolinicos com atividade antitumoral e seus alvos de acgéo.

Dentre os alvos supracitados, a PI3K € um dos que merece mais

atencdo por estar extremamente ativa em células cancerosas. Auger e
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colaboradores®® desenvolveram um inibidor quinolinico de PI3K (94) utilizando
design racional de farmaco baseado nas possiveis interagdes com o sitio ativo
da enzima. Estudos de cristalografia por raios-X exibiram que o anel
tiazolidinediona (TZD) interage com o residuo de lisina (Lys-833) dentro do sitio
de ligacdo com ATP 16 da PI3Ka.

Com base nesses estudos, Knight e colaboradores® sugeriram que o
preenchimento total dos espacos vazios do sitio ativo da enzima poderia levar
ao aumento de atividade e seletividade contra a PI3K. Desta forma, foram
sintetizados diversos compostos contendo o nucleo quinolinico para avaliar a
veracidade da hipétese feita. De fato, uma das substancias (95) sintetizadas
por seu grupo de pesquisas mostrou atividade inibitéria de PI3Ka (p110a/p85a)
em concentracdes baixissimas (ICsp = 0,04 nM), muito mais potente que o
sintetizado pelo grupo de Auger (ICso = 2 nM). Estudos de mecanismos de acao
revelaram que houve reducdo significativa da fosforilagdo de Akt no residuo
473 da serina, sendo um dos principais fatores para desativacdo da via de
PI3K. A Figura 24 ilustra a estrutura dos derivados quinolinicos com atividade
inibidora de PI3K.

IC50 =2 nM PI3Ka IC50 = 0,04 NM PI3Ka

Figura 24. Inibidores de PI3K seletivos para a isoforma o.

Outra via de grande importancia para tratamento de cancer que esta
geralmente superexpressa é a EGFR, parte das RTKs. Abouzid e Shouman®
realizaram um estudo contendo design racional em modelagem molecular,
sintese e avaliagdo da atividade antitumoral de derivados 4-aminoquinolinicos
e 4-aminoquinazolinicos tendo EGFR como alvo. As substancias com maiores
atividades citotdxicas estao exibidas na Figura 25.
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Figura 25. Derivados 4-amino- quinolinicos e quinazolinicos com potente atividade inibidora de
EGFR.

A literatura esté repleta de trabalhos e revisées contendo estudos com o
nacleo quinolinico relacionado a atividade bioldgica, sobretudo antineoplasica,
comprovando a grande importancia deste nucleo para a sintese organica

medicinal.”"%%:92

1.5.3. Triazinas

As triazinas sdo heterociclos aromaticos tri-nitrogenados encontrados
em muitos farmacos e desempenham importante papel em termos
farmacoféricos da substancia bioativa.®®> Podem apresentar-se em trés
isdbmeros constitucionais de posicao: 1,2,3-triazina (101), 1,2,4-triazina (102) e
1,3,5-triazina ou s-triazina (103) (Figura 26).
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Figura 26. Isbmeros da triazina.

Dentre os compostos triazinicos, a 1,3,5-triazina, completamente
simétrica, atrai muitos pesquisadores em sintese organica. Isto se deve ao fato
de que seus derivados sdo obtidos a partir de reagbes de substituicoes
nucleofilicas arométicas a partir de um material de partida comercial de baixo
custo: a 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (TCT) ou cloreto cianurico (104). Esta
substancia é obtida industrialmente através do cianeto de hidrogénio aquoso ou
cianeto de sédio e géas cloridrico ou mediante trimerizacdo com diferentes
nitrilas sob catalise acida.***°

Uma forma extremamente usual de obtencdo de derivados 1,3,5-
triazinicos a partir do cloreto cianudrico (104) ocorre via substituicdo nucleofilica
aromatica (SyAr) com nucledfilos. Esta metodologia, além de possibilitar a
obtencdo de uma enorme gama de produtos oriundos de substituicdo com C-,
N-, O- e S- nucledfilos, é altamente seletiva mediante controle de

temperatura.”® A Figura 27 mostra a possibilidade de substituicdo do cloro

controlado pela temperatura etapa por etapa.
cl 1? etapa: Nuy 2° etapa: Nuy 3? etapa: Nus
+HNuy, <0°C +HNu,, T.A. /g + HNug, > 60 °C N
N7TSN -HCI | '\f SN - HCI "f J“\ - Hel J\f\ J\'\
| -
Cl)\N/ Cl CI/I\N/I\CI Cl)\N/ NU, Nus” N7 “Nu,

104
HNuy HNup HNuz =N, O, P, S, F nucledfilos

Figura 27. SubstituicBes nucleofilicas aromaticas em TCT controladas por temperatura.

Os derivados 1,3,5-triazinicos com maior destague em atividades
biologicas sdo as melaminas ou cianuramidas, formadas pela substituicdo dos
atomos de cloro por nucledfilos nitrogenados. Basedia e colaboradores
relataram em 2011 uma revisdo na literatura sobre triazinas com atividade
antineoplasica.”” A Figura 28 mostra duas dessas melaminas utilizadas na
guimioterapia antiblastica: altretamina 105 e trietienomelamina 106. A
altretamina é um agente antineoplasico aprovado pela Food and Drugs

Administration (FDA) utilizado no tratamento de cancer de ovario refratario por
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meio da producdo de agentes alquilantes de DNA no organismo.®’

\N/

\/
N
N)\N N)\N
O BOW
| | \Y v
Altretamlna 105 Trietllenomelaminz 106

Figura 28. Melaminas utilizadas como antineoplasicos reconhecidos pela FDA.

Os alvos de ataque possiveis para os derivados 1,3,5-triazinicos na
quimioterapia antineoplasica sdo os mais diversos.”®%® A Figura 29 mostra

algumas substancias com seus respectivos alvos.
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Figura 29. Derivados 1,3,5-triazinicos com seus alvos em quimioterapia antitumoral.

Diversos derivados de s-triazinas ndo-simétricos vem sendo estudados
no intuito de descobrir novas substancias antineoplasicas que atuem por

diferentes meios para contornar o problema da resisténcia a multiplas drogas ja
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estabelecido. Singla e colaboradores'® publicaram em 2015 um trabalho de
sintese e avaliacdo da atividade anticancer, interacdo com o DNA e inibicdo da
diidrofolato redutase de novos hibridos triazino-benzimidazois 116 e 117
(Figura 30).

N H\ [ j
cl /©: > ¢l [ j N
)\ HoN N )\ N O N)\\N N
NTSN 14\ /'l /N X [ I N\>— NaHCO;, o )LN/ \ N\>

|
Cl)\N/ cl NaHCO5 THF,0°C  Cl N

) A [
1 N/gN N,
Jl\)\\j\ /©:N\F ~ tédoano K\NAN/ ‘N/C[N%
" H 116 N\\Ph

al 110°C

Figura 30. Sintese de derivados hibridos triazino-benzimidazdis com atividade anticancer,
interacdo de DNA e inibidor de diidrofolato redutase.

Ressaltando ainda a atividade anticancer e a importancia da atuacado em
vias de sinalizagdo, sobretudo em PI3K, Wurz e colaboradores'® publicaram
trabalho contendo sintese e relacdo estrutura-atividade de triazinas-
sulfonamidas como inibidores de PI3K/mTOR. No trabalho, os autores
utilizaram o conceito de hibridacdo molecular para sintese das moléculas finais
partindo da observacgéo da atividade da sulfonamida 118 e da 1,3,5-triazina 119
(Figura 31).
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Figura 31. Processo de hibridacdo molecular previsto por Wurz e colaboradores.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

A MDR é o principal motivo pelo qual células cancerosas desenvolvem
resisténcia a quimioterapicos, consistindo no principal fator que conduz o
tratamento a ineficacia.'® Desta maneira, a busca incessante por novas
substancias com potencial atividade anticancer que aja por diferentes

mecanismos aliada ao conceito de hibridizacdo molecular € imprescindivel.

Neste contexto, a sintese de substancias contendo o0s ndcleos
naftoquinénico, quinolinico e triazinico conectados por poliaminas ou ésteres
constitui o objetivo principal do presente trabalho, uma vez que,
individualmente, possuem reconhecida atividade anticancer. Em um préximo
momento, pretende-se avaliar o sinergismo das estruturas supracitadas através
do método in vitro MTT em linhagens de células de cancer humano de
melanoma e leucemia. Inclui-se também a caracterizacdo espectroscopica das

substancias nos objetivos gerais do trabalho.

2.2 Objetivos Especificos

i. Utilizacdo do conceito de hibridizacdo molecular para
racionalizacdo e sintese de substancias contendo pelo menos
dois dos trés nucleos (naftoquindnico, quinolinico e triazinico) a
fim de avaliar suas influéncias na efetividade e seletividade

antineoplasica.
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Figura 32. Modelo de hibridizacdo molecular para racionalizacdo das moléculas-alvo.



50

Caracterizacdo estrutural de todos os intermediarios isolaveis e
moléculas finais através das técnicas espectroscopicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C e Infravermelho em
laboratérios do Nucleo de Competéncias em Quimica de Petréleo
(NCQP) — LabPetro, no campus de Goiabeiras da Universidade

Federal do Espirito Santo.
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3. Parte Experimental

3.1. Materiais

Os reagentes utilizados no presente trabalho foram: lausona (Sigma-
Aldrich, 97%), 4,7-dicloroquinolina (97%, Aldrich), cloreto ciandrico (99%,
Aldrich), acido cloridrico P. A. (Alphatec, 37%), 1,3-diaminopropano (Aldrich,
99%), 2-aminoetanol (Vetec, 99%), trietilamina (Vetec, 99%), dicarbonato de di-
tert-butila (TCI, 95%), DIPEA (Sigma-Aldrich, 99,5%), acido aminoacético P. A.
(Nuclear, 99%), B-alanina (TCIl, >99%), &cido p-aminobenzoico (RioSynth,
99%), &acido trifluoroacético (Sigma-Aldrich, 99%), dicicloexilcarbodiimida
(Fluka, 99%), morfolina (Vetec, 99%), 4-dimetilaminopiridina (Aldrich, 99%),
acido p-toluenossulfénico (Vetec, 98,5%), hidroxido de sédio micropérolas P. A.
(Vetec, 99%), sulfato de sodio anidro P. A. (Fmaia, 99,0%), bicarbonato de
sédio P.A. (Vetec, 99,7%), Todos os reagentes foram utilizados sem tratamento
prévio, exceto pelo 2-aminotanol e trietilamina, os quais foram destilados e
cloreto cianurico que foi purificado por filtracdo em silica-gel utilizando como

eluente uma mistura de 30% de acetato de etila em hexano.

Os solventes utilizados foram: agua destilada, metanol P. A. (Vetec,
99.9%), etanol absoluto P. A. (Vetec, 99,8%), hexano P. A. (Vetec, 98.5%),
acetato de etila P. A. (Vetec, 99.5%), diclorometano (Vetec, 99,5%), acetonitrila
P. A. (Vetec, 99,9%), dimetilformamida (Vetec, 99,8%), N,N-dimetilformamida
(Vetec, 99,8 %), N-Metilpirrolidona (Vetec, >99%)

3.2. Métodos

3.2.1. Cromatografia em Camada Fina (CCF)

As analises de cromatografia em camada fina foram realizadas utilizando
cromatofolhas de aluminio recobertas com silica gel UV254 (250 pm, 20x20
cm). As amostras foram diluidas em um solvente de escolha e aplicadas sobre
a placa com auxilio de um capilar de vidro. Sua revelacdo foi efetuada por

exposicao a luz ultravioleta (250 e 300 nm) ou com uso de um relevador como
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solucéo acida de vanilina sob aquecimento.

3.2.2. Pontos de Fusao

Para determinagcdo do ponto de fusdo dos materiais de partida,
intermediarios e produtos finais foi utilizado um equipamento digital Fisatom

430D e estdo apresentados sem correcao.

3.2.3. Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectroscopio
Perkin EImer Spectrum 400 utilizando como parametros 16 scans (varreduras)
e resolucdo de comprimento de 4 cm™. Os espectros foram obtidos em uma
das duas configuracBes: a primeira em pastilhas de KBr ou em modo de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal horizontal de seleneto de zinco
(ZnSe).

3.2.4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
13C (RMN de 'H e C)

Os espectros de RMN de hidrogénio e carbono dos materiais de partida,
intermediarios e produtos finais foram obtidos em um espectrémetro Varian 400
MHz com sonda Broadband 1H/X/D de 5 mm. Os deslocamentos quimicos ()
sao reportados em partes por milhao (ppm) referentes ao padréo interno (TMS)
ou ao sinal do préprio solvente. Foram utilizados como solventes CDCI; (CIL,
99,8%), MeOD (Aldrich, 99,8%), DMSO-ds (Sigma-Aldrich, 99,9%), CDsCOOD
(Sigma-Aldrich, 99,8%), D,O (Aldrich, 99,9%).

3.2.5. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-MS)

Para verificagdo da pureza da amostra, foi realizado um ensaio
cromatografico com o cromatografo gasoso da Shimadzu, modelo QP-5050A,
acoplado ao espectrometro de massas com analisador quadrupolo. A coluna
utilizada foi a DB-5 (5% fenil — 95% dimetilsiloxano), 30 m, 0,25 mm, 0,25 um
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(Agilent) e Hélio como gas de arraste. O fluxo foi mantido constante com vazao
de 1,5 mL.min™, e temperatura de injecdo & 150,00 °C e de interface & 250,00

°C. A rampa de aquecimento utilizada teve inicio em 70 °C, mantida em

isoterma por 4 minutos, com incremento de 10 °C.min™ até a temperatura final
de 350 °C. Os espectros obtidos foram gerados por impacto de elétrons (El) e o
intervalo de massas analisado foi de m/z de 20 a 600.

3.2.6. Espectrometria de Massas

Os espectros de Massa foram obtidos no espectrdmetro de alta
resolucdo (modelo 9,4 T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen, Germany), operado
em modos de ionizacao positivo e negativo com eletrospray ionizante, ESI(+) e
ESI(-)-FT-ICR (MS). A aquisigéo dos espectros de FT-ICR MS foi realizada com
poder de resolucdo de m/Am50% = 500000, onde Am50% € o pico inteiro com

m/z 400 sendo metade da altura maxima e acuracia de massa < 1 ppm.

3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.1. Preparacédo do composto 2-metoxilausona 131

0 o]
" O
O‘ MeOH, refluxo
J 4h 5
Lausona 129 2-metoxllausona 131
C10HgO3 C11HgO3
174,15 g.mol™ 188,18 g.mol

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se a Lausona 129
(2,000 g, 5,7 mmol) em 50 mL de metanol absoluto com &cido cloridrico
concentrado (0,8 mL) sob agitacdo magnética. A mistura reacional foi mantida
sob refluxo até consumo total da lausona, indicado por cromatografia em
camada fina. Em seguida, deixou-se atingir a temperatura ambiente e o produto
foi filtrado e recristalizado em etanol a quente para se obter um sélido amarelo
claro com rendimento de 90% e ponto de fuséo de 179-180 °C (lit.: 182-183
°C).
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IV vmax (cm™, ATR): 3049,8 (v CH aromatico); 2991 (v CHs), 1680 (v C=0);
1643 (v C=C conjugado); 1603 (v C=C); 1214 (vas C-O-C); 1044 (vs C-O-C).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 8,16 — 8,07 (m, 2H, Hg), 7,76 (m, 2H, Hc),
6,19 (s, 1H, Ha), 3,92 (s, 3H, OCHj).

3.3.2. Preparagao do composto 2-((2-hidroxietil)amino)naftaleno-1,4-diona
132

0} O

H
& AT
MeOH, Et;N
131 O T.A., 24h ) 132
2-metoxllausona 2-((2-hidroxletll)amino)naftaleno-1,4-dlona
C11HgO3 C2H11NO3
188,18 g.mol™ 217,22 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se a 2-
metoxilausona 131 (0,5643 g, 3 mmol) em 30 mL de metanol absoluto e 2-
aminoetanol (0,18 mL, 3 mmol). Em seguida, adicionou-se 0,462 mL de
trietilamina (3,3 mmol). Ap6s o término da reacdo indicado por cromatografia
em camada fina, o conteudo reacional foi resfriado em um banho de gelo e, em
seguida, o produto formado foi filtrado a vacuo e lavado com metanol gelado,
fornecendo um sdlido vermelho em 81 % de rendimento e ponto de fusdo de
161-162 °C (lit.: 156-157 °C).

IV vmax (cm™, ATR): 3338 (v NH); 3057 (v CHaromatico); 2934 (v CH,); 1673
(v C=0); 1550 (5 NH); 1219 (v C-N); 1070 (v C-OH).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm: 8,10 (dd, J = 7,6 e 1,0 Hz, 1H, Ha ou Hg);
8,05 (dd, J=7,6 € 1,0 Hz, Ha ou Hg); 7,73 (td, J = 7,6 e 1,0 Hz, 1H, Hc ou Hp);
7,62 (td, J = 7,6 e 1,0 Hz, 1H, Hc ou Hp); 6,22 (s, 1H, NH); 5,77 (s, 1H, Hg);
3,93 (dd, J = 10,5 e 5,3 Hz, 2H, CH,OH); 3,37 (dd, J = 10,5 e 5,3 Hz, 2H,
CH,NH); 1,79 (t, J = 5,3 Hz, 1H, OH).
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3.3.3. Preparacdo do composto 2-((3-aminopropil)amino)naftaleno-1,4-
diona 133

O o y
OCH
Q™" e oy
MeOH, Et;N
T.A., 24h
131 © O 132
2-metoxilausona 2-((3-amlinoproplil)amino)napftaleno-1,4-dlona
C11HgO3 C13H14N202-1
188,18 g.mol™’ 230,27 g.mol

Uma suspenséo de 2-metoxilausona 131 (0,0941 g, 0,5 mmol) em 10 mL
de metanol absoluto, 1,3-diaminopropano (84 uL, 0,07472 g, 1,0 mmol) e 0,084
mL de trietilamina (0,6 mmol) foi adicionada em um baldo de fundo redondo de
25 mL e agitada por 24 h a temperatura ambiente. Lentamente, adicionou-se
15 mL de agua destilada, filtrou-se o conteudo reacional e o sélido obtido foi
lavado com metanol gelado para obtencédo do produto puro (sélido laranja) em
rendimento de 61 % com ponto de fusédo de 124-126 °C (lit.: 124-126 °C).

IV vmax (€m™, ATR): 3355 (v NH); 2933 (vas CHy); 1682 e 1670 (v C=0); 1642
(v C=C conjugado); 1566 (6 N-H); 1243 (v C-N).

RMN *H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,08 (dd, J = 7,6, 0,9 Hz, 1H, Hs ou Hg),
8,02 (dd, J = 7,6, 0,9 Hz, 1H, Hg ou Hg), 7,70 (td, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H, Hc ou
Hp), 7,59 (td, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H, Hc ou Hp), 6,83 (s, 1H, NH), 3,27 (dd, J =
12,3, 6,4 Hz, 2H, -CH,NH-), 2,89 (t, J = 6,4 Hz, 2H, -CH,NH,), 1,81 (g, J = 6,4
Hz, 2H, -CH.-).
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3.3.4. Preparacdo do composto N-(7-cloroquinolin-4-il)propano-1,3-
diamina 134

Cl HN
P 80°C-110°C -
Cl N ah Cl N
130 134
4, 7-dicloroqulnolina N1-(7-cloroquinolin-4-ll)propano-1,3-dlamina
198,05 g.mol™’' 235,72 g.mol™’!

A um balédo de fundo redondo de 25 mL adicionou-se 2,0 g (10,1 mmol)
de 4,7-dicloroquinolina 130 e 4,2 mL de 1,3-diaminopropano. Sem agitacao, a
mistura foi aquecida até 80 °C. Apoés 1h, a solucédo foi agitada por 4h a 120 °C
até o consumo da 4,7-dicloroquinolina. Ao fim da reacdo, acompanhada por
cromatografia em camada fina, transferiu-se o contetdo reacional a um béquer
e adicionou-se 20 mL de agua gelada com gelo triturado. O precipitado foi
filtrado a vacuo e lavado com mais 20 mL de agua gelada. Em seguida, o
sélido foi colocado sob agitacdo magnética com 15 mL de acetato de etila e
novamente filtrado sob presséo reduzida, fornecendo um sélido branco com
rendimento de 87 % e intervalo de fusdo de 146-148 °C (lit.: 145-147 °C).

IV vinax (€M™, ATR): 3264 (v NH); 2936 (vas CHz); 2865 (vs CHy); 1586 (5 N-H);
1541; 1478; 1316; 1221; 1080; 800.

RMN 'H (400 MHz, DMSO/MeOD) & ppm: 8,40 (d, J = 5,4 Hz, 1H, H2
quinolina), 8,18 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H5), 7,80 (d, J = 2,2 Hz, 1H, H8 quinolina),
7,46 (dd, J = 9,0, 2,2 Hz, 1H, H6 quinolina), 6,59 (d, J = 5,4 Hz, 1H, H3
quinolina), 3,44 (t, J = 7,0 Hz, 2H, CH,NH-), 2,81 (t, J = 7,0 Hz, 2H, CH,NH,),
1,95 - 1,86 (m, 2H, C-CH,-C).

RMN *C (101 MHz, DMSO) § ppm: 152,3; 150,5; 149,4; 133,7; 127,9; 124,4;
124,4; 117,91; 99,0; 30,9.
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3.3.5. Preparacéo do composto 2-((3-((7-cloroquinolin-4-

T

ilamino)propil)amino)-naftaleno-1,4-diona 120

fNHZ 0 f\u o
(0]
HN CHg HN
N * _MeOH, Et;N
40°C, 48h =
cl N" o) P
134 131 cl N™ 120
N'{(7-cloroquinolin-4- 2-metoxllausona 2-((3-((7-cloroquinolin-4-
ll)propano-1,3-dlamina Cq4HgO3 IlJamino)propll)amino)naftalene-1,4-dlona
C12H14CINg 188,18 g.mol! CooH4gCIN3 O,
235,72 g.mol”! 391,85 g.mol”’

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, solubilizou-se a aminoquinolina
134 (1 mmol, 0,236 g) em 20 mL de metanol a 70 °C sob agitagcdo magnética.
Em seguida, a temperatura foi reduzida a 40 °C e adicionou-se a 2-
metoxilausona 131 (1 mmol, 0,184 g) e trietlamina (140 ulL). A agitacédo
magnética foi mantida por 48h e ao término da reacdo, indicada por
cromatografia em camada fina, o conteudo reacional foi filtrado a vacuo e o
sOlido lavado com metanol gelado. Foi obtido um sélido alaranjado com
rendimento de 84 % e intervalo de fuséo de 210-212 °C.

IV vimax (cm™, ATR): 3371 (v NH); 3066 (v CH aromatico); 2916 (vas CH>); 2865
(vsCHyp); 1676 (v C=0); 1614 (v C=C conjugado); 1584 (6 N-H); 1279 (v C-
N); 1118; 800; 761; 726.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 5 ppm: 8,33 (d, J = 5,4 Hz, 1H, H2), 8,20 (d, J =
9,0 Hz, 1H, H5), 7,93 (dd, J = 7,6, 0,9 Hz, 1H, Hg ou Hg), 7,89 (dd, J = 7,6, 0,9
Hz, 1H, Hg ou Hg), 7,78 (td, J = 7,5, 1,3 Hz, 1H, Hc ou Hp), 7,73 (d, J = 2,2 Hz,
1H, H8), 7,68 (td, J = 7,5, 1,3 Hz, 1H, Hc ou Hp), 7,61 (t, J = 6,1 Hz, 1H, NH),
7,40 (dd, J = 9,0, 2,2 Hz, 1H, H6), 7,29 (t, J = 5,3 Hz, 1H, NH), 6,47 (d, J=5,5
Hz, 1H, H3), 5,70 (s, 1H, Ha), 1,94 (g, J = 6,7 Hz, 2H, C-CH,-C).
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RMN 3C (101 MHz, DMSO-dg) & ppm: 181,9, 181,7, 152,2, 150,4, 149,4, 148,9,
135,2, 133,8, 133,55, 132,55, 130,8, 127,8, 126,3, 1257, 1254, 1244,
124,4,117,8, 99,8, 99,1, 26,3.

3.3.6. Preparacédo do composto terc-butil-(3-aminopropil)carbamato 135

H
HoN-_~_NH, - Bomo gl o
CHxCI, 0°C 135 O
-1,3-dlami
propan(c:) HoN amina 20 h terc-butll-(3-aminopropll)carbamato
3M10N2
74,13 g.mol™" CgH1gNz0;
174,24 g.mol™

Inicialmente, preparou-se uma solucdo de 1,3-diaminopropano (10 mL,
118,20 mmol) em 50 mL de diclorometano a 0 °C. Sob agitacdo magnética,
adicionou-se lentamente, durante 6 horas, uma solucdo de dicarbonato de terc-
butila (5,23 g, 23,96 mmol) em 30 mL de diclorometano sob a solu¢cdo da
amina. Ao término da adicéo, elevou-se a temperatura a temperatura ambiente
e deixou-se agitando por mais 12h. ApGs este tempo, o0 solvente foi removido
em evaporador rotatério e ao residuo foi adicionada agua destilada (30 mL).
Filtrou-se para retirar o sélido formado (subproduto — diamino di-protegida) e a
agua-mae foi extraida com 3x15 mL de diclorometano, seco com sulfato de
sédio anidro e concentrado a presséo reduzida. Foi obtido um 6leo levemente

amarelado em um rendimento de 63 %.

IV vmax (cm™, ATR): 3345,4 (v NH): 2975,8 (vas CHg): 2933,2 (vas CH,): 2869,2
(vs CHg) 1690,0 (v C=0): 1520,6: 1365,3 (5 CH3); 1250,7 (v C-N); 1167,2.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 4,90 (sl, 1H, NHBoc), 3,20 — 3,13 (m, 2H,
CH,NHBoC), 2,72 (t, J = 6,6 Hz, 2H, CH,NH,), 1,63 — 1,51 (m, 2H, -CH,-), 1.40
[S, 9H, O(CH3)3]
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3.3.7. Preparacdo do composto di-terc-butil-(((6-cloro-1,3,5-triazino-2,4-
diil)bis(azanediil))bis(propano-3,1-diil))dicarbamato 136

Cl

N’J‘\N
|
cl H)N\/\/\HAN/ NC
O CH;CN, DIPEA
I e, vy == Ty 1
2 HNT N 0 A TA.16h -7 “NH
H cl N~ ~Cl e )< /L
134 10a 136 oo
terc-butll (3- 2.4 Batricloro-1.3.5-rlazing di-terc-butlil (((6-cloro-1,3,5-trlazino-2,4-
aminopropll)carbamato " ™ dill}bls(azanedlil))bis(propano-3,1-
CgHigN205 CaCleNs dill))dicarbamato
174,24 g.mol" 184,40 g.mol C1oH34CIN,O,
459,98 g.mal™

Uma solucéo da N-Boc-1,3-propanodiamina monoprotegida 135 (0,9235
g, 5,3 mmol) em 10 mL de acetonitrila foi colocada em um baldo de fundo
redondo de 50 mL sob agitacdo magnética. A esta, adicionou-se uma
suspensédo de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (0,3940 g, 2,1 mmol) em 5 mL de
acetonitrila. Entdo 4 mL de DIPEA foi adicionada e a agitacdo manteve-se por
16 h. Apés este tempo, filtrou-se o produto, lavou-se exaustivamente com agua
e acetonitrila geladas e secou-se 0 produto a temperatura ambiente sob
pressdo reduzida. Foi obtido um solido branco como produto puro da reacao

com 95 % de rendimento e ponto de fusdo de 153-155 °C.

IV vmax (€M™, ATR): 3343 (v NH); 2969 (vas CHs): 2936 (vas CHy); 2872 (vs
CHa); 1688 (v C=0); 1638; 1553; 1360; 1248 (v C-N); 986; 800.

RMN H (400 MHz, CDCl3) § ppm: 6,19 — 5,95 (m, 2H, NHBoc), 5,12 — 4,88 (m,
2H, NH), 3,52 — 3,38 (m, 4H, -CH,NHBoc), 3,23 — 3,15 (m, 4H, -CH,NH-), 1,76
— 1,67 (m, 4H, -CHz-), 1,44 [S', 18H, O(CH3)3]

ESI (+) FT-ICR MS: [C19H35CIN;,O4]" exp = 460,24301 m/z; calc = 460,24336
m/z (err = 0,75 ppm); [CioH34CIN/NaO,]" exp = 482,22491 m/z;, calc =
482,22530 m/z (err = 0,80 ppm); dimero [C3gHesCloN1sNaOg]” exp = 941,45972
m/z; calc = 941,46138 m/z (err = 1,77 ppm).
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3.3.8 Preparacdo do composto N N'-(6-cloro-1,3,5-triazino-2,4-
diil)bis(propano-1,3-diamina) 137

Cl
Cl
N)\N
i A
PN PPN 1. TFA, CH,Cl, T.A. 40 min HN" S N N NH
HN N N NH
H 2. NaHCO; aq.
(o Ne]
41\ NH 137 NH;
136 )(O/KO N',N"-(6-cloro-1,3,5-trlazino-
di-terc-butll (((6-cloro-1,3,5-trlazino- 2,4-dlll)bis(propano-1,3-
2,4-dill)bls(azanediil))bis(propano-3,1- diamina)
dill))dicarbamato CgH1gCINZ
C19H340|N704 259,?4 g.m0|.1
459,98 g.mol!

A um baldo de fundo redondo de 25 mL, adicionou-se a 0,4599 g (1
mmol) diamina protegida com grupamentos Boc acima (136), 5 mL de
diclorometano e 3 mL de &cido trifluoroacético. Ap6s 40 minutos, o solvente e 0
excesso de acido foram removidos em um evaporador rotatério. O conteudo
reacional entdo foi neutralizado com uma solu¢do aquosa saturada de NaHCOg3
e o produto foi filtrado a vacuo e lavado exaustivamente com agua gelada. O
produto bruto foi lavado com hexano a 45 °C e filtrado novamente a vacuo e
seco, fornecendo um sdlido branco em um rendimento de 62 %. O produto

apresentou ponto de fusao acima dos 280 °C.

IV vmax (cm™, ATR): 3335 e 3255 (v NH); 2946 (v CH,); 1642 (v C=N); 1560;
1410; 796.

RMN 'H (400 MHz, AcOD) § ppm: 3,58 — 3,43 (m, 4H, -CH,NH-), 3,19 — 3.05
(m, 4H, -CH2NH,).

ESI (+) FT-ICR MS: [CoH19CIN/]" exp = 260,13836 m/z; calc = 260,13850 m/z
(err = 0,54 ppm); dimero [CigH37CIoN14]" exp = 519,26932 miz; calc =
519,26972 m/z (err = 0,77 ppm).
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3.3.9. Preparacdo do composto Acido 2,2',2"-((1,3,5-triazino-2,4,6-
triil)tris(azanediil))triacético 138

CO,H
by
=
cl 1. NaOH, H,0 N° N
5°C-100°C /]\ //L
NN + 3 OH 11h HN™ "N NH
M RN
cl N cl e} 2.HCl aq., 1h HO.C COzH
104 138
2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina Acldo 2-aminoacético Acido 2,2,2"{(1,3,5-trlazino-2,4,6-
C3ClaNg ., CzHsNO; 1 triitris(azanedill))trlacético
184,40 g.mol 75,07 g.mol CaH1aNeOg
300,23 g.mol!

A um baldo de fundo redondo, adicionou-se uma solucdo de 2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina 104 (1,000 g, 5,42 mmol) em 10 mL de agua destilada em
um banho de gelo. Em seguida, adicionou-se acido 2-aminoacético (0,427 g,
5,69 mmol) e agitou-se por 10 minutos. Lentamente, uma solu¢cdo de hidréxido
de sodio foi adicionada de modo que o pH foi elevado até aproximadamente
11. Colocou-se, entéo, outra solucédo de 0,833 g de acido 2-aminoacético (11,1
mmol) em 20 mL de agua destilada. A temperatura foi elevada a 25 °C,
agitando-se por mais 5h mantendo o pH entre 10 e 11. Em seguida, elevou-se
a temperatura a 100 °C. Apés 6h, a temperatura foi reduzida a 25 °C e 30 mL
de agua foram adicionados. Agitou-se por 30 minutos, HCI concentrado foi
adicionado lentamente até pH 3 e deixou-se agitando por mais 30 minutos. O
produto foi filtrado, lavado com 10,0 mL de uma mistura de AcOH/H,O (1/30
v/v) e 50 mL de agua gelada e seco a temperatura ambiente sob pressao
reduzida para fornecer um solido branco com rendimento de 85 %. Para
analise de Ressonancia Magnética Nuclear, o composto foi convertido ao seu
sal trissédico ao reagir em meio aquoso com 3 equivalentes de NaOH e seco a

60 °C sob presséao reduzida. O composto nao fundiu até 280 °C.

IV vmax (cm™, ATR): 3366; 3252; 2954; 1731 (C=O A&cido); 1654; 1619;
1430; 1314; 1234; 967; 781.

RMN H (400 MHz, D,O) s ppm: 3,73 (d, J = 7,9 Hz, 6H, 3 CH,)

RMN C (101 MHz, D,O) é ppm: 177,8; 177,5; 44,2.
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ESI (-) FT-ICR MS: [CgH11NeOg] exp = 299,07453 m/z; calc = 299,07456 m/z
(err = 0,08 ppm); [CoH10NsOs + Na] exp = 321,05652 m/z; calc = 321,05650
m/z (err = - 0,06 ppm); [CoHgNeOs + 2Na] exp = 343,03847 m/z, calc =
343,03844 m/z.

3.3.10. Preparacdo do composto &cido 3,3',3"-((1,3,5-triazino-2,4,6-
triil)tris(azanediil))tripropiénico 139

| 1. NaOH, H,0 N™™N
5°C-100°C )l\ /)\
NTSN . HZNWOH _M1h HN™ NTNH
~
Cl/LN)\Cl I 2.HCl aq., 1h
104 CO,H COH
139
2,4,6-trlcloro-1,3,5- Acldo 3-aminopropanoclco Acldo 3,3',3"-{(1,3,5-trlazlno-2,4,6-
trlazina C3H/NO, trill)trls(azanedlll))trlproplonico
C4ClaNg ) 89,09 g.mol’! C12H1gNgOg
184,40 g.mol 342,31 g.mol”’

A um baldo de fundo redondo, adicionou-se uma solucdo de 2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina 104 (1,000 g, 5,42 mmol) em 10 mL de &gua destilada em
um banho de gelo. Em seguida, adicionou-se acido 2-aminoacético (0,507 g,
5,69 mmol) e agitou-se por 10 minutos. Lentamente, uma solucdo de hidroxido
de sédio foi adicionada de modo que o pH foi elevado até aproximadamente
11. Colocou-se, entéo, outra solucéo de 0,989 g de acido 2-aminoacético (11,1
mmol) em 20 mL de agua destilada. A temperatura foi elevada a 25 °C,
agitando-se por mais 5h mantendo o pH entre 10 e 11. Em seguida, elevou-se
a temperatura a 100 °C. Apoés 6h, a temperatura foi reduzida a 25 °C e 30 mL
de agua foram adicionados. Agitou-se por 30 minutos, HCI concentrado foi
adicionado lentamente até pH 3 e deixou-se agitando por mais 30 minutos. O
produto foi filtrado, lavado com 10,0 mL de uma mistura de AcOH/H,O (1/30
viv) e 50 mL de agua gelada e seco a temperatura ambiente sob pressao
reduzida para fornecer um sélido branco com rendimento de 64 %. Para

analise de ressonancia magnética nuclear, o composto foi convertido ao seu
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sal trissédico ao reagir em meio aquoso com 3 equivalentes de NaOH e seco a
60 °C sob presséo reduzida. O composto nao fundiu até 280 °C.

IV vmax (cm™, ATR): 3254; 3099; 2960; 1637; 1554; 1387; 1363; 1224; 1113;

986; 794.

RMN H (400 MHz, D-O) 8 ppm: 3,50 — 3,31 (m, 6H, CHN), 2,38 — 2,26 (m,
6H, CH,COONa).

RMN *3C (101 MHz, D,O) §ppm: 180,7; 164,5; 37,8; 36,7.

ESI (+) FT-ICR MS: [C12H18NsOs + H]" exp = 343,13610 m/z; calc = 343,13606
m/z (err = -0,13 ppm). Dimero [C24H36N 12,01, + H]" exp = 685,26506 m/z; calc =
685,26484 m/z (err = -0,31 ppm).

3.3.11. Preparacdo do 4&cido Acido 4,4'4"-((1,3,5-triazino-2,4,6-
triil)tris(azanediil))tribenzoico 140

Cl HoN 1. NaOH, H,0 NTSN
5°C- 100 °C P
NN . s OH 11h HN™ N7 NH
CI/kN//kCI o 2.HCl aq., 1h
104
2,4,6-tricloro-1,3,5- Acldo 4-aminobenzoico
trlazina COH COzH
C.CLN C7H7NO, 140
-1
18440 qurol” 137,14 g.mol Acldo 4,4" 4"-((1,3,5-trlazino-2,4,6-
U trill)tris(azanedill))tribenzolco
Ca2sH1gNs0s
486,44 g.mol’!

A um baldo de fundo redondo, adicionou-se uma solucdo de 2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina 104 (1,000 g, 5,42 mmol) em 10 mL de agua destilada em
um banho de gelo. Em seguida, adicionou-se acido 2-aminobenzoico (0,780 g,
5,69 mmol) e agitou-se por 10 minutos. Lentamente, uma solugédo de hidréxido
de sédio foi adicionada de modo que o pH foi elevado até aproximadamente
11. Colocou-se, entdo, outra solugcdo de 1,522 g de acido 2-aminobenzoico
(11,2 mmol) em 20 mL de &gua destilada. A temperatura foi elevada a 25 °C,
agitando-se por mais 5h mantendo o pH entre 10 e 11. Em seguida, elevou-se

a temperatura a 100 °C. Apoés 6h, a temperatura foi reduzida a 25 °C e 30 mL
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de agua foram adicionados. Agitou-se por 30 minutos, HCI concentrado foi
adicionado lentamente até pH 3 e deixou-se agitando por mais 30 minutos. O
produto foi filtrado, lavado com 10,0 mL de uma mistura de AcOH/H,O (1/30
v/iv) e 50 mL de agua gelada e seco a temperatura ambiente sob pressao
reduzida para fornecer um sélido bege com rendimento de 91 %. O composto

nao fundiu até 280 °C.

IV vmax (cm™, ATR): 3008; 1683; 1600; 1564; 1487; 1407; 1233; 1173; 1114;
767.

RMN H (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 9,78 (s, 3H, COOH), 7,95 (d, J = 8,7 Hz,
6H, Ha), 7,86 (d, J = 8,7 Hz, 6H, Hs).

RMN 3C (101 MHz, DMSO-de) & ppm: 167,5; 164,3;144,4; 130,4; 124,3;
119,7.

ESI (+) FT-ICR MS: [CxHisNgNazOg + Na]* exp = 575,06422 m/z;, calc =
575,06384 m/z (err = - 0,67 ppm).

3.3.12. Preparagdo do composto  4,4'-(6-cloro-1,3,5-triazino-2,4-
diil)dimorfolina 141

Cl
Cl N)%N
NN N A
Acetona, H,O(s) N N N
XA e L) e ShRe
clI” N7 el o) etilamina o o
104 morfolina 141
2,4,6-tricloro-1,3,5-trlazlna C4HgNQ 4,4'-(6-cloro-1,3,5-trlazino-
C4Cl3N3 87,12 g.mal™”’ 2,4-dlil)dimorfollna
184,40 g.mol™! C14H;5CIN505
285,73 g.mol”’

A um baldo de fundo redondo de 500 mL, adicionou-se sob agitacéo
magnética o cloreto cianarico 104 (50 mmol, 9,22 g), a acetona (50 mL), o gelo
triturado (250 g) e a trietilamina (15 g, 20 mL) e a morfolina (100 mmol, 8,7 g,
8,61 mL). Apds o conteuido reacional atingir a temperatura ambiente, a reacao
foi acompanhada por cromatografia em camada fina. Depois de duas horas,

foram adicionados 100 mL de agua destilada a temperatura ambiente e o
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conteudo reacional foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada. Obteve-se
um solido branco em 93 % de rendimento e intervalo de fusdo de 171-172 °C
(literatura 175-176 °C).

IV vmax (cm™, ATR): 2852 (vs CH.): 1566; 1486; 1448; 1243; 1113; 978; 797.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 3,62 (m, 4H, CH,0), 3,56 (m, 4H, CH.N).

RMN %3C (101 MHz, DMSO-dg) 8 ppm: 169,1; 164,2; 66,2; 43,9.

3.3.13. Preparacdo do composto 2-((3-((4,6-dimorfolino-1,3,5-triazin-2-

ilamino)propil)amino)naftaleno-1,4-diona 125

v

N
o\_/N%}\l N

N
Cl
(0]
H
N”N
)|\ _ N._~_-NHz
(\N NN . CHACN, Et;N QM
O\) K/O refluxo
(0] 16h 125
G
4,4°'-(6-cloro-1,3,5-trlazino- 0

2-((3-aminopropll)amino)-

2 A-dlilydimorfolina naftalene-1,4-dlona 2-{(3-((4,6-dlImorfolino-1,3,5-trlazin-2-
C11H45CIN5O5 CigH12N205 Il)amino)proplil)amino)naftaleno-1,4-
285,73 g.mal”! 230,26 g.mol”" dlona

C24HagN7O4
479,53 g.mol™!

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, solubilizou-se a
aminonaftoquinona 135 (0,5 mmol, 0,115 g) em 20 mL de acetonitrila sob
agitacdo magnética e refluxo. Em seguida, adicionou-se a 4,4'-(6-cloro-1,3,5-
triazino-2,4-diil)dimorfolina 138 (0,5 mmol, 0,143 g) e a trietlamina (70 uL). A
reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina e apds 16h,
consumo do material de partida, o conteudo reacional foi filtrado a vacuo e
lavado com agua destilada para obter um sélido branco. O produto foi

purificado recristalizacdo em etanol a quente. Foi obtido um sdélido amarelo com
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rendimento de 47 % e intervalo de fusdo de 210-212 °C.

IV vinax (€m™, ATR): 3337 (v NH); 2979 (vas CH,); 2855 (vs CH,); 1679 (C=0);
1606 (C=C conjugado); 1547 (6 NH); 1446; 1252; 1106; 1006; 803.

RMN H (400 MHz, DMSO-de) & ppm: 7,97 (dd, J = 7,4, 6,6 Hz, 1H), 7,94 (m,
1H), 7,82 (td, J = 7,4, 1,2 Hz, 1H), 7,72 (td, J = 7,4, 1,2 Hz, 1H), 7,39 (s, 1H),
6,73 (s, 1H), 5,65 (s, 1H), 3,57 (m, 8H), 3,53 (s|, 8H), 3,23 (m, 4H), 1,81 (m,
2H).

RMN C (101 MHz, DMSO-dg) §ppm: 181,5, 181,1, 165,7, 164,7, 148,4, 134,8,
133,2, 132,1, 130,3, 125,8, 125,3, 99,2, 65,9, 43,1, 37,6, 27,4.

ESI (+) FT-ICR MS: [C4H29N704 + H]" exp = 480,23504 m/z; calc = 480,23538
m/z (err = 0,71 ppm); [CasH2N;04 + Na]® exp = 502,21705 m/z, calc =
502,21732 m/z (err = 0,54 ppm); Dimero [CgHssN140g + H]" exp = 959,46281
m/z; calc = 959,46348 m/z (err = 0,70 ppm); [CasHssN14Os + Na]” exp =
981,44450 m/z; calc = 981,44543 m/z (err = 0,95 ppm).
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3.3.14. Preparacdo do composto N*-(7-cloroquinolin-4-il)-N3-(4,6-
dimorfolino-1,3,5-triazin-2-il)propano-1,3-diamina 127

N
N
o N— N
S N—~
cl NH
NN HN™ " NH,
A
~
ONTONTONTY . A CH2CN, Et;N NH
o) o) = refluxo Cl
Cl N 16h ( 2’ $
138 134 N=
4,4'-(6-cloro-1,3,5-trlazlno- N1-(7-cloroquinolin-4- 127
2,4-dlll)dimorfolina Ipropano-1,3-dlamina N'-(7-cloroquinolin-4-il)-N3-(4,6-
Ci H1sC|N50? C12H14CINg dimorfolino-1,3,5-trlazIn-2-
285,73 g.mol 235,71 {;].mol'1 il)propano-1,3-dlamina
484,99 g.mol’

A um baldo de fundo redondo de 50 mL, solubilizou-se a aminoquinolina 134 (0,5
mmol, 0,118 g) em 20 mL de acetonitrila sob agitacdo magnética e refluxo. Em
seguida, adicionou-se a 4,4'-(6-cloro-1,3,5-triazino-2,4-diil)dimorfolina 138 (0,5
mmol, 0,143 g) e a trietlamina (70 pL). A reagdo foi acompanhada por
cromatografia em camada fina e apds 16h, consumo do material de partida, o
conteudo reacional foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada para obter um
sélido branco. O produto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando
silica-gel como fase estacionaria e mistura de 10 % de MeOH em AcOEt como
eluente. Foi obtido um sdlido branco com rendimento de 43 % e intervalo de fusédo
de 230-231 °C.

IV vinax (Cm'l, ATR): 3360 (v NH); 2965 (vas CHy); 2862 (vs 2862); 1546; 1477,
1446; 1259; 1108; 808.

RMN H (400 MHz, DMSO-dg) 5 ppm: 8,33 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 8,21 (d, J = 9,1
Hz, 1H), 7,74 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,41 (dd, J = 9,1, 2,3 Hz, 1H), 7,29 (t, J = 5,5
Hz, 1H), 6,85 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 6,41 (d, J = 5,5 Hz, 1H), 3,54 (m, 4H), 3,44 (m,
4H), 3,27 (m, 4H), 1,82 (m, 2H).
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ESI (+) FT-ICR MS: [C23H29C|N802 + H]+ exp = 485,21749 m/z;, calc
485,21802 m/z (err = 1,09 ppm). Dimero [CseHssCloN1gOs4 + H]T exp
969,42783 m/z; calc = 969,42822 m/z (err = 0,40 ppm).

3.3.15. Ancoragem Molecular

A ancoragem molecular dos ligantes foi realizada utilizando o software
Autodock Vina com as proteinas PI3K e AMPK obtidas no Protein Data Bank
(PDB) com os codigos 1E7U e 2UV4, respectivamente. As estruturas 3D das
substancias foram obtidas com o software Chem3D, do pacote ChemOffice.
Inicialmente os ligantes cristalograficos da enzima PI3K, Wortmannin, e da
enzima AMPK, adenosina monofosfato (AMP), e as respectivas proteinas foram
preparados conforme descrito na literatura. (103) Em seguida, uma caixa (grid
box) com dimensdes 32x30x16 A e coordenadas, x = 23,426,y = 62,986 e z =
20,716 , para PI3K, e x = 14,517, y = 23,348 e z = 30,742, para AMPK,
centradas nos respectivos ligantes, foi criada para cobrir o sitio ativo das
enzimas. Assim, os ligantes cristalograficos de cada enzima foram reancorados
nos respectivos receptores, a fim de validar a eficiéncia dos calculos de
ancoragem.

Na sequéncia, apés design de todas as estruturas dos compostos
sintetizados, dos farmacos controle e da validacdo da metodologia estudos de
ancoragem foram realizados com as proteinas-alvos, obtendo como resultado
as superposicdes dos ligantes nos sitios ativos e as respectivas energias de

interacao ligante/receptor.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando avaliar o sinergismo dos nucleos naftoquindnico, quinolinico e
triazinico, todos com reconhecida atividade antineoplasica, racionalizou-se a
sintese das moléculas-alvo de modo que tais estruturas possuissem pelo
menos dois dos trés arcaboucos. Para tal, a lausona (129), a 4,7-
dicloroquinolina (130) e a 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (104) (cloreto ciandrico)
(Figura 33), reagentes comercialmente disponiveis, foram selecionados como
materiais de partida suscetiveis a derivatizacao estrutural afim de se chegar as

moléculas finais.

2_on ¢ g
SO oI .
S Cl N ClI” "N” ~Cl
129 130 104
Lausona 4,7-dicloroquinolina 2,4,6-tricloro-

1,3,5-trlazina

Figura 33. Materiais de partida selecionados para sintese das moléculas-alvo finais.

Desta maneira, preconcebeu-se a necessidade de alguma unidade inter-
estrutural aos ndcleos que fosse capaz de uni-los por meio de diferentes rotas
reacionais. Em um primeiro momento, imaginou-se a conversao dos substratos
em moléculas contendo hidroxilas e aminas terminais ou carboxilas, a fim de
submeté-las a esterificacdo entre os diferentes nudcleos ou utiliza-los
diretamente como nucledfilos em substituicdes nucleofilicas ou eletrofilicas
aromaticas.

No intuito de fornecer uma nocdo da eficiéncia acerca da atividade
anticancer dos compostos a serem sintetizados, realizou-se um estudo prévio
de ancoragem molecular a fim de se determinar a energia de interacéo entre 0os
compostos sintetizados e 0s possiveis receptores-alvo na quimioterapia do
cancer. Os alvos escolhidos foram a PI3K e a AMPK, cujas vias de sinalizacao
estdo superexpressas em células cancerosas. Vale ressaltar que, embora
essas vias estejam aberrantes, as substancias racionalmente desenhadas
podem atuar por outros mecanismos, conforme previamente descrito na
introducgdo.

Portanto, os Resultados e Discussao estédo divididos em duas sessoes:

estudo de ancoragem molecular e a sintese organica das moléculas-alvo.
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4.1. Estudos de Ancoragem Molecular

Para avaliar a possivel atividade antineoplasica dos compostos com
potencial atividade citotoxica em linhagens de células de cancer humano, foram
realizados estudos computacionais por meio de Ancoragem Molecular com o
software gratuito AutoDock Vina.*®

As estruturas cristalinas da PI3K e AMPK foram obtidas no Protein Data
Bank (PDB) com os respectivos codigos 1E7U e 2UV4, ambas elucidadas por
difrac&o de raios-X. A primeira com resolucéo de 2,00 A e a segunda de 1,33 A
— Figura 34.

Figura 34. Estrutura cristalina das enzimas PI3K (1E7U) e AMPK (2UV4)

No primeiro momento, as enzimas PI3K e AMPK, com seus respectivos
ligantes — Wortmannin e adenosina monofosfato (AMP) — foram preparados de
acordo com o protocolo descrito na literatura, visando validar e verificar a
eficiencia do método de ancoragem escolhido.'®® Tendo em mente a dimens&o
das moléculas-alvo, conforme descritas nos objetivos deste trabalho, criou-se
uma caixa com as dimensdes 32x30x16 A para ambas enzimas e centradas
nas coordenadas x = 23,426, y = 62,986 e z = 20,716 para PI3K e x
=14,517,y = 23,348 e z = 30,742, com seus respectivos ligantes.

As dimensdes selecionadas garantem a cobertura total dos ligantes
cristalograficos no sitio ativo de cada enzima, dos inibidores ja reconhecidos
pela literatura como inibidores destes alvos terapéuticos, também chamados de
controle (LY294002' para PI3K e HL010183'® e fenformina'® para AMPK) e
das substancias-alvo supracitadas. Vale ressaltar que o ligante cristalografico

107

Wortmannin—" também atua como inibidor da enzima PI3K.

Os resultados da reancoragem molecular para o0s ligantes
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cristalograficos estdo mostrados na Figura 35 e permitem inferir acerca da
qualidade e eficiéncia do método escolhido. A selecdo da dimensdo e
localizacao das caixas, portanto, foi considerada adequada.

Figura 35. Ligantes cristalogréaficos de amarelo e estruturas reancoradas de cinza. A esquerda,
Wortmannin (PI3K: 1E7U, PDB) e a direita, fenformina (AMPK: 2UV4, PDB)

Em seguida, o farmaco controle inibidor de PI3K, LY294002, e de AMPK,
HL010183 e fenformina, foram sobrepostos aos sitios de ligacdo das
respectivas enzimas usando o mesmo método descrito para os ligantes
cristalogréficos. Por fim, as nove moléculas-alvo 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127 e 128 também foram submetidas ao mesmo procedimento
computacional, apdés otimizagcdo por mecénica molecular utilizando o

Chem3D. O resultado esta exibido na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Energias de interacéo ligante/receptor entre os compostos 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, Wortmannin, LY294002, fenformina e HL010183 e as proteinas PI3Ky e

AMPK.
Energia Ligante
(Kcal.mol™)
Ligante PI3K AMPK
(LE7V) (2UVv4)
Wortmannin -8,7 -
LY294002 -8,5 -
Fenformina - -6,2
HL010183 - -6,1
120 -8,4 -6,4
121 -8,4 -7,2
122 -9,7 -9,6
123 -9 -5,7
124 -8,7 -6,4
125 -9,1 -7,6
126 -7,4 -6,1
127 -8,4 -7,3
128 -8,9 -7,1

Os valores apresentados na Tabela 1, para PI3K, informam que todas as



72

substancias-alvo possuem energia de interagdo receptor/ligante maiores que
os controles (Wortmannin e LY294002), exceto pelas substancias 120, 121 e
127, que possuem apenas 0,1 kcal.mol™ a menos em relagéo & LY294002. Tal
diferenca € considerada desprezivel na analise dos resultados obtidos.
Portanto, é possivel inferir que todas as substancias, exceto a 126 com energia
de interacdo de -7,4 kcal.mol?, possuem o mesmo potencial de inibicdo da
PI3K que os controles, ou até mesmo maiores.

Para AMPK, os resultados mostram-se semelhantes aos obtidos para
PI3K: praticamente todas as substancias possuem energia de interacao
receptor/ligante maiores que os controles, Fenformina e HL010183, exceto pela
substancia 123, com diferenca de 0,5 kcal.mol™ que ndo pode ser desprezada.
Desta maneira, para os demais compostos-alvo, € possivel concluir que o
potencial de inibicdo da AMPK é semelhante ou maior que os controles.

E razoavel afirmar que, caso as moléculas apresentem atividade
antineoplasica, a inibicdo dessas enzimas sdo possiveis mecanismos para
deter a evolucdo do céancer. Contudo, como o intuito do trabalho é sintetizar
hibridos moleculares com diferentes nucleos para propiciar a estes compostos
a capacidade de atuarem por diferentes mecanismos de acao, outras vias de

inibicAo podem estar associados.

4.1.1. Ancoragem molecular: enzima PI3K
A confeccdo da Tabela 1 iniciou-se pela ancoragem do controle
LY294002 com o sitio ativo da enzima PI3K. As interacbes, obtidas pelo

software DS Visualizer 3.1. estdo mostradas na Figura 36.

VAL
ILE GLU A:882
A881  A:ss0

Residug Interaction

ILE
A:879 MET
ASP A:S53
AS50 T

A:804

Electrostatic

van der Waals
ILE
A:831
Covalent bond
s
A:5%0 Water

| yeaon
== THR
{8 Metal

s
A33 SER
A:806

= PRO
A:810

Figura 36. Conformacéao farmacoférica do LY294002 (verde) com o sitio ativo da enzima PI3K.

Nota-se a predominancia das interacbes de van der Waals entre
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LY294002 e o sitio ativo da PI3K, a exemplo dos residuos de aminoacidos
isoleucina-831 e 881, acido aspartico-950, lisina-833 (verde), etc. Interacdes
eletrostaticas também podem ser destacadas (rosa), como por exemplo, com
0s aminoacidos serina-806, treonina-887 e metionina-804 (Figura 39).

No caso do outro controle, Wortmannin, mostrado na Figura 37,
observam-se interacdes dos residuos de aminoacido predominantemente
eletrostaticas, a exemplo das ligacbes de hidrogénio do oxigénio do anel

furanico com a lisina-833 e da carbonila da lactona com a lisina-807.

||
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Figura 37. Conformagéo farmacofoérica do Wortmannin (verde) com o sitio ativo da PI3K.

Para o composto hibrido contendo os nucleos naftoquindnico e
quinolinico 120, ressalta-se a interacdo eletrostatica da carbonila
naftoquinénica com o residuo de aminoacido acido aspartico-964, além das
diversas interacdes de van der Waals (Figura 38). Para o composto contendo
os trés nucleos simultaneamente 128, observa-se a interacao eletrostatica tipo
n do nudcleo triazinico e quinolinico com o residuo de lisina-807, além da
ligacdo de hidrogénio da carbonila naftoquindnica com o residuo de &cido

aspartico-964.
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Figura 39. Interacdes do complexo PI3K e o ligante 128.

A Figura 40 contempla os compostos contendo apenas
naftoquindnicos e triazinicos (121, 122, 123, 124 e 125).
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Figura 40. InteragBes do complexo PI3K e os ligantes 121, 122, 123, 124 e 125.

Conforme observado na Figura 40, descrita acima, a substancia 121
apresenta interacdo eletrostatica das carbonilas das diferentes naftoquinonas
com os residuos de aminoacidos treonina-887 e valina-882. Ha ainda interacéo
do tipo = com a lisina-890 e triptofano-812.

A substéncia 122 exibe interacdo eletrostatica de uma carbonila
naftoquindnica e N-H com glutamina-893; da lisina-807 realizando interacdo =
com o nucleo naftoquindnico e ligacdo de hidrogénio com a carbonila deste
nacleo. Além dessas interagfes, nota-se que o residuo de &cido aspartico-964
estabelece ligacéo de hidrogénio com N-H e a lisina-833 com a carbonila.

O composto 123, por sua vez, apresenta as interacdes eletrostaticas da
carbonila de uma naftoquinona com o residuo de acido aspartico-964; de outra
carbonila naftoquindénica com treonina-887, além das interacdes das carbonilas
lisina-802, histidina-948.

com a glutamina-893 e

Lvs
A89
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Para a substancia 124, tem-se interacdo eletrostatica das carbonilas de

diferentes nucleos naftoquinbnicos com os aminoacidos lisina-890 e treonina-

886, respectivamente; ademais, observa-se interacbes entre a carbonila do

acido benzoico com o &cido aspartico-964 e alanina-805 e do grupamento

amina (N-H) com a alanina-885.Finalmente, o composto 125 exibiu interacéo

eletrostatica tipo = com o residuo de aminoécido lisina-807.

Em suma, a ancoragem molecular dos hibridos triazino-naftoquinénicos

revelou que os residuos do acido aspartico-964 e lisina-807 aparentam

contribuir diretamente para energia de estabilizacdo do complexo formado

entre receptor/ligante.

A ancoragem molecular em PI3K dos hibridos triazino-quinolinicos 126 e

127 esta exibida na Figura 41.
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A substancia 126 apresenta, dentre as varias interacbes de van der
Waals, interacOes eletrostaticas do tipo = de ambos os nucleos quinolinicos
com os residuos de aminoécidos lisina-833 e lisina-890. Além disso, o residuo
de valina-882 interage com o ndcleo triazinico, formando uma ligacdo de
hidrogénio.

Para o composto 127, observa-se a formacdo de uma ligacdo de
hidrogénio do residuo de aminoéacido valina-882 com o nitrogénio quinolinico.

Desta forma, no que se refere aos hibridos triazino-quinolinicos 126 e
127, a ancoragem molecular sugere participacdo importante do residuo de

aminoacido valina-882 na magnitude da energia de interacéo receptor/ligante.

4.1.2. Ancoragem molecular: enzima AMPK

A ancoragem dos controles para AMPK est4 mostrada na Figura 42.
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Figura 42. Conformagéao farmacofodrica dos controles Fenformina e HL0101

(verde) com o sitio ativo da enzima AMPK.
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A conformacdo farmacoférica de ambos os controles revela a
participacédo de dois residuos de aminoacidos em comum, serina-226 e serina-
314, realizando ligacdes de hidrogénio com N-H da estrutura dos farmacos.
Para a fenformina, existe ainda outra ligacdo de hidrogénio do residuo de
serina-316 com NH da imina terminal.

O hibrido contendo apenas os nucleos naftoquindnico e quinolinico (120)
apresenta todas as trés interagOes presentes na Fenformina, embora a serina-
226 realize ligacdo de hidrogénio com a carbonila naftoquinénica. Além disso, o
residuo de alanina-227 também estabelece ligacdo de hidrogénio com a
mesma carbonila (Figura 43).

205
ALA THR
A205 A200
N\, (. SER226 _ &
vaRgas | @ @
ALA227 7 -
i SER316
SER H\ s
SER314"= el A T e Residus Interaction
AlAZ05 Sa < A316
AASP31T el ' &
7 e . &8 Elsctrostatic
=z \LE204 /ﬂ_E 12 . AI;E.Z LA ;:&3557
3 A227 wvan der Waals
THR200 Covalent bond
Water
Figura 43. Interacdes do complexo AMPK e o ligante 120. verall

Para o hibrido contendo os trés nucleos (128), o residuo de serina-314
participa fazendo duas ligacdes de hidrogénio com os nitrogénios da 1,3-
propanodiamina que conecta a triazina a naftoquinona. Além disso, os residuos

serina-226, serina-316 e alanina-227 participam com interacdes eletrostaticas
(Figura 44). &
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Figura 44. Interacdes do complexo AMPK e o ligante 128.



80

As interacdes dos hibridos moleculares contendo exclusivamente os
nacleos naftoquindnico e triazinico 121, 122, 123, 124 e 125 com a enzima

AMPK estado exibidas na Figura 45.

Para o composto 121, observa-se a interacdo eletrostatica do ligante

com o residuo de aminoacido serina-314. Também ha ligacdes de hidrogénio

com o residuo de &cido aspartico-317 e N-H naftoquindnico, alanina-205 com a

carbonila naftoquindnica, treonina-200 com o nitrogénio triazinico. Além disso,

percebe-se uma interacdo de van der Waals do anel triazinico com o residuo

de valina-225.
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O hibrido-alvo 122 apresenta interacdes eletrostaticas com o residuo de
serina-314 e &cido aspartico-317, além de ligacbes de hidrogénio da histidina-
298 com nitrogénio triazinico, serina-316 com N-H da triazina e arginina-299
com a carbonila naftoquinénica. O mesmo residuo de aminoéacido arginina-299
realiza interacfes do tipo n de natureza eletrostatica com o nudcleo triazinico.
Por fim, observa-se a fenilalanina estabelecendo também interacdes n de
mesma natureza com o nucleo naftoquindnico.

O Ultimo éster triazino-naftoquinbnico, 123, exibiu interacbes
eletrostaticas com o residuo de serina-314 e acido aspartico-317. Notam-se
ligacbes de hidrogénio da serina-226 com carbonila naftoquinbnica, da
asparagina-203 com carbonila do éster e da histidina-223 e arginina-224 com
um mesmo N-H naftoquindnico.

Para o composto 124, percebem-se interacfes eletrostaticas com o0s
residuos de serina-314 e &acido aspartico-317; ligacbes de hidrogénio com
serina-226 e alanina-227 com a carbonila de benzoato, asparagina-203 com N-
H triazinico e glutamina-320 com N-H naftoquinénico.

Finalmente, o hibrido 125 apresenta interacéo eletrostatica com residuo
de acido aspartico-317 e ligacdes de hidrogénio da serina-314 com N-H
naftoquinénico e serina-226 e alanina-227 com uma mesma carbonila
naftoquindnica.

Em suma, os residuos de serina-314, serina-226 e acido aspartico-317
realizam interacbes eletrostaticas com o0s ligantes hibridos triazino-
naftoquindnicos e tem grande contribuicdo para magnitude da energia de
interacdo do complexo formado.

Por fim, as interagbes dos hibridos triazino-quinolinicos (126 e 127)

estdo mostradas na Figura 46.
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Figura 46. Interagcdes do complexo AMPK com os ligantes 126 e 127.

Para ambos os complexos, observam-se as interagfes eletrostaticas em
comum dos ligantes com os residuos de &cido aspartico-317, serina-226 e
serina-316. Para o ligante 126, percebem-se as ligacdes de hidrogénio da
serina-314 com N-H triazinico, da alanina-205 com o nitrogénio do nucleo
quinolinico e da valina realizando interacdo n de natureza de van der Waals
com o nucleo quinolinico.

No caso do composto 127, também € vista a ligacdo de hidrogénio da
serina-314 com N-H triazinico, além das ligacdes de hidrogénio da treonina-200
com N-H quinolinico e do residuo de histidina-298 com o oxigénio morfolinico.

Como é possivel notar, o controle HL010183 trata-se de uma 1,3,5-
triazina-2,4,6-N-trissubstituida, ou melamina. A interacdo do N-H ligado ao
ndcleo triazinico encontrada para os ligantes 126 e 127 também esta presente
no complexo do controle HL010183 com AMPK. Além disso, em todas as
substancias, este residuo realiza interacdo eletrostatica com os ligantes,
sugerindo que este € um ponto de ligagdo importante para estabilizacdo do

complexo.
4.2. Sintese Organica
Apés analise prévia das energias de interacdo dos ligantes com as

enzimas PI3K e AMPK por meio de ancoragem molecular, partiu-se para as

tentativas de sintese das substancias propostas.
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4.2.1. Sintese dos hibridos moleculares derivados da

naftoquinona e quinolina

Uma possivel analise retrossintética para o composto contendo o0s
nacleos naftoquindnico e quinolinico (120) esta demonstrada na Figura 47.

C
HN"™""NH, !
/f\l e > /@\)ﬁ
cl N" HoN">"NH,

O~ ~
) Cl N
HN NS S0 134 4,7-dlcloroquinelina  1,3-dlamino-
H > + 130 + propano
~
cl N” i i
H5CO HO
SO
\.H./\/
© 131 © 129
Lausona

2-metoxllausona

Figura 47. Analise retrossintética para preparacéo da substancia 120.

Essa rota sintética foi julgada como a mais adequada para tentativa
inicial de obtencdo do produto alvo 120 por precisar de condi¢cdes reacionais
mais brandas, uma vez que a substituicdo da metoxila no composto 131 por
aminas foi descrito por nosso grupo de pesquisas previamente.’®

Deste modo, iniciou-se a sintese da substancia 120 pela preparacéo da

2-metoxilausona 131. Assim, seguindo a metodologia de Panichayupakaranant

e Reanmongko (2002),%®

reagiu-se a Lausona 129 com metanol e acido
cloridrico sob refluxo (Figura 48). A 2-metoxilausona (131) foi obtida apds 4h de
reagcdo como um solido cristalino amarelo claro, recristalizado em etanol, com

rendimento de 90% e ponto de fusdo de 179-180 °C (lit.: 182-183 °C).

(0] 0]
Oy eomsa oyt
refluxo
0O 4h, 90% o)
Lausona 2-metoxilausonse
129 131

Figura 48. Preparacdo da 2-metoxilausona.

O espectro de 1V do produto obtido ndo exibe banda larga em 3500-3200
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cm™, caracteristica de deformacéo axial de OH, presente apenas no material
de partida. Contudo, observam-se as bandas em 1214 cm™ e 1044 cm™,
indicando deformacfes axiais assimétrica e simétrica, respectivamente, de C-
O-C proveniente da metoxila (Figura 49).
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Figura 49. Espectro de IV da 2-metoxilausona 131.

O espectro de RMN de 'H da 2-metoxilausona exibiu sinais condizentes
com os descritos na literatura’®, evidenciando o aparecimento de um singleto
em 3,92 ppm, tipico de hidrogénios metilicos da metoxila. Além disso,
observaram-se um singleto em 6,19 ppm (referente ao Ha) e dois multipletos
integrando para dois hidrogénios cada, um centrado em 8,12 ppm (Hg) e outro
em 7,76 ppm (Hc) — Figura 50.
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Figura 50. Espectro de RMN de 'H da 2-metoxilausona 131.
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Em seguida, apdés a preparacdo da 2-metoxilausona 131, eletrofilo na

sintese da molécula-alvo 121, preparou-se a diamina 134 seguindo

procedimento experimental descrito por Carmo e colaboradores'®, como

demonstrado na Figura 51.

Cl
HoN™ " NH,
P 80°C-110°C
Cl N 4h
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4,7-dicloroquinolina

J/\NHZ

HN

N

—

Cl N
134

N'-(7-cloroquinolin-4-ll)propano-1,3-dlamina

Figura 51. Preparac&o do composto 134.

A diaminoquinolina 134 foi sintetizada com rendimento de 87% apos 4h

sob aquecimento. Foi obtida como um soélido branco e intervalo de fusédo de
146-148 °C, condizente com o da literatura, 145-147 °C.'®® A andlise do

espectro de infravermelho do composto revela as bandas em 3264 cm*

(deformacdo axial de NH), 2937 cm™ (deformacdo axial assimétrica de
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metileno), 2866 cm™’ (deformacdo axial simétrica de metileno), além das

bandas de deformacéo angular de NH em 1587 cm™, conforme mostrado na

Figura 52.
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Figura 52. Espectro de IV do composto 134.
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A anélise do espectro de RMN de 'H confirma a formacdo do produto

esperado 134 (Figura 53). Devido a baixa solubilidade do composto nos

solventes disponiveis para analise de ressonancia, foi necessario fazer a

dissolugédo do mesmo em uma mistura 1:1 (v/v) de MeOD/DMSO-ds.

Observa-se na expansdo da regido aromatica (Figura 54) um dubleto

com J = 54 Hz em 8,40 ppm referente ao hidrogénio 2, acoplando com o

hidrogénio 3 que aparece como um dubleto em 6,89 ppm. Nota-se também um

dubleto em 8,18 ppm referente ao hidrogénio 5 que acopla com o hidrogénio 6

em 7,46 ppm com constante de acoplamento de 9,0 Hz. O mesmo hidrogénio 6

(duplo dubleto) ainda acopla com constante de 2,2 Hz com o hidrogénio 8 em

7,80 ppm.

1
650.0
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A expansdo da regido alifatica exibida na Figura 55 revela ainda trés
sinais que comprovam a insercdo da 1,3-propanodiamina na estrutura da 7-
cloroquinolina. Observam-se dois tripletos, um em 3,44 ppm e outro em 2,81
ppm com J = 7,0 Hz, referentes aos metilenos vizinhos aos &atomos de
nitrogénio. Por fim, observa-se um multipleto centrado em 1,90 ppm

referente ao metileno central da cadeia da 1,3-propanodiamina.

94

346

-
3
o

|'

281

]
N2

@
-

;\\ e

e

8 1500
b

rl

N34

N

1400
(‘ 1300
1200
( 1100

1000

cw
2.81

500
400
300

|
200
|
| 1!

') L100

100

Figura 55. Expansao da regido alifatica do espectro de RMN de *H do composto 134.

De posse dos intermediarios necessarios para a sintese da molécula-
alvo 120 contendo ambos o0s nucleos naftoquinénico e quinolinico, reagiram-se
0 nucledfilo 134 com a 2-metoxilausona 131 (eletrofilo da reacdo), em
diferentes solventes e bases (Figura 60). Vale ressaltar que, independente da
condicao reacional empregada, a temperatura do sistema precisou ser mantida
entre 40 °C e 50 °C de modo a manter solubilizados os materiais de partida.

Observou-se que os melhores resultados em termos de rendimento (84
%) foram obtidos em metanol utilizando um equivalente de Et3N, Entrada 3 da
Figura 56. Um resultado interessante é observado na Entrada 2: o tempo
reacional diminui drasticamente quando se utiliza agua como solvente. Nosso

grupo de pesquisas publicou recentemente um trabalho de sintese de
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derivados naftoquinbnicos em agua, mostrando a influéncia do efeito
hidrofébico no tempo reacional e rendimento.™ No caso deste sistema
estudado percebeu-se forte influéncia do efeito apenas no tempo reacional.
Uma explicacdo plausivel para isso € que, por se tratarem de compostos
hidrofdbicos, a frequéncia de colisdes efetivas entre si tende a aumentar ao se

repelirem das moléculas de agua, implicando no decréscimo do tempo

l O

reacional por razdes estatisticas.

O

J/\NHZ o f\N
H
HN OCH3 HN
X + Condigdes
reaclonals X
al N o 40°C-50°C NG 120

134 131
condigdes reacionais
Entrada Solvente Base (quantidade) Tempo Rendimento
1 EtOH EtzN (1 equiv.) 72h 15 %
2 H,0 EtsN (1 equiv.) 2h 14 %
3 MeOH EtzN (1 equiv.) 48 h 84 %

Figura 56. Sintese da molécula-alvo 120 contendo os ndcleos naftoquinénico e quinolinico.

O metanol, solvente utilizado na Entrada 3 da Figura 56, possui
polaridade e constante dielétrica intermediarias entre a agua e o etanol (Tabela
2). Além disso, constatou-se que os materiais de partida foram mais sollveis
em metanol a quente do que nos demais solventes. Possivelmente a maior
solubilidade dos materiais de partida garantiu contato suficiente entre os
reagentes para que se diminuisse o tempo reacional em relacdo ao etanol

(Entrada 1) e maior rendimento em relacdo a agua (entrada 3).

Tabela 2. Valores de Constante Dielétrica (¢) e Polaridade para os solventes utilizados na

sintese do composto 120"

Solvente Constante Dielétrica (g) Polaridade (Debye)
Etanol 24,55 1,69 D
Agua 33 1,70 D
Metanol 80 1,85D

O produto foi obtido como um sélido alaranjado com ponto de fusdo de
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210-212 °C e rendimento de 84%. A analise de infravermelho do composto
revela as bandas em 3371 cm’ (deformacdo axial de NH), 3066 cm™
(deformacao axial dos hidrogénios ligados diretamente ao ndcleo quinolinico),
2916 cm™ 2866 cm™
(deformacdo axial simétrica dos metilenos), 1677 cm™ (deformacdo axial das
(deformacdo axial da ligacdo dupla C=C

(deformacdo axial assimétrica dos metilenos),

carbonilas quinénicas), 1614 cm™

conjugada), 1584 cm™ (deformacdo angular N-H) e 1279 cm™ (deformacéo
axial C-N) — Figura 57.
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Figura 57. Espectro de IV do composto 120.

A andlise do espectro de RMN de H corrobora com a assertiva de que o

composto-alvo 120 foi sintetizado com sucesso utilizando esta metodologia —

Figura 58.
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Figura 58. Espectro de RMN de 'H do composto 120.

Nota-se que a atribuicdo inequivoca dos hidrogénios dos nucleos

naftoquindénico e quinolinico da molécula foi possivel utilizando apenas o

espectro unidimensional de RMN de *'H analisando os parametros:
deslocamento quimico, multiplicidade e constante de acoplamento. Além disso,
a comparacao de seu espectro com o0s espectros dos materiais de partida
também foi bastante Gtil nessa atribuicdo.

Na regido alifatica, foi possivel observar apenas um dos trés sinais
esperados com deslocamento quimico de 1,94 ppm. Analisando-se sua
multiplicidade (quintupleto, J = 6,7 Hz) e comparando-o com 0 espectro de
RMN de 'H da diaminoquinolina 134, conclui-se que se trata do metileno
central entre dois outros metilenos. A auséncia dos dois outros tripletos
acontece, possivelmente, devido ao grande sinal de agua em 3,36 ppm
presente no solvente deuterado utilizado para a analise, DMSO-dgs. Isso
encobriria 0s metilenos ausentes.

Na expansdo da regido alifatica do espectro de RMN de *H, Figura 59,
nota-se que uma série de picos emerge da linha de base, confundindo-se com
o singleto alargado tipico da 4gua em DMSO-ds. Além disso, outro fato que

corrobora para essa hipotese é de o0s outros sinais estdo desblindados em
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relacdo ao metileno central por uma distancia de aproximadamente 0,9 ppm,

tanto no espectro da molécula-alvo 120 quanto na diamina 134 — Figura 57.
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Figura 59. Expanséo do espectro de RMN de 'H do composto 120.

E importante destacar que, em virtude da baixa solubilidade deste
composto nos demais solventes deuterados, ndo foi possivel observar com
clareza a presenca dos outros sinais.

A regido aromatica mostrada na Figura 60 apresenta os hidrogénios do
ndcleo quinolinico e naftoquindnico. Os sinais do ndcleo quinolinico
assinalados sao: dubleto 8,33 ppm referente ao hidrogénio 2 que acopla com o
hidrogénio 3 em 6,47 ppm (dubleto) com constante J = 5,4 Hz; duplo dubleto
em 7,40 ppm referente ao hidrogénio 6 que acopla com o hidrogénio 5 em 8,20
ppm com J = 9,0 Hz e com o hidrogénio 8 em 7,73 ppm com J = 2,2 Hz.

Os hidrogénios do nucleo naftoquinénicos foram assinalados como: os
duplos dubletos em 7,93 ppm e 7,89 ppm com J = 7,6 Hz e 0,9 Hz referentes
aos hidrogénios B e E; e os triplos dubletos em 7,78 ppm e 7,68 ppm referentes
aos hidrogénios C e D.

Finalmente, ainda séo observados dois tripletos, um em 7,61 ppm com J
= 6,1 Hz e outro em 7,29 ppm com J = 5,3 Hz. Ambos se referem aos

hidrogénios labeis ligados aos atomos de nitrogénio.
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Figura 60. Expanséo da regido aromatica do espectro de RMN de 'H do com posto 120.

O RMN de *C ainda mostra a presenca de 19 sinais na regido
aromatica, condizente com o0 numero total de carbonos dos nucleos

naftoquindnico e quinolinico (Figura 61).
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Figura 61. Espectro de RMN de **C do composto 120.

Observa-se também na regido alifatica apenas um dos trés carbonos
esperados, em 26,3 ppm. Ao se comparar ao espectro de RMN de *C da
diamina 146, somente um dos trés carbonos é visivel. Possivelmente, os
demais carbonos estariam superpostos ao sinal do DMSO-ds. Além disso, as
duas carbonilas da naftoquinona séo perceptiveis em 181,9 ppm e 181,7 ppm.

Para atribuicdo dos carbonos, realizou-se o0 experimento de correlacao
heteronuclear *H-C HSQC. Desta maneira, de posse do espectro de RMN de
3C e do mapa de correlacdo HSQC, foi possivel determinar os deslocamentos
guimicos especificos de cada um dos carbonos ligados aos hidrogénios. A
Figura 62 mostra a expansao do mapa de correlagdo e a estrutura com o0s
deslocamentos quimicos assinalados. Os valores em vermelhos referem-se

aos deslocamentos dos carbonos.
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Figura 62. Expanséo da regido aromética do mapa de correlacéo heteronuclear 'H-Bc HSQC
do composto 120.

Um mecanismo provavel para formacdo de 120 € uma substituicdo da
metoxila da 2-metoxilausona 131 pela amina primaria da diaminoquinolina 134
por meio de uma adicdo-eliminacdo (Figura 63). Embora o anion metoxido
(MeO") seja um mau grupo abandonador, propde-se que, ap0s 0 ataque da

amina, 0 mecanismo passe por um intermediario A estabilizado por
deslocalizagdo eletrbnica, seguido por um prototropismo que protona a

metoxila, convertendo-a em um bom grupo de saida.
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Figura 63. Possivel mecanismo para formag&o da molécula-alvo 120.

4.2.2. Sintese dos hibridos moleculares derivados da triazina
4.2.2.1. Triazinas e naftoquinonas

As primeiras moléculas racionalizadas contendo os nucleos triazinicos e

naftoquindnicos, 121, 122, 123 e 124, estdo apresentadas na Figura 64, a

seqguir.
), ¢ o L
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HHNJ\/LO
0.0
Cnw
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NN )
N N o
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n=1(122), 2 (123)
D
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Figura 64. Estruturas racionalizadas inicialmente para hibridacdo dos nicleos triazinicos e
naftoquinénico.
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Para a sintese da substancia 121, imaginaram-se duas rotas sintéticas
distintas: a primeira seria converter a 2-metoxilausona 131 na
aminonaftoquinona 133 para entdo realizar substituicbes aromaticas
nucleofilicas no cloreto ciandrico 104 (Rota A, Figura 65); ou converter a
triazina na diamina 137 para posterior substituicdo nucleofilica na metoxila da
2-metoxilausona 131 (Rota B, figura 69).

0
OCH3 H N">"NH i N NH ¢
Rota A 2 2 N2 A
1 NN
131 O Cl N/)\CI
133 O 104
121
il
Cl N| ~N o]
NS 2NN, N e OCH,
RotaB I 1 21
cl” Nl J/ KL
137
104 HN NH, 130

Figura 65. Possiveis estratégias sintéticas para alcangar a molécula-alvo 121.

J& para as substancias 122, 123 e 124, imaginou-se realizar uma reacao
de esterificacdo entre diferentes derivados de aminoéacidos e cloreto ciandrico

previamente descritos na literatura'™® com a naftoquinona 132, obtida através
da reacdo da 2-metoxilausona 131 com 2-aminoetanol, conforme ja realizado

por nosso grupo de pesquisas’® (Figura 66).

HN CO,H
Cl
N*N I\I B
= Aminoacldos =
N - HN)\N)\NH ]
Cl~ "N” I X X
HO,C™" HO,C”
104
X =CH, (138),
(CHs)> (139), Ph (140) esterlflcagao 122, X = CH,
123, X= (CH2)2
124, X = Ph
‘ ‘ LOCHj HZN/\/OH N\/\OH
1310 0 132

Figura 66. Estratégia sintética para preparacao dos ésteres contendo as estruturas
naftoquinénicas e triazinicas 122, 123 e 124.
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Para tal finalidade, iniciou-se com a conversao da 2-metoxilausona 131
(previamente sintetizada conforme Figura 48, vide pagina 85) no aminoalcool

132 e diamina 133 por meio de substituicdes nucleofilicas da metoxila.

A priori, reagiu-se a 2-metoxilausona 131 com 2-aminoetanol em
metanol e trietlamina durante 24h a temperatura ambiente (Figura 67),
seguindo a metodologia desenvolvida em nosso laboratério por Delarmelina’.
Foi obtido um sdlido vermelho com rendimento de 81% e intervalo de fusdo de
161-162 °C (lit.: 156-157 °C).

(@] o H
OCH N
SO =g e na
MeOH, Et;N
T.A., 24h
131 © 81% 132 ©

Figura 67. Reacéo da 2-metoxilausona com 2-aminoetanol.

A caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho em ATR revela
aparecimento de uma banda estreita em 3339 cm® e em 1550 cm,
atribuido possivelmente a deformacgédo axial e deformacdo angular de NH,
respectivamente. E possivel que a banda em 3339 cm™ refira-se a deformacéo
axial de OH. Ainda, observam-se as bandas em 3058 cm™ (deformacdo axial
de C-H aromaético), 2934 cm™ (deformacdo axial simétrica de metileno), 1673
cm? (deformacdo axial das carbonilas da naftoquinona), 1219 cm™
(deformacdo axial de C-N) e 1071 cm™ (deformacdo axial de C-OH) (Figura

68).
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Figura 68. Espectro de IV do composto 132.

No espectro de RMN de 'H, mostrado na Figura 69, ficou evidente o
desaparecimento do singleto em 3,92 ppm relativo & metoxila do material de
partida e o surgimento de dois novos sinais referentes aos CH, do 2-
aminoetanol: um duplo dubleto em 3,93 ppm e outro em 3,37 ppm relativos aos
metilenos que acoplam entre si com J = 10,5 Hz. Ambos os sinais integram

para dois hidrogénios, corroborando com a assertiva de que se tratam
dos metilenos.

Além disso, observa-se que o duplo dubleto em 3,93 ppm, referente ao

CH,0 acopla ainda com o H Iabil do OH (tripleto em 1,79 ppm com J = 5,3 Hz).

A Figura 69 apresenta a  expansao da regiao  alifatica.
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Figura 70. Expansao da regido alifatica do espectro de RMN de 'H com posto 132.
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Na regido aromatica mostrada na Figura 71 observam-se o0s sinais
caracteristicos da 1,4- naftoquinona. Em 8,10 ppm e 8,05 ppm encontram-se 0s
duplos dubletos referentes aos hidrogénios A e B com J = 7,6 e 1,0 Hz
integrando para 1 hidrogénio cada. Em 7,73 ppm e 7,62 ppm estdo os sinais
referentes aos hidrogénios C e D apresentando-se como triplos dubletos com J
= 7,6 e 1,0 Hz. Ainda, percebe-se o hidrogénio E, caracteristico pelo seu
deslocamento quimico em 5,77 ppm e multiplicidade (singleto). Por fim, o
hidrogénio ligado ao 4tomo do nitrogénio aparece em 6,22 ppm como singleto
alargado.
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Figura 71. Expanséo da regido aromatica do espectro de RMN de *H do composto 132.

Por se tratar de uma substancia ja sintetizada em nosso laboratorio e
devido a atribuicdo dos sinais de hidrogénio observada no espectro de RMN de
'H julgou-se desnecesséaria a caracterizacdo por RMN de '*C e pelas
correlacdes homo e heteronucleares bidimensionais.

Em seguida, partiu-se para a sintese do derivado diaminado da 1,4-
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naftoquinona 133, conforme mostrado na Figura 72. Para isso, reagiu-se a 2-
metoxilausona 131 com 1,3-diaminopropano em metanol em presenca de
trietilamina por 24h a fim de obter um sdlido alaranjado com rendimento de 61

% e intervalo de fus&o de 124-126 °C."®

o} o |
OCH N NH
Ly e Yy T
MeCH, EtsN
T.A., 24h
131 S 61 % 133 o

Figura 72. Esquema reacional para sintese do composto 133.

A andlise de espectroscopia no infravermelho permite inferir acerca das
bandas de amina caracteristicas em 3355 cm™ e 1566 cm™ (deformacao axixal e
angular, respectivamente), a banda de deformacéo axial assimétrica de metileno
em 2933 cm™, banda de deformacdo axial das carbonilas naftoquinénicas em
1682 cm™ e 1670 cm™, banda de deformacdo de C=C conjugada da
naftoquinona em 1642 cm™ e, por fim, deformacdo axial de C-N em 1243 cm™

(Figura 73).
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Figura 73. Espectro de Infravermelho do composto 133.
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Para confirmacdo da estrutura do composto obtido, realizou-se também
analise de ressonancia magnética nuclear de 'H. A Figura 74 mostra o

espectro obtido como resultado de tal analise.
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Figura 74. Espectro de RMN de 'H obtido para o composto 133.

A expansdo da regido aromatica (Figura 75) permite observar de
maneira mais clara os sinais tipicos da naftoquinona. Observam-se em 8,08
ppm e 8,02 ppm os duplos dubletos referentes aos hidrogénios B e E com J =
7,6 Hz € 0,9 Hz. Em 7,70 ppm e 7,59 ppm podem ser vistos os triplos dubletos
com J = 7,3 Hz e 1,3 Hz referentes aos hidrogénios C e D. Por fim, ainda
percebe-se um singleto em 5,70 ppm tipico do hidrogénio naftoquindnico A e
um singleto alargado em 6,84 ppm referente ao hidrogénio da amina
secundaria ligada a naftoquinona.

Na regido alifatica (Figura 75), observam-se os sinais dos metilenos da
cadeia da 1,3-propanodiamina. Em 3,27 ppm tem-se o duplo dubleto com J =
12,3 Hz e 6,4 Hz integrando para 2 hidrogénios referentes ao metileno ligado

ao nitrogénio da amina secundaria. Este hidrogénio, por sua vez, acopla
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com o hidrogénio em 1,81 ppm (quintupleto, J = 6,4 Hz), correspondendo ao CH,
central da cadeia. Por fim, observa-se um tripleto em 2,89 ppm (J = 2,4Hz).
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Figura 75. Expansao da regido aromatica do espectro de RMN de 'H do com posto 133.
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De maneira andloga a analise feita para a naftoquinona 132, ndo foi
necessario realizar outros experimentos espectroscopicos para comprovar a
estrutura do composto 133 obtido. A determinacao inequivoca dos hidrogénios
por meio da ressonancia magnética nuclear de 'H e infravermelho foram
suficientes para tal.

Acredita-se que, da mesma forma que ocorre para formacdo do
composto 120 (Figura 63, vide pagina 98), o mecanismo para obtencdo de 132
e 133 inicia-se pela adicdo do nucledfilo, passando por um intermediario com
deslocalizacdo eletrbnica, seguido por prototropismo a fim de protonar a

metoxila e converté-la em um bom grupo abandonador. S6 entdo ocorre a

([N

eliminacdo da metoxila na forma de metanol e o produto de substituicdo
formado.

Com intuito de finalmente unir os nucleos triazinicos e naftoquinénicos,
tentou-se realizar as substituicbes aromaticas nucleofilicas utilizando o
composto 133 como nucledfilo e o cloreto ciandrico 104 como eletréfilo,

conforme mostrado na Figura 77.

Cl
Cl N)“N
1/ NJ*N N)\N/)\N
o PPN Hoo
§ NH,  C7ONTC HN N
O‘ . NH; 104 ‘ o o
0 g g
133 121

Figura 77. Rota selecionada para incorporar o ndcleo triazinico ao naftoquinénico.

A literatura esta repleta de discussdes acerca de substituicdes no cloreto
ciantrico com diferentes tipos de nucledfilos. O Journal of the American
Chemical Society publicou em Julho de 1951 uma série de estudos tratando da
obtencdo de derivados 1,3,5-triazinicos. Nestes estudos, ficou evidente a
versatilidade sintética do cloreto ciandrico.™***! Dentre os trabalhos mais
recentes, destaca-se a revisdo publicada por Blotny em 2006, além dos
inimeros trabalhos experimentais. %1%4123

O cloreto cianarico 104 €, indubitavelmente, um dos reagentes mais
utilizados quando se deseja inserir o nucleo triazinico em alguma estrutura.

Isso se deve ao fato de ser um 6timo reagente para reacdes de substituicao
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aromatica nucleofilica (SyAr) por possuir trés sitios eletrofilicos, possibilitando
substituicdes multiplas e diversificadas.

Devido a sua estrutura particular, as substituicbes ainda sdo altamente
seletivas, dependendo apenas da temperatura do sistema. O primeiro &tomo de
cloro pode ser substituido a temperaturas abaixo de 0 °C.

Embora parecam estranhas condi¢des reacionais tdo brandas para uma
reacdo como substituicbes nucleofilica aromatica, conhecida por solicitar
condicBes extremas como bases fortes (amideto, por exemplo) ou altas
temperaturas, a capacidade eletrofilica do cloreto cianurico permite trabalhar
em meios menos vigorosos.

Isso se deve possivelmente ao fato de possuir trés atomos de nitrogénio
(mais eletronegativo do que o carbono) em posicao 1,3,5 compondo o sistema
aromatico do nucleo triazinico. Uma analise meramente qualitativa permite
inferir que os atomos de nitrogénio do nucleo aromatico, unido a presenca de
atomos de cloro (também eletronegativos) ligados aos sitios eletrofilicos da
triazina, tendem a reduzir os niveis energéticos dos orbitais de fronteira
aceptores de elétrons, LUMO, e assim aumentar sua eletrofilicidade. Além
disso, a diferenca de eletronegatividade contribui para aumentar o poder
eletrofilico por meio do efeito polar indutivo atrator de elétrons (Figura 78).
Desta maneira, a primeira substituicAo ocorre prontamente mesmo a

temperaturas baixas.
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Figura 78. Primeira substituicao nucleofilica aromética no nucleo 1,3,5-triazinico: efeitos
eletrénicos e mecanismo geral.

A primeira substituicdo, bem como as seguintes, se comparadas a SyAr
no benzeno, sdo mais faceis devido a passagem pelo intermediario de adi¢do-
eliminacdo ilustrado na Figura 78 como hibrido de ressonancia. O mesmo
estabiliza a carga negativa formada no nucleo aromatico atraves dos atomos
eletronegativos — nitrogénio — nas posig¢oes 1,3,5.

A medida que os atomos de cloro sdo substituidos por diferentes
nucleofilos (oxigenados, nitrogenados, sulfurados e fosforados), a substituicdo
subsequente requer condicbes mais energéticas. A segunda substituicdo, por
exemplo, necessita de temperaturas mais elevadas: 25 a 50 °C. Por fim, a
tltima substituicdo, exige temperaturas acima de 67 °C.%

Uma explicacéo razoavel para tal fato observado €, além da retirada de
atomos eletronegativos (cloro), ha a insercdo de atomos que aumentam a
densidade eletrénica no nucleo triazinico por efeito mesomérico dos pares de
elétrons ndo ligantes do atomo nucleofilico. Isso diminui a capacidade do

nacleo  triazinico em  sofrer reagbes de SyAr  (Figura  70).
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Figura 79. Decréscimo na velocidade da reacéo a medida que substitui-se 0 atomo de cloro
por nucledfilos com par de elétrons n.

Para comprovar essa hipétese, Kolesinska e Kaminski*?*

publicaram um
trabalho em que aminas terciarias foram empregadas para substituir os atomos
de cloro utilizando o conceito de umpolung. Com isso o intermediario formado,
sal de amonio, diminui ainda mais a densidade eletrénica do nucleo triazinico,
aumentando a velocidade das reac¢des consecutivas (Figura 80).
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Figura 80. Efeito umpolung aumentando a eletrofilicidade da triazina apos substituicdo do
atomo de cloro por aminas terciarias.

Dentre os nucleofilos passiveis a SyAr com o cloreto ciandrico,
sobressaem-se 0s nitrogenados por formarem ligagcbes mais fortes com o anel
triazinico. Além disso, os produtos formados pela substituicdo do atomo de
cloro por nucledfilos nitrogenados, também chamados de melaminas, recebem
destaque na comunidade cientifica no que diz respeito a sintese de
substancias bioativas.’® Por isso, diante dos nucledfilos naftoquinénicos
preparados 132 e 133, escolheu-se tentar substituir, pelo menos inicialmente,
os atomos de cloro pelo composto nitrogenado 133 (Figura 77, vide péagina
107).

Desta maneira, tentou-se reagir inicialmente um equivalente da

aminonaftoquinona 133 com um equivalente do cloreto cianarico 104 a 0 °C em



110

acetona por 1h (tempo suficiente para consumo completo de 104), de modo a
tentar isolar a triazina monossubstituida (Figura 81). Entretanto, uma mistura
intratavel de produtos, acusada por ensaios de cromatografia em camada fina,
foi obtida. Tentou-se purificagdo por recristalizagdo e coluna cromatografica,
entretanto, os procedimentos s6 aumentavam a quantidade de compostos

existentes na mistura (observados na ccf).

Cl
O Cl
NN P
° L& o
o H H
EtsN triazina
133 O acetona, 0 °C monossubstituida

Figura 81. Tentativa de isolamento da triazina monossubstituida com a aminonaftoquinona
133.

Possivelmente o dificil isolamento da triazina monossubstituida é
decorrente de sua reatividade a temperatura ambiente com diferentes
nucleofilos, fornecendo o produto de dissubstituicdo. Mesmo utilizando
solventes ndo nucleofilicos para tentativa de recristalizacdo (como tolueno,
hexano e acetato de etila, por exemplo), ndo foi possivel obter o produto puro.

Seguiu-se entdo para a tentativa de obtencdo direta do produto
dissubstituido com a aminonaftoquinona 133. Para isso, reagiu-se um
equivalente de cloreto ciantrico 104 com dois equivalentes da
aminonaftoquinona 133 e inicialmente a 0°C em diferentes condi¢cbes
reacionais, segundo experimentais descritos na literatura.*?%?®

Apds o consumo total da triazina, 1h, aumentou-se a temperatura para
25 °C (Figura 82). A trietlamina (EtsN) e a diisopropiletiiamina (DIPEA)
empregadas na reacdo tem como papel trapear o acido cloridrico formado e
assim, manter o pH do meio constante. Desta forma, 0 acido formado néo teria
a possibilidade de protonar o nucleodfilo da reacdo, 133, e por conseguinte,

inativa-lo para o processo.
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Entrada Solvente Base/Quantidade mlstbura da produtos com
alxa solubllldade
1 Acetona Etz3N (2 equlv.)
2 Acetona DIPEA (2 equlv.)
3 Acetoniltrila EtsN (2 equlv.)
4 Acetoniltrila DIPEA (2 equiv.)

Figura 82. Tentativas de obten¢&do do composto 121 a partir da reacdo da aminonaftoquinona
133 e cloreto ciandrico 104 em diferentes condi¢8es reacionais.

Ao final das reacdes, foram obtidos sélidos alaranjados cujas
cromatografias indicavam mistura de produtos. As tentativas de purificacdo por
recristalizacdo e coluna cromatografica nao forneceram resultados positivos,
possivelmente devido a baixa solubilidade em diversos solventes da mistura de
produtos obtida, mesmo em altas temperaturas.

Decidiu-se, entdo, tentar obter o produto por meio da Rota B da Figura
65 na pagina 99. Inicialmente, tentou-se converter o cloreto ciandrico na
poliamina 137 e, em seguida, realizar uma substituicdo na metoxila da 2-
metoxilausona 131.

Cl
o L
Rota B
ota cl OCH3 )N‘\\/NL
cl NN 2 O‘ HNT NN
|
L HN NH
cl” Nl
137 o .
104 HoN NH, ‘

Figura 83. Rota alternativa para obten¢&o do produto 121.

Para obtencdo do composto 137, reagiu-se um equivalente de cloreto
cianurico 104 com dois equivalentes de 1,3-propanodiamina em acetonitrila em
presenca de trietilamina (2 equivalentes). Apos 30 minutos, a cromatografia em
camada fina mostrou consumo completo do cloreto ciandrico. Apds isolamento

do produto, observou-se grande dificuldade em solubiliza-lo em todos os
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solventes testados a frio ou na temperatura de ebulicdo (etanol, metanol,
acetona, acetonitrila, acetato de etila, hexano, tolueno, DMSO, DMF e é&cido
acético). A cromatografia indicava que o produto ndo saia da origem, mesmo
eluindo com &cido acético puro.

Frente aos resultados obtidos e diante da impossibilidade de realizar
ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas em decorréncia da
baixa solubilidade, imaginou-se que o produto obtido se tratava de algo
semelhante a um polimero. Possivelmente, como a 1,3-propanodiamina é
composto por dois atomos de nitrogénios nucleofilicos, o produto obtido
possuia uma repeticdo indeterminada das unidades triazinicas e

propanodiaminicas (Figura 84).

Cl Cl
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Figura 84. Possivel produto formado através da reacéo do cloreto cianurico 104 com 1,3-
diaminopropano.

Para contornar este problema, decidiu-se por proteger um dos lados da
1,3-propanodiamina na forma de carbamato com o grupo Boc. Desta forma,
com somente um sitio nucleofilico, seria possivel mais de uma substituicdo em
apenas um nucleo triazinico, impedindo o problema descrito anteriormente e
apresentado na Figura 88. ApoOs a reacdo de desprotecéo, esperar-se-ia obter o
composto 137.

Para isso, reagiu-se em diclorometano a 1,3-propanodiamina em

excesso com dicarbonato de di-terc-butila [(Boc),0], adicionado lentamente a 0
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°C, seguido por aumento da temperatura até atingir a temperatura ambiente
(Figura 85).

O O

>|\OJJ\O)J\OJ< )(J)\ >|\ 0] ] /J<
Boc),0 k

CH,Cl, 0°C-TA. 135 H H

subproduto

Figura 85. Esquema reacional para formacé&o da diamina monoprotegida 135 derivada da 1,3-
propanodiamina.

Foi obtido um éleo amarelo palido como produto com pureza de 98,77
%, demonstrado pela analise de cromatografia gasosa. Tal resultado é obtido
pela correlacdo da &rea abaixo dos picos com diferentes tempos de retencao.
O primeiro pico, referente ao produto 135, exibiu tempo de retencdo médio de
10,892 minutos. A Figura 86 ilustra o cromatograma obtido na analise.

Chromatogram LC 334 I'LC 354.QGD
TIC

9.121.342

10,972

A 1
T T T T
10.0 T ? 2(;.0 SOI.O 320
min
Peak Report TIC

Peaks RTime ITime FTime Area Area% Height Height% AH Mark Name

1 10.972 10.892 11425 84513038 98.77 19106796 96.31 44 M

2 16.756 16.725 16.800 1049929 123 731034 3.69 144 M Propane. 1-(ethenyloxy)-2-met

85562967 100.00 19837830  100.00

Figura 86. Cromatograma obtido apds analise de cromatografia gasosa do composto 135.

Possivelmente, o segundo pico observado, com tempo de retencgao
médio de 16,756 minutos (com area de 1,23 %), se trata da diamina diprotegida
gerada como subproduto da reacdo. Como a coluna utilizada na cromatografia
gasosa € apolar, o produto de maior polaridade (135) interage menos com a
fase estacionéria, possuindo menor tempo de retencdo. O subproduto, por ser
diprotegido, € menos polar e interage mais com a fase estacionaria. Assim,
permanece mais tempo em contato com a mesma, resultando em maior tempo

de retencgao.
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De modo a comprovar a estrutura do produto obtido, realizaram-se as
analises espectroscopicas de infravermelho e de RMN de 'H. A Figura 87 exibe
o espectro de infravermelho, com a banda caracteristica da carbonila do
carbamato em 1690 cm™. Além disso, é possivel observar as bandas em
2975 cm™ e 2869 cm™ referentes s deformacBes axiais assimétrica e
simétrica das metilas, respectivamente; em 2933 cm™ relativa & deformacéo
axial assimétrica de metileno; 1365 cm™ da deformacdo angular de metila do
terc-butil; e 1250 cm™, defomacao axial da ligagdo C-N.
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Figura 87. Espectro de infravermelho referente a 1,3-propanodiamina monoprotegida com
grupo Boc 135.

O espectro de RMN de 'H mostrado na Figura 88 revela um singleto
alargado em 4,90 ppm integrando para um hidrogénio e alude-se,

possivelmente, ao hidrogénio da por¢cdo da amina no carbamato (NHBoC).
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Figura 89. Expansao da regido alifatica do espectro de RMN de 'H do com posto 135.
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Na expansdo da regido alifatica, Figura 89, visualiza-se um multipleto
centrado em 3,17 ppm integrando para dois hidrogénios, referentes aos
hidrogénios do metileno vizinho ao NHBoc; em 2,72 ppm, tem-se um tripleto
integrando para dois hidrogénios com constante de acoplamento J = 6,6 Hz,
referentes aos metilenos vizinhos a amina primaria; um multipleto centrado
em 1,57 ppm integrando para 2 hidrogénios, relativos ao metileno central da
cadeia carbonica da 1,3- propanodiamina. Por fim, observa-se em 1,40 ppm,
um singleto integrando para 9 hidrogénios, correspondentes as metilas do
grupo terc-butila.

Confirmada a estrutura do produto, seguiu-se para a substituicdo dos
atomos de cloro no cloreto ciandrico 104. A Figura 90 ilustra o esquema

contendo as condi¢des reacionais testadas para a sintese do composto 136.

Cl<_N__CI
O
? 1 NN o_N N_N_K N_o
- TN > N
2 H N/\/\NJ\OJ< cl o0 T T
2 H 0] N._-N 0O
135 condigdes reaclonals 136 T
16h Cl
condigbes reaclonals

Entrada Solvente Base (quantidade) Rendimento

1 Acetona  NaHCOs; (2 equlvalentes) 39 %

2 Acetonltrlla DIPEA {1 equlvalente) 95 %

Figura 90. Esquema reacional para sintese do composto 136.

A condigdo que permitiu obter o produto com resultados mais
satisfatorios em termos de rendimento do produto isolado foi a contida na
Entrada 2 da Figura 90, que descreve um rendimento de 95% (produto
isolado), na qual foi utilizada acetonitrila como solvente e DIPEA como base,
conforme descrito na literatura.*>’ Em contrapartida, na Entrada 1, o produto foi
obtido impuro e foi necesséaria uma recristalizacdo em uma mistura de 1:1 (v/v)
hexano:AcOEt. O rendimento do produto isolado foi de 39%. Em ambos os
casos, o intervalo de fusao apresentado foi de 155-157 °C.

As anadlises de espectroscopia no infravermelho, ressonancia magnética
nuclear e espectrometria de massas confirmaram a estrutura do composto
esperado.

O espectro de infravermelho (Figura 91) revela a presenca da banda

deformacdo axial de amina em 3343 cm™ e de carbonila do carbamato em
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1688 cm?. Além disso, observam-se em 2969 cm?! e 2872 cm?! as

bandas de deformacdo axial assimétrica e simétrica, respectivamente, de

metila. Em 2936 cm™ est4 a deformacado axial assimétrica de metileno e em

1248 cm, deformacéo axial de C-N.
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Figura 91. Espectro de infravermelho do composto 136.
O espectro de RMN de 'H, mostrado na Figura 92, evidencia dois

multipletos integrando para dois hidrogénios centrados em 6,08 ppm e em

4,99 ppm, referentes aos hidrogénios ligados ao nitrogénio da amina

secundaria e do carbamato, respectivamente. Notam-se multipletos

centrados em 3,44 ppm e 3,19 ppm integrando para quatro hidrogénios cada,

correspondendo aos metilenos ligados aos atomos de nitrogénio. Centrado em

1,72 ppm, percebe-se outro multipleto relativo ao metileno central da cadeia

carbbnica da 1,3- propanodiamina, integrando para quatro hidrogénios.

Finalmente, tem-se o singleto alargado em 1,44 ppm integrando para 18

hidrogénios, representando as 6 metilas da porcdo das terc-butilas.
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Figura 92. Espectro de RMN de "H do composto 136.

As analises de infravermelho e RMN permitem concluir que, na estrutura
obtida, ha indubitavelmente a presenca da 1,3-propanodiamina monoprotegida
135. Entretanto, para confirmar que a mesma foi acoplada ao nucleo triazinico
e que o produto obtido é oriundo de uma dissubstituicdo, a analise de
espectrometria de massas foi necessaria.

O espectro de massas (Figura 93) foi obtido pelo método de ionizacdo
por elétron-spray em modo positivo [ESI (+)], e permitiu concluir de maneira
inequivoca acerca da estrutura do produto 136. Com relacdo massa/carga
460,24301 m/z, tem-se o0 pico do ion molecular de formula CigH35CIN;Oy,
referente ao composto 136 protonado, com erro de 0,75 ppm (valor calculado =
460,24336 m/z). Ja o pico em 482,22491 m/z trata-se do composto de formula
idnica [C19H34CIN,NaQ,]*, formado através da associagdo de 136 com um ion
sédio com erro relativo de 0,80 ppm (valor calculado = 482,22530 m/z). Por fim,
0 pico em 941,45972 m/z é referente ao dimero idnico [CzgHesCloN14NaOg]”,
obtido pela combinagéo de duas moléculas de 136 e um ion sodio (erro de 1,77

ppm; valor calculado = 941,46138 m/z). Vale ressaltar que todos estes picos
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mostraram o padréo isotopico tipico de substancias contendo cloro.
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Figura 93. Espectro de massas do composto 136 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).

A fim de tornar a substadncia 136 nucleofilica para substituicdo da
metoxila naftoquinénica da 2-metoxilausona 131, foi necessaria desprotecéo
dos grupamentos Boc de modo a regenerar as aminas primarias. Para isso,
reagiu-se o composto 136 com acido trifluoroacético em diclorometano durante
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uma hora (Figura 94). O produto isolado foi obtido como um sélido branco com
rendimento de 62 %. O ensaio de ponto de fusdo revelou que a substancia nao
fundiu até 280 °C.

1. CF3COOH, CH,ClI H H
o. K i o H H o TA.40min_ HNCAUNCN N~ NH,
Sy RO NN
o] N._N o] 2. NaHCO; ag. 137 Y
136 \IC/I 61% Cl

Figura 94. Esquema reacional para desprotecdo da substancia 136.

O espectro de infravermelho (Figura 95) do produto 149 revela o
desaparecimento da banda da carbonila do carbamato em 1690 cm™, indicio
da desprotecdo. Ademais, observam-se as bandas em 3335 cm™ e 3255 cm™

(deformacdo axial de N-H); em 1642 cm™’ (deformacdo axial de C=N
aromético).
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Figura 95. Espectro de infravermelho do produto 137.

Para submeter o produto obtido a andlise de RMN, observou-se
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dificuldade da solubilizacdo do composto 137 na maioria dos solventes comuns
para tal fim, como DMSO, H,0, tolueno e CHCI3_Por fim, percebeu-se uma boa
solubilidade do produto em &cido acético a temperatura ambiente. A
solubilizagdo em um solvente acido corrobora com a expectativa do produto
137 ter sido formado. Embora a amina secundaria e o nitrogénio do carbamato
possam ser protonados e participar de ligacbes de hidrogénio, as aminas
primérias obtidas na desprotecdo interagem de maneira mais efetiva com o
solvente &cido. Possivelmente, isso ocorre devido a maior capacidade aceptora
de prétons do nitrogénio da amina primaria em detrimento da amina secundaria
(a2 qual possui seus elétrons n deslocalizados no nucleo triazinico) e do
nitrogénio do carbamato (deslocalizacdo dos elétrons n com a carbonila),

presentes na estrutura do material de partida 136 (Figura 96).
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malor disponlbllidade dos pares de elétrons ndo N
malor capacldade aceptora de prétons (malor Interagdo com AcOH)

Figura 96. Possivel explicacdo para maior solubilidade do produto de desprotecédo 137 em
relacdo ao 136.

A expansdo da regido alifatica do espectro de RMN de 'H para o
composto 137 mostrado na Figura 97 ndo permite extrair informacdes
conclusivas sobre a sua estrutura. Apesar disso, observam-se o0s dois
multipletos tipicos de CH, vizinhos a NH centrados em 3,53 e 3,16 ppm.
Possivelmente, o outro metileno esta encoberto pelo sinal em aproximadamente

2,0 ppm (tipico de agua presente no DMSO-dg).
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Figura 97. Expansao da regigo alifaticado espectro de RMN de *H do composto 137.

Diante da falta de informacdes que permitissem comprovar a estrutura
esperada para o composto 137, foi necessario realizar analise espectrométrica
de massas pelo método de elétron-spray no modo positivo.

A Figura 98 mostra a presenc¢a majoritaria de dois picos: um com relacao
massa/carga de 260,13836 m/z e outro de 519,26932 m/z. O primeiro trata-se
exatamente da massa obtida pela protonagdo do produto 137, com féormula
idnica de [CgH19CIN,]" (valor calculado = 260,13850 m/z com erro de 0,54
ppm). O segundo é referente ao dimero protonado do composto 137, com
formula idnica [C1gH37CloN14]" no qual o valor calculado é de 519,26972 m/z
(erro relativo de 0,77 ppm). Além disso, a expansdo dos picos comprova a
presenca de atomo de cloro devido ao seu padrao isotdpico especifico.

Dessa maneira, com a andlise de espectrometria de massas foi possivel
confirmar a estrutura do composto 137, comprovando o0 sucesso da reacao de

desprotecdo do grupamento carbamato e regeneracdo das aminas primarias.

--20
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Figura 98. Espectro de massas do composto 137 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).
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De posse do composto 137, tentou-se realizar a substituicdo da metoxila

da 2-metoxilausona 131. Como a substituicdo com nucleofilos nitrogenados ja

havia sido realizada para obtencdo dos intermediarios 132 e 133 e do produto

final 120, vislumbrou-se que a preparacédo do produto 121 pudesse seguir a

mesma metodologia (Figura 99, Entrada 1). Entretanto, de forma semelhante a

rota exibida na Figura 82 (vide pagina 108), foi obtida uma mistura de produtos

intratavel, mesmo utilizando outras condi¢cbes reacionais na tentativa de
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minimizar a quantidade de subproduto formado (Entradas 2, 3 e 4).

d 0
/Nl \i N L\U/OCHE' o} Cl o)
HN"N”NH 2l @ NN ‘
| .
HoN NH, T.A. © o)

121

mistura de produtos com

. balxa solubllidade
condlgdes reaclonals

Entrada Solvente Base (quantldade)
1 MeQH EtzN (2 equiv.)
2 Acetona Et;N (2 equlv.)
3 EtOH Et;N (2 equliv.)
4 H20 EtzN (2 equlv.}

Figura 99. Tentativas experimentais para obten¢&o do produto 121.

Tentou-se recristalizar os produtos brutos obtidos, mas, de maneira
semelhante a rota da Figura 82, ndo foi possivel purificar o produtor bruto o
produto devido a baixa solubilidade mesmo em solventes nas temperaturas de
ebulicdo. Além disso, o material de partida 137 s6 apresentou boa solubilidade
em AcOH, conforme explanado na Figura 96.

Por fim, tentou-se substituir a 2-metoxilausona 131 pela 1,4-
naftoquinona, a fim de submeté-la a uma adigdo oxidativa. Desta maneira, o
mesmo produto seria alcancado (Figura 104).1%°

Contudo, neste caso, obteve-se um produto oleoso com perfil
cromatografico indicando a presenca de uma mistura complexa de produtos.
Mesmo assim, tentou-se realizar uma coluna cromatografica (sem sucesso)

para obtencéo de, pelo menos, um dos produtos.

Cl o
N)QN 0 cl 0
I o=
HN N NH 2@@ A NN |
| B
137
H2N 3 NH2 MeOH, EtaN, T.A. © 121 ©

obtlda mistura complexa de produtos

Figura 100. Tentativa de obtencdo da molécula-alvo 121 utilizando a 1,4-naftoquinona como
eletrdfilo.

Como as rotas sintéticas apresentadas na Figura 65 para obtencdo dos
hibridos contendo o0s nucleos triazinicos e naftoquinénicos ndo produziram

resultados satisfatorios, decidiu-se tentar a rota mostrada na Figura 66.
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Para esta estratégia sintética, inicialmente os acidos tricarboxilicos
triazinicos foram sintetizados a partir da rea¢do do cloreto cianurico 104 com
aminoacidos (acido o-aminoacético, p-aminobenzoéico e [B-aminopropidnico),

ilustrado na Figura 105, a fim de serem esterificados com o intermediario

/©,002H
HN

naftoquindnico 132.

7y
HN)\N//LNH
)\‘ %'
g =" 140
CO,H  CO,H
H,N
CO,H
als \©\H/OH f
CO,H o HN'
L N)\\N
T” L
NN a )C\| a HN™“N”NH
| » P N \N
HN" NP NH 3 HN" 1 o , HZNWOH
J N o clI” Nl ) COH COH
HO.C™ 4133 COzH 139

a () NaOH, H,0, 5 °C - 100 °C, 11h
() HCl ag., 1h

Figura 101. Preparacgédo dos Aacidos tricarboxilicos 138, 139 e 140 derivados do cloreto
cianurico.

Ao fim da primeira etapa das reacdes — condicao reacional (i) — nenhum
solido foi observado no baldo reacional. Como a solugdo reacional estava
alcalina, o produto formado apresentava-se na forma de tricarboxilato e, por
isso, permanecia solivel no meio aquoso. Apés acidificacdo até pH = 3
aproximadamente, as carboxilas foram protonadas e observou-se precipitacéo
do produto. Os solidos foram filtrados para obtencéo dos acidos puros 138, 139
e 140 com rendimentos respectivos de 85 %, 64 % e 91 %.

As andlises de cromatografia em camada fina e de ponto de fuséo
permitiram chegar a apenas uma conclusdo importante: os materiais de partida
haviam sido consumidos para formar produtos extremamente polares, uma vez
qgue foi visualizada apenas uma mancha a qual ndo se deslocou da origem na
ccf mesmo com AcOH como eluente. Para todas as substancias obtidas, nao

se observou ponto de fusdo ate 280 °C.
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As andlises do espectro de infravermelho dos compostos obtidos
revelam a banda larga da hidroxila das carboxilas entre 3200 cm™ e 2500 cm™.
Além disso, é possivel observar a banda da carbonila em 1731 cm™ para o
composto 138, em 1683 cm™ para 140 (por se tratar de um acido carboxilico

aromatico) e 1637 cm™ para 139. E importante ressaltar aqui que, para o
composto 139, é possivel que o mesmo tenha sido isolado em uma mistura de

acido carboxilico e carboxilato, uma vez que a banda em 1637 cm™ é tipica de
sal de &cido carboxilico. Ainda, nos trés espectros, observa-se uma banda

entre 1250 cm™ e 1230 cm™, tipica de deformacéo axial de C-O em carboxilas.
As outras bandas importantes, como deformacdo axial de N-H (tipica de
regides acima de 3100 cm™); deformacdo axial de C=N (entre 1700 cm™” e
1615 cm™); e deformagéo axial de C-N (entre 1200 cm™ e 1020 cm™) estdo em
regides congestionadas e com presenca de outras bandas, podendo ocorrer
sobreposicao de sinais.

Embora tenha ficado claro que os produtos obtidos ndo correspondiam
aos materiais de partida, outras andlises fisicas foram necessarias para

comprovar a estrutura obtida.
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Figura 102. Espectro de infravermelho do composto 138.
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As substancias 138 e 139, derivadas dos aminoacidos a-aminoacético e
B-aminopropidnico, respectivamente, apresentaram comportamento peculiar
guanto a solubilidade. O Unico sistema capaz de solubiliza-los de maneira
satisfatoria para submissdo as analises de ressonancia magnética nuclear e
espectrometria de massas foi uma solucéo alcalina. Sendo assim, inicialmente,
converteram-se 0s produtos 138 e 139 em sais sodicos por meio de

neutralizacdo com hidroxido de sédio (Figura 105).

CO,H CO,
NH “NH o
HN N7 NH HJNJ\N/)\NH
HOLC” 15 “COM ©o,c “cof
jcozH co¥
HN J/
HN
NN A
PN 3 NaOH "N 3NS
HN™ "N™ "NH HN NP NH
COH H(:02H CHO iéa
152 a2 2

Figura 105. Formacéo dos sais sddicos dos compostos 138 e 139.

Os compostos 138 e 139, agora na forma de sal, foram solubilizados em
D,O para andlise de RMN. O composto 140 foi submetido a andlise sem
conversédo a forma anidnica por ser soluvel em DMSO.

O espectro de RMN de 'H obtido para o sal sédico de 138, como
esperado, exibiu apenas um dubleto em 3,73 ppm (J = 7,9 Hz) referente aos
metilenos da por¢cdo do aminoacido — Figura 106. Para o composto 140 (Figura
108), foi observado um singleto em 9,78 ppm integrando para trés hidrogénios,
correlatos aos hidrogénios das carboxilas; um dubleto em 7,95 ppm com
constante de acoplamento de 8,7 Hz integrando para seis atomos de
hidrogénios, referentes aos hidrogénios orto em relacdo a carboxila que acopla
com o dubleto em 7,86 ppm com integracdo de seis, relativos aos hidrogénios
meta em relacdo a carboxila. Por fim, para o sal do composto 139 (Figura 107),
sdo observados dois multipletos: um centrado em 3,42 ppm, referente ao

metileno «- nitrogénio e em 2,33 ppm, relativo ao metileno a-carboxila.
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Figura 108. Espectro de RMN de ‘H para o composto 140.

O espectro de RMN de *3C revela para a substancia 138 trés sinais: dois
na regido mais desblindada referentes aos carbonos da triazina e da carboxila
(177,8 ppm e 177,5 ppm) e um na regiao alifatica em 44,2 ppm, relacionado ao
metileno (Figura 109).

A Figura 110 traz o espectro de RMN de **C para o composto 140.
Neste, observam-se 6 sinais na regido mais desblindada, referindo-se,
possivelmente, aos carbonos dos anéis aromaticos. E possivel que, de maneira
esperada, os carbonos do nucleo triazinico e da carboxila tenham aparecidos
com baixa intensidade e, assim tenham sido confundidos com ruido.

O espectro de RMN de **C para o sal do composto 139 mostrado na
Figura 111 permite visualizar quatro sinais: dois na regido mais desblindada
referentes aos carbonos do nucleo triazinico e da carboxila (180,7 ppm e
164,5 ppm) e dois sinais na regido mais blindada: um em 37,8 ppm (CH,

vizinho ao nitrogénio) e em 36,7 ppm (CH, vizinho a carboxila).

-20
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Figura 110. Espectro de RMN de 3¢ do composto 140.
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Figura 111. Espectro de RMN de **C para o sal do composto 139.

Por fim realizou-se a andlise de espectrometria de massas para 0s trés
compostos pelo método de elétron-spray. Para 138, obtido no modo negativo
(Figura 112), observaram-se trés picos caracteristicos: um em 299,07453 m/z,
referente ao composto 138 deficiente de um préton - formula [CoH11NgOg]
(valor calculado 299,07456 m/z com erro de 0,08 ppm); um em 321,05652 m/z,
concernente ao composto de formula [CgH1oNgOe + Na] (valor calculado
321,05650 m/z com erro de -0,06 ppm) e; em 343,03847 m/z, correspondente
ao composto de formula [CoHgNeOgs + 2Na] (valor calculado 343,03844 m/z
com erro relativo de -0,06 ppm).

Diante da impossibilidade de realizar a analise de massas em DMSO
(solvente que solubiliza bem o composto 140), foi necessario converté-lo em
sal sodico para solubiliza-lo em agua. O espectro de melhor resultado foi obtido
no modo positivo (Figura 113) e, nele, observa-se apenas um pico em
575,06422 m/z referente ao composto de férmula [Co4H1sNsNasOe + Na]™ (valor
calculado 575,06384 m/z e erro de -0,67 ppm).

Para 139 (Figura 114), obtido no modo positivo, foi observado um pico
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em 575,06422 m/z, condizente com a massa calculada para o sal trissédico do
composto com um cation sodio extra ([CasHisNsNazOs + Na]’) que possui
relacdo massa/carga de 575,06384 m/z, traduzindo-se em um erro relativo de -
0,67 ppm.

Em todos estes sinais destacados para os trés compostos o padrédo de
abundancia do cloro ndo apareceu, indicando que o produto foi obtido a partir

da trissubstituicdo no cloreto cianurico, corroborando com a estrutura esperada.

ntens.
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Figura 112. Espectro de massas para o sal trissddico do composto 138 (ESI (-) FT-ICR MS,
9,47).




134

Window Display Report

Intens. 1
x108

1.257

0.757

0.50

0.257

0.00

299.02670

l “t

365.10568

i

434.04508

.“L..

575.08422

504.55466

Al

|

Ll

647.07700

3l lul LLI‘LL |

250

300

350

400

450

500

550

600 650

719.06565

700

miz

[—— 93_pos_000001.d: +MS

Figura 113. Espectro de massas para o sal trissédico do composto 140 (ESI (+) FT-ICR MS,
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De posse dos acidos tricarboxilicos derivados da triazina 138, 139 e 140
e do aminodlcool naftoquindnico 132, tentou-se realizar as esterificacdes de
modo a obter hibridos moleculares contendo os nucleos naftoquinénico e
triazinico.

Desta maneira, a primeira tentativa foi realizar uma esterificacdo por
catélise acida em tolueno com 20 mol % de acido p-toluenossulfénico (p-TsOH)
sob refluxo, sob condicbes de destilacdo azeotropica da agua usando Dean-
Stark (Figura 115). Assim, escolheu-se primeiramente o acido 138.

Como a reacdo de esterificacdo € constituida por uma sequéncia de
etapas reacionais envolvendo equilibrios quimicos, a utilizacdo do Dean-Stark

€ importante para garantir rendimentos mais altos. O aparato permite
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destilacdo de a&gua formada como subproduto por meio do refluxo em tolueno,
deslocando o equilibrio para formacéo dos produtos.

o y ‘ﬁ\ H N H ji O, = NH H O NH
N " = S
S6 I S T e
* e T oo o

refluxo
o 132 133 HN Dean-Stark [
“ 0

= o
J Py produto
Q7 7|  esperado

2 nao obtido

Figura 115. Tentativa de esterificacao do 4cido 138 com o aminodlcool naftoquindnico 132 sob
catalise 4cida.

Mesmo ap0ls 48 h de refluxo, ndo foi possivel observar a formacéo de
nenhum produto. Possivelmente, o ocorrido se deve ao fato de que o acido 150
nao se dissolve em tolueno formando um sistema heterogéneo que dificulta o
processo reacional.

Para contornar este resultado negativo, mudou-se a metodologia de
esterificacdo para a esterificacdo de Steglich, realizada em meio basico, ja

empregada em nosso laboratério. 03!

Nesta metodologia, reage-se
inicialmente o &cido carboxilico com diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) em um solvente como CH,Cl, ou DMF para formar
in situ o anidrido do acido, o qual sofre uma substituicdo nucleofilica pelo alcool
a fim de formar o éster esperado.

Neste contexto, também se decidiu reagir o acido 150 (1 equivalente)
com o aminoalcool naftoquindnico 144 (3 equivalentes) a fim de se chegar ao
mesmo produto, 137. Foram utilizados 1,2 equivalentes de DCC e 10 mol % de
DMAP em trés sistemas compostos por trés solventes diferentes: CH,Cl,, DMF
e N-metilpirrolidona (NMP). Entretanto, como mostrado na Figura 116, o

produto nao foi obtido puro.



0 o]
OJJ\, N\I/ \)J\
~N
o o 0 0 \NH ?\I/H O
H H
H\/\oH HOJVNYNYN\)LOH ‘ 0
O‘ N DCC, DMAP O 0
+ o
X Cond 7
ondicdes I
O 132 138 ;\ reaclonals
O~ OH 0

e
produto
condlgbes reaclonals 0 O esperado

Entrada Solvente Temperatura n&o obtldo
1 CH.Cl, T.A. - refluxo
2 DMF TA.-110°C
3 NMP TA. -110°C

Figura 116. Tentativa de obten¢&o do éster 122 por meio da esterificacdo de Steglich.

Na Entrada 1, quando foi utilizado o diclorometano como solvente, ndo
se observou solubilizacdo dos materiais de partida, mesmo em temperaturas
de refluxo (42 °C). Isso pode ter impossibilitado a colisdo efetiva entre os
substratos e, assim, inviabilizado a reacdo. Nos casos 2 e 3, notou-se que a
solubilizacdo dos materiais de partida s6 ocorreu em altas temperaturas (acima
de 100 °C). Com isso, uma quantidade grande produtos foi formada, indicado
pela cromatografia em camada fina. Efetuou-se cromatografia em coluna na
tentativa de isolar o éster alvo. Entretanto, n&o foi possivel obté-lo puro.

Por fim, diante de todos os problemas de solubilidade e visando ainda
obter o hibrido contendo os nucleos naftoquindnico e triazinico, alteraram-se as
rotas iniciais. Racionalizou-se a sintese substituindo inicialmente dois atomos
de cloro por grupamentos que tenderiam a aumentar a solubilidade do
intermediario. Para isso, foi escolhida a morfolina — uma amina comercialmente

disponivel e com reconhecida atividade biol6gica, %%

podendo aumentar a
citotoxicidade para as células de cancer e seletividade terapéutica das
substancias finais. A Figura 117 ilustra a rota reacional visando a obtencéo de

tal produto.

e}
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Figura 117. Estratégia alternativa para sintese de hibrido molecular entre naftoquinona e
triazina 125.

Para sintese do intermediario 141, reagiram-se dois equivalentes de
morfolina com um de cloreto ciandrico 104 em acetona, gelo triturado e

trietilamina, conforme experimental descrito por Venkatesan e colaboradores.*3*

A Figura 122 apresenta o0 esquema reacional para obtencdo de 141.
cl

Cl H N)§N
N Et3N, acetona PPN
| /)N\ *t2 [ j gelo, 0 °C - T.A. (\N N N/\|
CI” "N” ~Cl O 2h, 93 % OJ bo

141

Figura 118. Preparagéo do intermediario 141.

O conteudo reacional foi filtrado a vacuo e o solido branco obtido foi
lavado com agua, o qual foi seco a presséao reduzida. Obteve-se rendimento de
93 % apresentando intervalo de fuséo de 171 °C - 172 °C. A caracterizagéo do
produto por infravermelho (Figura 119) revela o aparecimento das bandas de

metileno das morfolinas em 2852 cm™.
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Figura 119. Espectro de infravermelho do composto 141.

O espectro de RMN de *H (Figura 120) evidencia dois sinais esperados,
referentes aos metilenos quimicamente equivalentes das morfolinas. Um deles,
mais desblindado, aparece como multipleto centrado em 3,62 ppm,
relacionado aos metilenos vizinhos ao atomo de oxigénio. O outro multipleto

centrado em 3,56 ppm, diz respeito aos metilenos vizinhos ao atomo de

7

nitrogénio. Como o0s sinais aparecem como multipletos, ndo € possivel

concluir se os metilenos estdo acoplando entre si. Para verificar esta

informacgao, solicitou-se um mapa de contorno de correlagdo homonuclear
'H-'H bidimensional COSY, mostrado na Figura 121 e, como esperado, 0s
metilenos estdo acoplando.

Além dessas informacdes, o espectro de carbono-13 (Figura 122) exibe
guatro sinais correlacionados aos quatro tipos de carbonos existentes na
estrutura do produto: os dois aromaticos triazinicos (um ligado ao atomo de
cloro e os outros ligados as morfolinas) em 169,1 ppm e 164,2 ppm; € 0S
dois aliciclicos da cadeia da morfolina em 66,2 ppm e 43,9 ppm. O HSQC,
por sua vez, permite identificar que o sinal em 66,2 ppm acopla com o
hidrogénio em 3,56 ppm, referente aos metilenos vizinhos ao atomo de
oxigénio; e o sinal em 43,9 ppm acopla com o hidrogénio em 3,6 ppm



(metileno vizinho ao atomo de nitrogénio).
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Figura 122. Espectro de RMN de **C do composto 141.
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Com a estrutura do intermediario 141 confirmada, realizou-se uma
reacdo com a diamina naftoquindnica 133 em refluxo de acetonitrila para

terceira substituicdo do atomo de cloro no nucleo triazinico (Figura 124).

N
N
O\—/N_<}\| N
NH
cl
N)§N 1
e N~ NH2
/
Ay () o

O\) k/o refluxo
(0] 16h O 125
141 133 O Y

Figura 124. Esquema para obteng&o do hibrido triazino-naftoquindnico 125.

Observou-se a formacdo de um sdlido alaranjado ao fim da reacéo
(indicado por CCF) o qual foi filtrado, seco e recristalizado com etanol a quente,
fornecendo um solido amarelo em 47 % de rendimento e intervalo de fusdo de
210-212 °C.
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Figura 125. Espectro de infravermelho da substancia 125.
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O espectro de infravermelho do produto 125 (Figura 125) revelou as
bandas de absorcdo em 3377 cm™ (deformacdo axial de NH), 2979 cm™
(deformacdo axial assimétrica de CH,), 2855 cm™ (deformacéo axial simétrica

de CH,), 1679 cm™ (deformacéo axial C=0), 1606,0 cm™ (deformac&o axial

C=C conjugado & carbonila da naftoquinénica), 1547 cm™ (deformac&o

angular NH).

O espectro de RMN *H corrobora com a hipétese do hibrido triazino-

naftoquindnico 139 ter sido obtido (Figura 126).
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Figura 126. Espectro de RMN de 'H do composto 125.

A expansao da regido aromatica na Figura 127 evidencia a incorporagao

do nudcleo naftoquindnico pelos seus sinais tipicos: um duplo dubleto em 7,97

ppm com constantes de acoplamento J = 7,4 Hz e 6,6 Hz e o multipleto

centrado em 7,94 ppm, ambos integrando para um hidrogénio, referentes aos

hidrogénios ligados aos carbonos 3 e 6. Aléem disso, observam-se os triplo

dubletos em 7,82 ppm e 7,72 ppm com J = 7,4 Hz e 1,2 Hz, integrando para um
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hidrogénio cada, referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos 1 e 2. Em
7,39 ppm (singleto alargado) e 6,73 (singleto) referem-se, provavelmente, aos

hidrogénios labeis ligados ao nitrogénio e, por fim, o singleto em 5,65

ppm relacionado ao hidrogénio 9.
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Figura 127. Expanséo da regido aromatica do espectro de RMN de *H do composto 125.

A expansao da regido alifatica ilustrado na Figura 128, por sua vez,
exibe os sinais dos metilenos morfolinicos centrado em 3,57 ppm (multipleto) e
3,53 ppm (singleto alargado). Além disso, observam-se o multipleto com centro
em 3,23 ppm possivelmente relacionado dos metilenos vizinhos aos nitrogénios
14 e 16 e o multipleto centrado em 1,81 ppm (metileno 15). As integracdes sao
condizentes com o esperado.

O mapa de contorno de correlacdo homonuclear *H-'H bidimensional
COSY (Figura 129) exibe alguns acoplamentos importantes previstos: os sinais
da naftoquinona em 7,97 ppm com 7,72 ppm; ambos os hidrogénios de amina
secundaria em 7,39 ppm e 6,73 ppm acoplando com o sinal em 3,23 ppm,

relativo aos metilenos vizinhos ao NH; os sinais morfolinicos 3,57 ppm e 3,53



ppm acoplando entre si; além do acoplamento dos sinais em 3,23 ppm com 0

metileno em 1,81 ppm.
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Por fim, o espectro de massas de alta resolucdo comprova a férmula
molecular e massa esperada. O ensaio foi realizado no modo positivo pelo
método de elétron-spray. Observa-se, no espectro mostrado na Figura 130, um
pico com relagdo massa/carga de 480,23504 m/z, referente ao composto 125
protonado, de formula [Co4H29N7O4 + H]" (valor calculado 480,23538 m/z, erro =
0,71 ppm). Em 502,21705 m/z, ainda, visualiza-se um pico referente ao
composto 139 unido a um fon sodio, formula [CxH29N;O4 + Na]® de
massa/carga calculada de 502,21732 m/z (erro associado de 0,54 ppm).

Além desses dois, observam-se mais dois picos: um referente ao dimero
protonado em 959,46281 m/z de férmula [C4gHsgN140g + H]* (valor calculado de
959,46348 m/z e erro de 0,70 ppm); e outro em 981,44450 m/z relacionado ao
dimero associado a um fjon sodio, de formula [CssHssN14Og + Na]® com
massa/carga calculada de 981,44543 m/z e erro de 0,95 ppm.
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Figura 130. Espectro de massas para o 125 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).

Desta forma, o objetivo de sintetizar o hibrido molecular contendo o

nacleo triazinico e naftoquindnico foi alcangado na estrutura 125.

4.2.2.2. Triazinas e Quinolinas

A molécula-alvo inicial vislumbrada como hibrido contendo os nucleos

quinolinico e triazinico 126 esta apresentada na Figura 131, bem como as
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possiveis andlises retrossintéticas para obtengdo do mesmo.

Cl
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NN ;2 Z>N
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= N/\/\N/\N/ N/\/\N =
H H H H
Cl
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NH» )N‘\\)N\ NH, * 2 _
K/\N N/ N/\) “
H H Cl

137 130

Figura 131. Primeiro hibrido molecular vislubrado contendo os ndcleos quinolinico triazinico
126.

Como primeira tentativa, decidiu-se iniciar pela rota contendo a reacao

entre o cloreto cianurico 110 e a aminoquinolina 134. Sabendo-se da facilidade

em substituir os atomos de cloro do cloreto ciandrico e de como o controle de

temperatura influencia para tal, reagiu-se dois equivalentes de 134 com um

equivalente de 110 em diferentes condi¢cdes reacionais, mostrada na Figura
132.

cl Cl Cl
Cl = cl N
)\ condicdes reacionais | ‘
NN + 2 N N J% ~
X g N N )
N~ Cl H,NT > N =
134

N N N N N
104 H H H H
126
condigdes reacionais produto néo isolado
Entrada Solvente Base
1 CH3CN DIPEA (2 equiv.)

CH3CN EtzN (2 equiv.)
Acetona DIPEA (2 equiv.)
Acetona  NaHCO3 (2 equiv.)
Acetona Et3N (2 equiv.)

a K~ WODN

Figura 132. Tentativas iniciais para obtencdo da molécula-alvo 126.

—Z
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As condi¢cdes mostradas nas entradas 1, 2, 3, 4 e 5 da Figura 132 foram
escolhidas de acordo com experimentais j& descritos na literatura para
dissubstituicdo no nacleo triazinico. 24127128

Em todas as reacdes, apos consumo total de cloreto cianurico 104,
apenas uma mancha na origem da cromatofolha era observada, mesmo ao
eluir com acido acético puro. O conteudo reacional foi filtrado de modo a obter
um solido amarelo pélido com baixa solubilidade nos solventes testados
(tolueno, hexano, etanol, metanol, 4gua, acetona, acetato de etila, DMSO e
DMF). A baixa solubilidade pode estar associada a presenca de duas porcdes
aminoquinolinicas na estrutura do produto final 126 o qual dificultou a
purificagdo do mesmo.

Portanto, diante do problema de solubilidade, reagir um equivalente de
aminoquinolina 134 com um de cloreto cianurico 104 a fim de preparar o

hibrido monossubstituido apresentado na Figura 133.
cl

Cl
cl Cl
)Nl\)%N . _ |N CH4CN, DIPEA (1 equiv.) Nl)jN\ / ‘N
clI” Nl HZN/\/\H X 0°C Cl)\N/ H/\/\H X

104 134

hibrido monossubstituido
nao isolado

Figura 133. Tentativa de obtencdo de um hibrido triazino-quinolinico através da
monossubstituicdo no cloreto ciandrico 104.

Contudo, de forma semelhante ao resultado obtido na Figura 81 (vide
pagina 110), o produto ndo foi isolado. Processos de recristalizacdo para
purificacdo do mesmo foram dificultados devido a reatividade do nucleo
triazinico monossubstituido a temperaturas acima de 40 °C. A coluna
cromatografica do produto bruto ndo conduziu a purificagdo do mesmo.

Vale ressaltar que, diante da dificuldade em isolar os produtos de
monossubstituicdo entre o cloreto ciandrico 104 e a aminonaftoquinona 133
(Figura 81, pagina 111) ou aminoquinolina 134 (Figura 133), impossibilitou-se a
sintese da substancia-alvo 128 descrita nos objetivos, contendo

simultaneamente 0s nucleos triazinico, naftoquinénico e quinolinico.
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Figura 134. Impossibilidade em se formar a molécula-alvo 128 por estas estratégias sintéticas.

Seguindo na tentativa de obtencdo de um hibrido contendo os nucleos
quinolinico e triazinico, partiu-se para a rea¢ao do intermediario 137 com a 4,7-
dicloroquinolina 130. Ao contrario das substituicbes nucleofilicas aromaticas no
cloreto ciandrico 104, a substituicdo na 4,7-quinolina ndo € tdo simples. Para
realizar uma N-substituicdo a fim de formar a aminoquinolina 134, por exemplo,
foi necessario reagir a 4,7-dicloroquinolina com 1,3-propanodiamina em grande
excesso a 110 °C por mais de 4h (conforme Figura 51, pagina 87).

Neste contexto, escolheu-se o0 tolueno como solvente que permitia
atingir altas temperaturas e a trietlamina como base para trapear o acido
cloridrico formado no curso reacional. Todavia, ndo foi observada formacao de

produto algum ao passo que os materiais de partida ndo foram consumidos.

Cl Cl
Cl
~ i'
NH N™ >N NH, *+ tolueno, EtsN
Lo J N e NN
N N N S | 110 °C \ /k .
H H cl \/ \/\
137 130 126

nao fol observada formacéao de
produto algum

Figura 135. Rota alternativa para sintese do hibrido 126.

Possivelmente, a baixa solubilidade do nucledfilo 137 também pode ter
contribuido para o resultado negativo.

Diante a todos os resultados negativos para formar o hibrido contendo o
nacleo triazinico e quinolinico, principalmente baseado na baixa solubilidade do
produto formado, a mesma estratégia sintética utilizada para formagdo do
hibrido 127 derivado do intermediario 2,4-dimorfolino-1,3,5-triazinico 141 foi
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empregada.
Assim, reagiu-se 0 intermediario 141 com a aminoquinolina 134 em

acetonitrila sob refluxo e trietilamina (Figura 136) como base, semelhante ao
sistema utilizado na Figura 115. Novamente, a utilizacdo da estrutura
morfolinica foi feita com intuito de diminuir a polaridade do produto final e,

assim, facilitar sua purificagéo.

N
N=—
OﬁN—<\ %N
cl N/ N 4
NH
)Nl\)%N HN™ " NH,
ONTONTINTY . = CHACN, EtaN
O\) K/O cl NT refluxo NH
16h Cl
141 134 7/ N\

N=
127

Figura 136. Sintese do hibrido molecular contendo os nucleos quinolinico e triazinico 127.

Ao término da reacdao, foi obtido um sélido branco impuro. O mesmo foi
submetido a cromatografia em coluna isocréatica utilizando como eluente 20 %
de metanol em acetato de etila. O produto 127 foi isolado com rendimento de
43 % e intervalo de fuséo de 230-231 °C.

A caracterizacdo por infravermelho evidencia as bandas em 3360 cm™
relativa & deformacdo axial de NH, 2965 cm™ referente & deformacéo axial
assimétrica de metileno, 2862 cm™ tipica de deformacdo axial simétrica de
metileno (Figura 137).
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O espectro de RMN de *H mostrado na Figura 138 mostra 0s sinais

esperados para o composto 127.
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Figura 138. Espectro de RMN de *H do composto 127.
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A expansdo da regido aromatica revela a presenca de todos o0s
hidrogénios tipicos do nacleo quinolinico (Figura 139). Em 8,33 ppm observa-
se um dubleto com J = 5,4 Hz referente ao Hg que acopla com o hidrogénio
9, em 6,41 ppm (também um dubleto). Em 8,21 ppm, tem-se um dubleto
referente ao He que acopla com o hidrogénio H1 em 7,41 ppm (dubleto) com
constante de 9,1 Hz. O mesmo hidrogénio em 7,41 ppm acopla ainda com Hs
(J = 2,3 Hz), que se apresenta como dubleto em 7,74 ppm. Por fim, ainda sao
observados os dois hidrogénios das aminas como tripletos em 7,29 ppm (J =
5,5 Hz) e 6,86 ppm (J = 5,9 Hz).

A expansdo da regido alifatica (Figura 140) evidencia a presenca das
morfolinas e da cadeia do 1,3-diaminopropano. Centrados em 3,54 ppm e
3,44 ppm encontram-se os dois multipletos integrando para quatro hidrogénios
cada referentes aos metilenos das morfolinas. Em 3,27 ppm ha outro
multipleto centrado integrando para quatro hidrogénios, referentes aos
metilenos vizinhos aos atomos de nitrogénio. Finalmente, centrado em 1,82

ppm, observa-se o multipleto referente ao metileno His.
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O mapa de contorno de correlacdo homonuclear 'H-'H bidimensional
COSY mostrado na Figura 141 comprova os acoplamentos observados no
espectro de RMN de 'H, ratificando os assinalamentos realizados, bem como
sua atribuicao inequivoca.

O espectro de massas permitiu identificacdo dos picos com relagcéao
massa/carga em 485,21749 m/z e 969,42783 m/z, relativo ao composto 127
protonado (de formula [Co3H29CINgO, + H]*, com valor calculado de 485,21802
m/z e erro de 1,09 ppm) e ao dimero protonado com formula [C4sHs8CloN1604 +
H]", cujo valor calculado para a relagéo é de 969,42822 m/z e erro de 0,40 ppm
(Figura 142). Tal resultado € prova cabal da incorporacdo de duas morfolinas e

do nucleo aminoquinolinico na estrutura triazinica.



156

3Ns.

9
10 48521749

2.0

969.42783

0.51

419.27690 ‘
L 679.27324
Y V— - SUGRIU 8, SN, N SN S sy L

" 400 500 600 700 " 800 900 mz
Figura 142. Espectro de massas para o 127 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).




157

5. CONCLUSAO

Os estudos de ancoragem molecular revelaram que as substancias-alvo
descritas no objetivo sdo potencialmente inibidoras das enzimas PI3K e AMPK
(exceto pela 123 na AMPK), podendo atuar por essas vias de sinalizacdo no
tratamento do cancer.

Dentre as estruturas propostas como alvo, foi possivel sintetizar um
hibrido para cada grupo de moléculas: um naftoquinénico-quinolinico 120 com
rendimento de 85% em 48h, um triazinico-naftoquinénico 125 com rendimento
de 47% em 16h e um triazinico-quinolinico 127 com rendimento de 43% em

16h. Vale ressaltar que os compostos 120 e 125 sao inéditos.

NN N/\ HN/\/\N)\\NJ\Nﬂ

cl N/ o 0 m H Lo
125 B 127
Cl N

Diversos intermediarios foram sintetizados, porém as etapas finais das
sinteses dos produtos-alvo 121, 122, 123, 124, 126 e 128 ficaram
impossibilitadas por problemas experimentais. A baixa solubilidade de muitos
derivados 1,3,5-triazinicos foi o grande empecilho para seguir a sintese até as
moléculas-alvo.

Os compostos sintetizados 120, 125 e 127, e todos os intermediarios
obtidos foram enviados para avaliagdo da citotoxicidade in vitro nas linhagens
de célula de cancer humano de melanoma e leucemia no Laboratorio de
Bioensaios e Transducdo de Sinal do Departamento de Bioquimica da
Unicamp pelas Professoras Doutoras Carmen Verissima Ferreira e Paola
Rocha Goncgalves. Pretende-se ainda realizar estudos sobre possiveis

mecanismos de acao (inibicao de PISK/AMPK).
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Anexo 17. Expanséo da regido aromatica do espectro de RMN de 'H do composto 120.
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Anexo 18. Expanséo da regido alifatica do espectro de RMN de 'H do composto 120.
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Anexo 19. Espectro de RMN de 3C do composto 120.
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Anexo 21. Mapa de contorno da correlacéo heteronuclear 'H-1C bidimensional HSQC do com posto 120.
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Anexo 25. Expanséo da regido alifatica do espectro de RMN de 'H do com posto 135.
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Anexo 27. Cromatograma gasoso e espectro de massas obtido para o produto 135.
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Anexo 30. Espectro de massas do composto 136 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).
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Anexo 31. Espectro de RMN de 'H do composto 137.
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Anexo 33. Espectro de IV do composto 137.
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Anexo 34. Espectro de massas do composto 137 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).
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Anexo 35. Espectro de RMN de *H do sal sédico do composto 138.
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Anexo 36. Espectro de RMN de 3¢ do sal sédico do composto 138.
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Anexo 37. Espectro de IV do composto 138.
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. Espectro de massas do composto 138 (ESI (-) FT-ICR MS, 9,4T).
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Anexo 39. Espectro de RMN de 'H do composto 140.
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Anexo 40. Espectro de RMN de 3C do composto 140.

210



211

A
B N

f1 (ppm)

{7.92,119.66& L

= {7.88,130.41 -
. L 130

[ = I = . = & = & = = & % S & L W% W i & I & L & ol % il & ol % gl gl %l ol o
13.5 12.5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35
f2 (ppm)

Anexo 41. Mapa de contorno da correlacéo heteronuclear 'H-1C bidimensional HSQC do composto 140.
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Anexo 43. Espectro de massas para o sal trissédico do composto 140 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).
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Anexo 44. Espectro de RMN de 'H do sal sédico do composto 139.
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Anexo 45. Espectro de RMN de 3¢ do sal sédico do composto 139.
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Anexo 46. Mapa de contorno da correlacéo heteronuclear 'H-1C bidimensional HSQC do com posto 139.
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Anexo 47. Espectro de IV do composto 139.
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Anexo 48. Espectro de massas para o sal trissédico do composto 139 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).
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Anexo 49. Espectro de RMN de 'H do composto 141.
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Anexo 50. Espectro de RMN de 3C do composto 141.
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Anexo 51. Mapa de contorno da correlagdo homonuclear 'H-"H bidimensional COSY do com posto 141.
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Anexo 52. Mapa de contorno da correlac@o heteronuclear 'H-1C bidimensional HSQC do com posto 141.
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Anexo 53. Espectro de IV do composto 141.
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Anexo 54. Espectro de RMN de 'H do composto 125.
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Anexo 55. Expanséo da regido aromatica do espectro de RMN de 'H do com posto 125.
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Anexo 56. Expanséo da regido alifatica do espectro de RMN de 'H do composto 125.
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Anexo 57. Mapa de contorno da correlagdo homonuclear *H-"H bidimensional COSY do composto 125.
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Anexo 58. Espectro de RMN de 3C do composto 125.
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Anexo 59. Espectro de IV do composto 125.
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Anexo 60. Espectro de massas para composto 126 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).
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Anexo 61. Espectro de RMN de *H do composto 127.
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Anexo 62. Expansao da regido aromatica do espectro de RMN de 'H do composto 127.
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Anexo 63. Expanséo da regido alifatica do espectro de RMN de 'H do composto 127.
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Anexo 64. Mapa de contorno da correlagdo homonuclear 'H-'H bidimensional COSY para o composto 127.
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Anexo 65. Espectro de IV do composto 127.
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Anexo 66. Espectro de massas para composto 127 (ESI (+) FT-ICR MS, 9,4T).
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