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RESUMO

ESTUDOS VISANDO A SINTESE DE
BENZOFURANOQUINOLINAS E BENZOPIRANOQUINOLINAS.
AVALIACAO FARMACOLOGICA

MONICA CAVALCANTE DI LELLO

Orientadores: Alcides José Monteiro da Silva

Paulo Roberto Ribeiro Costa

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagao
em Quimica de Produtos Naturais, Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios

a obtengao do titulo de Mestre em Ciéncias.

Neste trabalho, € descrita a preparagcdo de novas quinolinas tetraciclicas
portando diferentes padrées de substituicdo nos anéis A e D. A estratégia sintética
utilizada envolveu reagcdes de condensacgao alddlica, em meio acido, entre nitroaldeidos
e cetonas ciclicas aromaticas, obtidos respectivamente a partir de aldeidos aromaticos
e fendis comercialmente disponiveis. Estas reagbes geraram auronas
nitrossubstituidas. A reducdo e ciclizagdo das auronas por hidrogenagao utilizando
Pd/C 10% forneceu as quinolinas tetraciclicas desejadas. As benzofuranoquinolinas e
suas auronas precursoras apresentaram atividade inibitéria da Na*K*ATPase in vitro e
atividade citotéxica nas linhagens tumorais HCT-8 (cdlon humano), SF-295

(glioblastoma humano) e MDA-MB435 (melanoma humano).

Palavras-chave: 1.Sintese de Benzofuranoquinolinas e Benzopiranoquinolinas. 2.

Sintese de Auronas. 3. Inibidor Na*k*ATPase.4. Antitumoral.

Rio de Janeiro
Agosto de 2009
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ABSTRACT

STUDIES AIMING THE SYNTHESIS
OF BENZOFURANOQUINOLINES E BENZOPIRANOQUINOLINES.
PHARMACOLOGICAL EVALUATION

MONICA CAVALCANTE DI LELLO

Orientadores: Alcides José Monteiro da Silva

Paulo Roberto Ribeiro Costa

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagao
em Quimica de Produtos Naturais, Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios

a obtencgao do titulo de Mestre em Ciéncias.

In this work, we describe the preparation of new tetracyclic quinolines bearing
different substitution patterns in rings A and D. The synthetic strategy used involved the
aldolic condensation in acid medium between nitrobenzaldehydes and cyclic aromatic
ketones, obtained from aromatic aldehydes and commercially available phenols
respectively. This reaction led nitro-substituted aurones. The reduction and ciclization of
aurones by hydrogenation catalyzed by Pd/C 10% furnished the tetracyclic
quinolines.The benzofuranoquinolines and precursor aurones showed inhibitory activity
of Na+K+ATPase in vitro and cytotoxicity activity against the tumor cell lines HCT-8

(human colon), SF-295 (human glioblastoma) e MDA-MB435 (human melanoma).

Kew-words: 1. Synthesis of Benzofuranoquinolines and Benzopiranoquinolines. 2.
Synthesis of Aurones. 3. Inhibitor Na*k*ATPase.4. Antitumor.

Rio de Janeiro
Agosto de 2009
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I. INTRODUGAO

Ao longo dos ultimos anos o Laboratério de Quimica Bioorgénica sintetizou uma
série de cumestanos, entre eles dois produtos naturais e nove derivados. Estas
substancias tiveram inicialmente as suas propriedades antiofidicas avaliadas (da Silva,
2001). Foram também avaliados como inibidores de Na*,K*- ATPase (Pocas, 2003),
enzima importante no estabelecimento da homeostasia celular e como bioligantes de
receptores benzodiazepinicos centrais (Lopes, 2004) e como anti-virais (Kaushik-Basu,
2008).

A presente dissertacdo versa sobre a sintese de quinolinas estruturalmente
relacionadas aos cumestanos previamente preparados no LQB e avaliados
biologicamente pelos colaboradores do nosso laboratorio. Assim sendo, serao
discutidos a seguir, de forma breve, alguns aspectos relacionados a sintese e atividade

bioldégica dos cumestanos e os resultados previamente obtidos em nosso grupo.

l.1-Atividades farmacolégicas de cumestanos

Os flavonodides (2) constituem um amplo grupo de produtos naturais de origem
biogenética mista, formados pelo encadeamento de unidades C6C3 originarias da rota
biossintética do acido chiquimico (em azul) com trés unidades de malonil-CoA (1), em
preto), seguido de ciclizagdo. Em fungédo da sua origem biossintética, apresentam em
geral substituintes oxigenados nas posicdes 5, 7, 9, 4’ e 5, embora outros padrdes de
oxigenagao, oriundos de passos metabdlicos adicionais, também sejam encontrados
em produtos deste grupo. Os isoflavondides (3) constituem um importante subgrupo dos
flavondides (2) e apresentam a mesma origem biogenética, sendo a principal
caracteristica estrutural a presenga do anel de origem chiquimica ligado ao C3,
resultado de uma etapa de rearranjo molecular, durante a biossintese (esquema 1)
(Dewick, 2002). Cabe destacar no momento, entre os isoflavondides, seus derivados

tetraciclicos, os cumestanos (4).
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Via do acetato

3 unidades
OH malonll -CoA

OH
CoAS \/Y ciclizagao
—_—
o —
O _—
4-hidroxi-Cinamoil-CoA O O
unidade C6C3 1 Flavondides
Via do chiquimato
1- oxidagao
2- migragao
1,2-arila
RO RO O
O = 0 OR
OR O OR O
OR
Cu mestan os Isoflavonodides
3

Esquema 1. Biossintese de flavonodides e isoflavondéides

Os flavonoides e isoflavondides sdo encontrados principalmente na soja
(Glycina hispida) e, em menor quantidade, em outras plantas da familia Leguminosae
comuns na dieta diaria, como feijées, lentilhas e ervilhas. Estes alimentos sdo ricos em
daidzeina (5) genisteina (6), formononetina (7), biochanina-A (8) e cumestrol (9) (figura
1) (Franke, 1994).

E OCH,4

Figura 1. Isoflavondides abundantes em leguminosas
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Ha evidéncias de que alguns cumestanos atuam como fitoalexinas, possuindo
uma potente atividade antimicrobial (Brooks,1985). Em alguns casos observou-se que a
producdo e liberacdo de cumestanos € aumentada quando a planta é exposta a

estresse fisico, quimico ou a infecgdo por microorganismos patogénicos (Netto,2003).

Alguns isoflavondides, entre eles os cumestanos, apresentam acao estrogénica
e sdo denominados de fitoestrédgenos. A ingestdo de alimentos ricos em isoflavondides
tem sido associada a diminuicdo epidemiolégica de muitas doengas horménio-
dependentes (Cornwell,2004). Estudos comparativos envolvendo populagdes orientais
que apresentam um alto consumo de soja e outros legumes, e populagdes com habitos
alimentares de menor consumo destes vegetais, mostram que disturbios relacionados a
menopausa sdo menos freqiientes entre as mulheres asiaticas. E também menor, entre
estas mulheres, a incidéncia de cancer de mama e ovario (Fitzpatrick, 2003). Entre os
homens asiaticos € menor a incidéncia de cancer de prostata (Matos, 2005). Também
tem sido atribuido a estas substadncias o papel de reduzir o risco de doencgas

coronarias, retardar a arterosclerose e regular a colesterolemia (Anderson, 1995).

Do ponto de vista farmacoldgico, os cumestanos foram menos estudados. Cabe
ressaltar a agao antiofidica (Mors, 1989), antiinflamatéria e hepatoprotetora da
wedelolactona (10) (Wagner, 1986); a acéo citotoxica moderada da psoralidina (11) e a

acgao estrogénica do cumestrol (9) (Leavitt , 1968).

Tabela 1: Atividade farmacoldgica dos cumestanos naturais 10 e 11.

Cumestano Atividade Clso
Antiofidica (Inibicao de 1uM
MeO 0.0 fosfolipases e proteases)
=

OH
OH © O Antiinflamatéria (Inibicdo da 2,5uM

10 , .
oH lipooxigenase)
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Hepatoprotetora (A¢ao 0,1mg/ml

antioxidante)

Citotoxica em células de
carcinoma estomacal do tipo:
SNU-1 53 uM/ml
SNU-16 203uM/ml

No LQB foram preparados cumestanos sintéticos contendo diferentes padroes
de oxigenagdo nos anéis A e D. Estas substancias foram estudadas por laboratorios

que colaboram com o LQB e os resultados sdo mostrados a seguir, de forma resumida.

I.1.a. Atividade antimiotdxica e inibidora da Na*,K*-ATPase

Os analogos dos cumestanos naturais wedelolactona (10) e cumestrol (9),
substancias LQB 08, 10,12,16 e 35 (figura 2), tiveram suas atividades antimiotdxicas
avaliadas no Laboratério de Farmacologia Basica e Clinica (CCS-UFRJ). A 30uM os
cinco analogos da wedelolactona antagonizaram a creatina quinase de liberagao
induzida pelo veneno da espécie Bothrops jararacussu. O composto LQB35 inibiu a
atividade miotoxica, apresentando Clsp=1uM, sendo equipotente a wedelolactona. Além
disso, a wedelolactona e LQB35 foram submetidos a ensaios enzimaticos e de
radioreceptores. Ambos foram relativamente potentes (Cl5=0,7 e 0,5uM,
respectivamente) para inibigdo de Na’,K'-ATPase de rim de rato. A wedelolactona
também inibiu o receptor [3H] de flunitrazepam de sinapses de cérebro de rato
(Clsp=2uM) indicando um potencial efeito modulador de receptores GABAa/ions cloreto
envolvidos na inibicdo da transmissdo neuronal, efeito ndo apresentado por seu
analogo LQB35 (Clsp= 100uM). Sendo o composto LQB35 equipotente a

wedelolactona quanto a sua atividade antimiotéxica e inibidora da Na*,K*-ATPase e
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bem menos potente como ligante de receptores benzodiazepinicos, o estudo sugere
que este analogo seja bem menos suscetivel a produzir efeitos adversos no sistema

nervoso central (da Silva, 2001).

MeO O O
D@

OH

10

MeO O O
D@
HO
O

R,

LQB08: R'=R?=0CH,0
LQB10: R'=0H,R2=0Me
LQB12: R'=R?=0H

LQB35: R'=R?=0H
LQB16: R'=OMe,R%=0OH

Figura 2:Cumestanos naturais wedelolactona 10 e cumestrol 9 e analogos sintéticos

I.1.b. Atividade inibidora da Na',K'-ATPase e agonista inversa em receptor

benzodiazepinico do sistema nervoso central

A atividade inibidora da Na*,K*-ATPase do cumestano sintético LQB 34 (figura
3) foi avaliada no Departamento de Farmacologia Basica e Clinica do Instituto de
Ciéncias Biomédicas-CCS-UFRJ (Pocgas,2003). A interagao do cumestano sintético com
trés diferentes isoformas da enzima foi avaliada e sua atividade foi comparada a
atividade inibitéria da ouabaina (12) (figura 3), glicosideo cardioténico que é um inibidor
classico da Na*,K*-ATPase. A andlise revelou que LQB 34 possui uma afinidade similar
para as isoformas a2 e a3 de cérebro de rato (Clsp=4,331£0,9uM) e a isoforma a1 de rim
de rato (Cls0=11,04+£0,86uM), diferente da ouabaina que é um inibidor mil vezes mais

potente das isoformas de Na*,K'-ATPase de cérebro. Seu efeito inibitério ndo foi
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antagonizado por 1-10mM K*, como observado com a ouabaina. Além disso, foi

detectado que o cumestano forma um complexo muito estavel com a enzima.

H
H;C o 0O
HO H
H
OHH

Figura 3. Cumestano sintético LQB 34 e o glicosideo cardiotonico ouabaina (12)

A busca de novos farmacos com acdo em receptores benzodiazepinicos
centrais com efeitos mais seletivos que os classicos 1,4 benzodiazepinas tem sido
estimulada por recentes evidéncias da existéncia de subtipos de receptores GABA, Isto
motivou a avaliagdo farmacoldgica de LQB 34 que apresentou afinidade moderada

(Clsp=10uM) nos sitios inibidores de flunitrazepam .

Na busca de maiores esclarecimentos sobre o mecanismo de ag¢do envolvido
na inibigdo da Na*,K*-ATP ase por LQB 34, foi mostrado num estudo posterior que o
composto diminui os grupos sulfidrilas livres presentes na enzima, essenciais para sua

atividade catalitica (Pogas, 2008).

Para uma melhor compreensdo da relagdo estrutura/atividade foram
comparadas as atividades da wedelolactona (10) e dos analogos sintéticos mostrados
na figura 4, como inibidores da Na'K'-ATPase e como ligantes de receptores
benzodiazepinicos centrais (BZP) (tabela 2). Foi observado que a presenga do grupo
catecol no anel D é importante para ambas as atividades. Por outro lado, a presenga do

grupo hidroxila na posigdo 2 favoreceu o efeito inibidor da Na*,K*-ATPase, porém
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diminuiu a afinidade pelo receptor BZP, fato evidenciado pelos dados farmacoldgicos do

cumestano LQB 35, equipotente a wedelolactona. (Pogas, 2006).

10:R'=R?=H;R?>=CH3R*=0OH
LQB35: R'=R*=H,R?=CH3,R*=OH
LQB34: R'=R?=R*=H,R3=0CHj3
LQB12: R'=R?=R3=R*H

Rl
R20 0__0
R3 &
et

OH

LQB08: R'=R2=R3=H
LQB92: R'=0H:R?=R3=H
LQB96: R'=R?=H:R3=0H

LQB16: R'=H,R2=CH,,R3=0OH LQB10
LQB93: R'=R%=R3=H

Figura 4. Wedelolactona e analogos sintéticos avaliados como inibidores da atividade
da Na* K™-ATPase (NaK) e para ligag&o aos receptores [’H] de flunitrazepam

Tabela 2. Valores de Clso, em uM, para inibigdo da atividade da Na*,K*-ATPase (NaK) e

para ligacao aos receptores [*H] de flunitrazepam de sinaptoses cerebrais de rato(BZD)

Wedelolactona LQB35 LQB34 LQB12 LQB08 LQB92 LQB96 LQB16 LQB93 LQB10
NaK 0,7 0,7 3 10 20 25 3 6 30 25
BZP 2 >>100 16 2 >>30 >>100 >>30 >>30 20 50

Em um estudo posterior realizado em parceria com o Prof. Francois Noel, foi
mostrado que o sal dissédico do analogo sintético LQB 93, inibidor da Na*,K*-ATPase
potencializa a acgéo inibitéria desta enzima pelo glicosideo cardiaco ouabaina (12),

apesar das duas substancias atuarem por diferentes mecanismos de acdo. Foi
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mostrado que o sal dissédico de LQB 93 (Clso 8,2uM) é onze vezes mais potente que a
ouabaina (Clsg 91uM) para inibir a Na*,K*-ATPase de rim de rato. A combinacdo LQB
93 e ouabaina (12) (figura 5) na proporgao 1:4, apresentou Clsp=10,6uM para inibigao
da enzima. A utilizacdo do sal dissoédico permitiu o alcance de concentracbes altas
favorecendo a construcdo da curva dose-resposta, sem a interferéncia do DMSO,

solvente utilizado para a dissolugédo do composto neutro (Clsp 30uM) (Pogas,2007).

Figura 5. Sal dissddico do cumestano sintético LQB 93 e o glicosideo cardioténico ouabaina (12)

I.1.c. Atividade inibidora do virus da hepatite C

Mais recentemente, alguns dos cumestanos sintetizados no LQB (figura 6)
foram avaliados no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Escola dMedicina
de New Jersey, sendo caracterizados como inibidores da enzima NS5B polimerase
presente no virus da hepatite C. A enzima € essencial na replicagdo do DNA viral.(Kaushik-
Basu, 2008).

Foram determinados os valores de Clso dos analogos de cumestanos a partir da
curva dose-resposta utilizando 8-12 concentragbes de cada analogo em duplicata.
Como pode ser visto na Tabela 3, dentre os cumestanos avaliados no estudo, o LQB
34 apresentou o menor valor de Clsy, € portanto, uma maior atividade inibitéria da

enzima.
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10 R'=R3=H,R2=CH,,R*=OH LQB 16: R'=R%=H;R2=CH,R3=0H, LQB 96
LQB 34: R'=R?=R*=H;R3=0CH;, LQB 93: R'=R%=R3=R*=H

Figura 6. Wedelolactona (10) e analogos sintéticos avaliados como
inibidores da enzima HCV NS5B polimerase

Tabela 3. Valores de Clsg, em uM, para inibicado da atividade da enzima HCV NS5B

polimerase pela wedelolactona e analogos sintéticos.

wedelolactona LQB 34 LQB 16 LQB 93 LQB 96

Inibicdo da NS5B 36,1 18,5 311 174 63,8

Foi investigado o modo de ligagdo dos cumestanos a enzima NS5B polimerase.
A construgdo dos compostos e otimizagdo de suas geometrias foi realizada segundo
método previamente descrito (Jorgensen, 1996). Foram realizados estudos de
modelagem molecular pelo grupo da Professora Neerja Kaushik-Basu utilizando o
software Glide docking (Bytheway, 2004; Friesner, 2004; Halgren,2004). As interagdes
dos cumestanos nos sitios de ligagcdo da enzima HCV NS5B, foram investigadas

utilizando macromodelos obtidos de acordo com a literatura (lkegashira, 2006).

O estudo de modelagem molecular utilizando o analogo mais ativo avaliado, o

LQB 34, permitiu concluir que os cumestanos se encaixam no sitio alostérico da enzima
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por meio de ligagdes de hidrogénio. Como pode ser observado na figura 7, a por¢ao
cumarina do cumestano, que corresponde aos anéis A e B, interage com os residuos
de valina (Val494), prolina (Pro495) e triptofano (Trp500). O seu nucleo benzofurano,
que corresponde aos anéis C e D, se encaixa num sitio hidrofébico formado pelos
residuos de leucina (Leu392 e Leu425), alanina (Ala395 e Ala396), isoleucina (lle424),
e histidina (His428).

Val 494 '-‘!'.;I_ f

Figura 7. Conformacao de encaixe do cumestano LQB 34 sobreposto na superficie do
macromodelo de ligacéo do sitio alostérico de NS5B polimerase

10



Dissertacdo de Mestrado Méonica C. Di Lello 2009

l.2. Sintese de cumestanos

A metodologia utilizada pelo grupo (da Silva, 2001) tem como etapa chave a
sintese de pterocarpanos, obtidos por acoplamento de Oxa-Heck entre cromenos (14) e
organomercuriais (15) apropriadamente substituidos (Horino,1976). Os cumestanos (4)

sao obtidos por oxidacao dos intermediarios chave pterocarpanos (13) (esquema 2).

0__0 R\\ O
| R
— X O ClHg AN
/2 N Tl + | POR
D\ © iy NS HO =
13 14

15

Esquema 2. Analise retrossintética para a obtencéo de pterocarpanos e cumestanos

A obtencgao dos diferentes padrdes de oxigenagao presentes nos anéis A e D
dos pterocarpanos alvo foi possibilitada pelo uso de derivados de benzaldeidos
disponiveis comercialmente (16). A oxidacao de Baeyer-Villiger dos aldeidos fornece os
fendis correspondentes (17). A reacdo de alguns desses fendis com (AcO);Hg na
presenca de cloreto de litio fornece os correspondentes organomercuriais (15) ao passo
que a alquilagdo dos fendis com 3-iodo propanal dimetilacetal, seguida por ciclizagao
em meio acido, fornece os cromenos (14). Os pterocarpanos (13) foram obtidos pela
reacdo de oxiarilacdo de Heck catalisada por paladio, entre os cromenos e
organomercuriais. A partir da oxidacdo dos pterocarpanos com DDQ em THF a
temperatura ambiente (da Silva, 2004) seguida por hidrogendlise dos grupos de

protecao, foram obtidos os cumestanos (4) (esquema 3).

11
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" JCO
KOH/THF
O

[ 2)HCI20%
RO 1 AmcPB ROD/OH
CH,CI (50-65%)
R Z2 R (AcO),Hg °
16 CILi/MeOH +
(70-85%) HoCl
g A
_
HO
15
(70-85%)

PdCI,/LiCl

_—

1)DDQ/THF

2)H,/Pd-C

(50-60%) (80-90%)

Esquema 3: Sintese de pterocarpanos, cumestanos e de seus intermediarios chave

cromenos e cloro-organomercuriais

O método possui alguns inconvenientes, como a utilizacdo de
organomercuriais, intermediarios muito toxicos, além da necessidade de quantidades
estequiométricas de PdCI, para realizar o acoplamento de Oxa-Heck, na etapa chave

da sintese.
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Il. OBJETIVOS

Tendo em vista as atividades farmacoldgicas apresentadas pelos cumestanos
preparados no LQB,, o trabalho tem como objetivo obter novas substancias
estruturalmente relacionadas que pudessem ser obtidas de forma mais simples e atuar
de maneira semelhante. Foram escolhidos para tal, dois grupos de compostos (figura
8), os derivados do tipo 1: benzofuranoquinolinas (18-21) e derivados do tipo 2:

benzopiranoquinolinas (22 e 23).

18 R'=R%=CH;CO;R*=R*=CHj3 22 R=CH3CO
19 R'=R*R*=CH;COR"=CHj 2 R=H

20 R'=R%=H;R3=R*=CHj3

21 R'=R%R3=H;R*=CH3

Figura 8: Benzofuranoquinolinas e Benzopiranoquinolinas

As quinolinas do tipo 1 e do tipo 2 sdo planares e apresentam alto grau de
sobreposi¢cao com os cumestanos. Possuem distancias entre os grupos funcionais e os
substituintes oxigenados muito semelhantes as distancias observadas no esqueleto dos
cumestanos (figura 9). Por exemplo, tanto as quinolinas tetraciclicas quanto os
cumestanos apresentam uma distancia em torno de 4,80 A entre o substituinte na
posicao 3 e o oxigénio do anel B; Entre o sitio basico do anel C e o substituinte do anel
D dos trés esqueletos ha uma distancia em torno de 4,85 A. As quinolinas possuem,
entretanto, um atomo de nitrogénio basico no anel C que € um aceptor de ligacéo de
hidrogénio mais forte que o atomo de oxigénio presente no anel C da estrutura dos
cumestanos. Esta modificacdo molecular pode levar a maior afinidade pelo receptor

quando esta regido da molécula nos cumestanos estiver envolvida em uma interagéo
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por ligacdo de hidrogénio, como é o caso da interacdo com a replicase do virus da
hepatite C .(Kaushik-Basu, 2008).

Derivados

tipo 1 tipo 2

Sobreposicao das estruturas do Sobreposicao das estruturas do
CUMESTANO e derivado tipo 1 CUMESTANO e derivado tipo 2

Figura 9. Comparacao da estrutura dos cumestanos com as quinolias tetraciclicas

Tendo a sintese e avaliagdo bioldgica de quinolinas como objetivo principal
desta dissertagdo, € pertinente tecer alguns comentarios sobre a importéncia desse
grupo de alcaldides, no que diz respeito as atividades farmacoldgicas apresentadas e

os principais métodos de sintese encontrados na literatura.
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ll. ALCALOIDES QUINOLINICOS

lll.1. Aspectos gerais

As quinolinas sao alcaléides amplamente distribuidos em varias espécies
vegetais, animais e de fungos. Possuem diversas atividades biologicas dentre elas
antimalarial, antitumoral, antiparasitaria, inseticida, antiasmatica, antibacterial e anti-
inflamatoria (Yang ,2007). As quinolinas s&o, portanto, uma classe de alcal6ides muito
ampla, subdividida em familias com diferentes caracteristicas estruturais, tendo em

comum o nucleo quinolinico (24) (figura 10).

24

Figura 10. Ndcleo quinolinico

Cada familia de quinolinas possui caracteristicas préoprias de atividade
biolégica, conferindo a esta classe um amplo potencial terapéutico. Ha também uma
grande diversidade estrutural entre as quinolinas. Produtos naturais de caracteristicas
diferentes possuem o nucleo quinolinico (24) em seu esqueleto, podendo estar
conjugado a um anel furanico como a dictamina (27) ou substituido por um grupo
alquila como a cusparina (28) ou um sistema amino biciclico (25), ou ainda estar
inserido num sistema tetraciclico (29) ou pentaciclico (26). A Tabela 4 mostra exemplos
representativos de diferentes familias estruturais, sua ocorréncia e atividade biolégica
(Openshaw,1960).
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Tabela 4.Exemplos representativos de diferentes familias estruturais de quinolinas.

Familia Ocorréncia Atividade Exemplo

Estrutural biolégica

Aminoquinolinas Espécies do Antimalarial
género
Cinchona
X O
)N
Camptoteca N \ /
Pirroloquinolinas acuminata Antitumoral 26 O
OH O
Camptotecina
OCH,
Furoquinolinas Algumas z TN
. N\
espécies de N™ O oy
Rutaceas Dictamina
Alquilquinolinas ri . -
quiiqg Cusparia Leishmanicida
trifloriata Tripanossomial
O o
: Penicillium -
Quinolonas L Inseticida | N
citrinum
N
H
Quinolactacida
29

As diferencas estruturais entre as quinolinas refletem diferentes origens

biossintéticas ou modificagbes a partir de precursores comuns (esquema 4).
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Pirroloquinolinas pentaciclicas, como a camptotecina (26) e aminoquinolinas como a
quinina (25) sdo de origem biossintética mista. Possuem em comum o precursor de
origem mista estrictosidina (33). Este precursor resulta da reacdo de Mannich entre a
secologanina (32), monoterpeno derivado da via do mevalonato, e a triptamina (31),
produto da descarboxilagdo do triptofano (30), aminoacido da via do chiquimato(lsaac,
1987).

Determinadas transformagbes da estrictosidina (33) dao origem as
aminoquinolinas da cinchona. Estas transformagdes ocorrem através de varias reacdes
e resumem-se em rearranjo do sistema indélico a um sistema quinolinico, e modificacao

da porcao iridéide a um sistema aminobiciclico.

Na biossintese da camptotecina o intermediario 33 sofre outras modificacdes.
Seu sistema inddlico 6-5-6 B-carbonilico sofre expansao do anel B gerando um sistema
pirroloquinolinico 6-6-5. Ja a porc¢éao iridoide praticamente permanece intacta e origina o

anel E das pirroloquinolinas pentaciclicas.

CO,H
NH
\ NH2 \ 2
N N ’
30
31
_ Triptofano Secologanina
Via do Chiquimato via do Mevalonato
2 O
N
=
N \ J
O
MeO,C
OH O
33 29
(-)Quinina R=H
Estrictosidina Camptotecina

Esquema 4. Biossintese da camptotecina e da quinina
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Os alcaldides quinolinicos derivados do acido antranilico ocorrem em plantas da
familia Rutaceae e sao exemplificados pelas furoquinolinas (38). O antraniloil CoA (34)
age como unidade de partida e a reagédo de Claisen com uma molécula de Malonil-CoA
aumenta a cadeia lateral no intermediario (35). Uma extensao deste processo fornece
os alcaldides acridinicos (36) que ocorrem com as furoquinolinas. A formagao de amida
gera o sistema heterociclico, cujo tautémero 4-hidroxiquinolona (37) é favorecido. Este
€ C-alquilado na posi¢ao 3 por uma unidade isoprénica, que da origem ao anel furanico
(esquema 5). (Dewick, 2002)

@] R,
o
YR
Me R4
Alcaldides acridinicos
36
” 2 MalonilCoA
Via do acetato
2 MalonilCoA OH
O o
COSCoA §
NH O—» Z
N OH
2
34 NH, SCoA E ©
Antraniloil CoA 35
Via do Chiquimato
OH
OMe OH
X
Z
NN - X
_ . - N o
R; N N O /K/\ H
R. H OPP 37
38
Furoquinolinas DMAPP

Via do Mevalonato

Esquema 5. Biossintese das furoquinolinas
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lll.2. Atividade farmacolégica de quinolinas

lll.2.a. Atividade antimalarial

As quinolinas com atividade antimalarial ocorrem em espécies do género
Cinchona, familia Rubiaceae, principalmente nas espécies C. succirubra, C. ledgeriana
e C.calisaya. Os alcaloides majoritarios destas espécies sdo as aminoquinolinas quinina
(25) seu derivado metoxilado cinchonidina (39) e os enantidmeros quinidina (40) e
cinchonina (41) (figura 11). Em 1630 essas plantas foram descobertas na América do
Sul e as cascas de seus caules e raizes passaram a serem usadas para o tratamento
da malaria. Durante um grande periodo a América do Sul foi o principal fornecedor da
droga. Até que o cultivo da cinchona foi estabelecido em varias partes do mundo.
(Dewick, 2002).

25 (-)Quinina R=H 40 (+)Quinidina R=H
39 (-)Cinchonidina R=OCH, (+)Cinchonina R=OCHj

Figura 11. Alcaléides maijoritarios da cinchona

A malaria € um dos mais graves problemas de saude do mundo, atingindo
principalmente paises de clima tropical e subtropical. A doenga € transmitida pela
picada de mosquitos do género Anopheles que inocula no homem o parasita causador
da malaria, sendo as principais espécies o Plasmodium falciparum e P.vivax. Durante a
fase eritrocistica do ciclo de vida do parasita, ele utiliza a hemoglobina humana como
fonte de aminoacidos. O subproduto da digestdo da hemoglobina é o grupo HEME,

ferroprotoporfirina IX (42) (figura 12) toxico ao parasita. Para que ele seja detoxificado
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pelo parasita, forma-se o dimero cristalino hemozoina ou pigmento malarial. As
quinolinas antimalariais atuam inibindo a formagdo do hemozoina, permitindo que o
HEME permaneca no vacuolo digestivo do parasita, resultando em sua morte
(Casabianca,2006).

—
N
N
HO -
© O
42

Figura 12. Fe(lll) PPIX

As 4-aminoquinolinas das quais se destaca a cloroquina (43) se mantiveram
nos ultimos cinquenta anos como tratamento de escolha da malaria, por serem baratas,
bem toleradas e altamente eficazes na auséncia de resisténcia parasitaria (Hawley,
1996). A introducéo de outros analogos sintéticos (figura 13) se deve ao surgimento de
cepas resistentes a cloroquina. Entre as 4-aminoquinolinas se destaca a mefloquina
(44) embora este analogo n&o seja bem tolerado, causando disturbios gastro-
intestinais. As 8-aminoquinolinas (45-48) representam uma alternativa util no tratamento
de cepas resistentes, podendo a primaquina (45) atuar também sinergisticamente com
a cloroquina bloqueando o mecanismo de transporte de cloroquina, mecanismo de

resisténcia desenvolvido por cepas do Plamodium falciparum (Bray, 2005).
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HNJ\/\/NEtz

MeO

X
X
~
7 N
Cl N NH
43 2
45
Cloroquina Mefloquina Primaquina
CF
? S
=
N Me AN
O Me NH
MeO HZN/\/\( N7 Me
AN
NH,
—
N OMe
NH 47 48
HZN/\/\(
46 8-(4-amino-2-metilbutilalimo) 8-amino-2-metil-quinolina
2-metil-quinolina 10 uM
Tafenoquina 5uM H
1,95uM

Figura 13: Agentes antimalariais 4-aminoquinolinas e 8-aminoquinolinas sintéticas e os valores de ICsq
para inibigdo do crescimento do Plasmodium falciparum

O desenvolvimento de resisténcia e a alta toxidez dos antimalariais levou
também a reintroducdo da quinina e a sintese de moléculas hibridas como as B-
carbonilas quinolil substituidas 49,50 e 51 (figura 13) muitas vezes mais potentes que a

cloroquina (Gupta, 2008).

49 R=CH(CHj3), 0,05 pMm
50 R=CHj; 0,06 uM
51 R=CH,CH; 0,11 pM

Figura 14. Atividade (IC5o) de antimalariais hibridos: R-carbonilas quinolil substituidas
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l11.2.b. Atividade antitumoral

A Camptoteca acuminata (Nyssaceae) uma arvore nativa da China e do Tibet,
tem sido extensivamente utilizada na medicina tradicional chinesa. Dos extratos de suas
sementes, cascas e folhas Monroe e Wani isolaram, em 1958, o potente agente
antitumoral camptotecina (26) (figura 15) (Wall, 1966). Foi mostrado que a camptotecina
inibe a sintese de DNA via inibigdo da cissdo da fita dupla e religagdo de nova fita, logo
cessa a duplicacdo do DNA durante a fase S do ciclo, resultando em morte celular. Este
processo € catalisado pelas enzimas topoisomerase | e Il, que formam com o DNA um
complexo binario. A camptotecina (CPT) se liga a este complexo gerando um complexo

terciario interrompendo o processo de duplicagdo (Thomas, 2004).

Os primeiros estudos realizados com a CPT evidenciaram uma consideravel
atividade antitumoral em animais tratados com células leucémicas L1210 ou P388,
quando doses entre 0,5 e 4,0mg/kg eram administradas, além de uma elevada

atividade na inibicdo de tumores solidos (Granada, 2007).

Posteriormente, estudos demonstraram que a CPT inibia o crescimento das
células endoteliais humanas in vitro e possuia atividade antiangiogénica in vivo,
provocando uma inibigao de cerca de 30% no crescimento vascular. Estas observagoes
indicaram que além da atividade citotoxica, a CPT apresenta uma atividade antitumoral

indireta, por meio da inibicdo da angiogénese (Clemente, 1999).

Em ensaios clinicos a CPT mostrou amplo espectro de atividade antitumoral,
mas sua toxicidade e baixa solubilidade foram problemas para seu uso. Outro
impedimento para seu uso terapéutico é a baixa estabilidade de sua forma ativa em pH
fisiologico. Ha evidéncias de que a manutengao do anel lacténico de 26 é crucial para a
atividade antitumoral. Sendo assim, em pH fisiolégico, o predominio da forma

carboxilada diminui consideravelmente a atividade (Hertzberg, 1989).
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IC50=0,8 uM

Figura 15. Atividade da camptotecina

Atualmente, devido as limitagbes ao uso terapéutico de 26, ja foram
desenvolvidos analogos sintéticos (figura 16) com agao em diferentes tipos de céancer.
Os analogos sintéticos 9-aminocamptotecina (52) e os derivados soluveis em agua,
topotecan (53), irinotecan (54), assim como a sua pro-droga 10-hidroxi-7-etil-
camptotecina (55) mostraram boas respostas em varios tipos de céncer e sado farmacos

utilizados em cancer de ovario e colo retal (Thomas, 2004)

9-Amino-camptotecina Topotecan

0,9uM 1,1uM

HO

7]/(')
O
54
100puM 1,1uM
Irinotecan 10-Hidroxi-7-etil-camptotecina

Figura 16. Atividade antitumoral (ICso) de analogos sintéticos da camptotecina
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Na primeira metade do século XX foram investigados os componentes de
algumas espécies de rutaceas, dentre elas Dictamus albus, Skimmia japonica, Fagara
coco, Acronychia baueri. Diversos estudos de caracterizagcdo e elucidacédo estrutural
identificaram como componentes majoritarios destas espécies (figura 17) os alcaldides
dictamina (27), esquimmianina, fagarina e acronicidina (56-58), além do alcaloide

acronidina (59) que ocorre junto com as furoquinolinas nas rutaceas (Openshaw, 1960).

27 Dictamina R1=R2=R3=H

56 Fagarina R1=R;=H R,=OMe
57 Esquimmianina R4=R,=OMe R3=H 59
58 Acronicidina R{=R,=R3=OMe

Acronidina

Figura 17. Furoquinolinas isolados das rutaceas D. albus, S.japonica, F. coco e A.baueri

Hoje sdo conhecidas suas varias propriedades farmacolégicas como
antimicrobiana, antiviral, mutagénica e citotdéxica. As furoquinolinas fagarina (56) e
esquimmianina (57) mostraram citotoxidade contra a linhagem de célula leucémica
murina P-388 (EDsg < 4uM) (Michael, 2007).

lll.2.c. Atividade antiinflamatoria

A evolitrina (60), quinolina isolada de Evodia lunu-ankenda e seu analogo
sintético (61) (figura18) foram testados quanto a atividade antiinflamatéria e inibiram
edema induzido em ratos, sendo 60 o composto mais efetivo, apresentando uma

inibicdo de 57% numa dosagem de 20mg/Kg (Michael, 2007).
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OMe R3
R
X N\ 1 X A\
~ ~
MeO N~ O R, N~ O

Evolitrina R'=H,0Me;R2=0OMe,0Bn,Me; R3=NHX,NX.,...

60 61

Figura 18. Alcaldide natural evolitrina e analogos sintéticos de atividade antiinflamatoria

A quinolona evocarpina (62), isolada da rutacea Evodia rutaecarpa, e analogos
sintéticos (63-66) (figura 19) apresentaram atividade inibidora da biossintese de
leucotrieno em bioensaios com granuldcitos polimorfonucleares humanos (Michael,
2007).

N R

|
OMe Me
62 R=(82)-(CH2);CH=CH(CHy)sCHzo(Evocarpina)
63 R=(CH,)g CHs3;
64 R=(62)'(CH2)5CH=CH(CH2)3CH3
65 R=(4Z,7Z)'(CH2)3CH=CHCH2CH=CH(CH2)4CH3
66 R=(62.92)-(CHg)sCH=CHCH,CH=CH(CHg)sCH

(ICs0 12,1, 10,0, 10,1, 14,6 e 12,3 pM, respectivamente)

Figura 19.Quinolona natural evocarpina (62) e analogos sintéticos (63-66)

lll.2.d. Agcao Leishmanicida e antitripanossomial

A casca da Angostura é a droga seca obtida de espécies de rutaceas. Em
meados do século XVIII era utilizada no tratamento de febres e posteriormente como
tbnico e estimulante do apetite. A presenga de alcaléides na planta foi primeiro
observado por Korner e Bohringer, que isolaram em 1883 as alquilquinolinas quinaldina
(67), cusparina (28) e galipina (68). No inicio do século XX, varias quinolinas
substituidas por grupos alquil foram isoladas, das quais se destaca a galipolina (69)

(Openshaw, 1960) (figura 20). Atualmente varias quinolinas sintéticas mono e di alquil e
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alquenil substituidas (70) (figura 21) estdo sendo testadas quanto a suas atividades
leishmanicida e anti-tripanossomial, apresentando amplo espectro de atividade contra

diferentes espécies destes protozoarios (Fakhfakh, 2003).

OCH,

28

67 Cusparina

Galipina

OCH Galipolina OCH
68 3 3

69

Figura 20. Alcal6ides naturais da angostura

\
\

70

Trypanossoma brucei
4uM

Figura 21. Analogo sintético e sua atividade tripanossomidal(ICso )
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lll.2.e. Atividade inseticida

Recentemente quinolinas biologicamente ativas foram isoladas de fungos. Por
exemplo, a quinolactacida (29), uma quinolona (figura 22) foi extraida da fermentagao
de Penicillium citrinum, fungo isolado de soja japonesa. Este composto mostrou
excelente atividade inseticida contra Myzus persicae (pulgao-de-pessegueiro), afideo
que se alimenta da seiva da planta, induzindo em 88% sua mortalidade numa

concentragédo de 250ppm (Michael, 2007).

Quinolactacida
29

Figura 22. Quinolina com atividade inseticida, isolada de fungos

lll.3. Sintese de quinolinas

As quinolinas sao a maior classe de alcaldides e possuem um grande potencial
terapéutico. A importéncia destes produtos naturais na quimica medicinal tem motivado

o desenvolvimento de metodologias sintéticas desde 1800 (Theeraladanon, 2004).

111.3.1. Métodos Classicos de Sintese

Nas principais metodologias de construgédo do nucleo quinolinico, sao utilizados
como precursores substancias carboniladas que condensam com compostos
aromaticos substituidos por grupo amino. Estes métodos, desenvolvidos na segunda

metade do século XIX por Combes, Skraup, Docbner-Miller, Friedlander e Pfitzinger,
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sdo sumarizadas neste item e permitem a sintese de quinolinas com diferentes padroes
de substituicdo (Manske, 1942).

111.3.1.a. Sintese de Combes

Em 1882 Combes desenvolveu um método eficiente de obtencédo de quinolinas
2,4-alquil-substituidas (72). A condensacdo de arilaminas com 2,4-dicetonas sob
aquecimento fornece uma p-amino-enona (71). Este intermediario é entéo ciclizado com
acido concentrado. A ciclizagao € uma substituicao eletrofilica intramolecular na amino-

enona O-protonada, seguida por perda de agua (esquema 6) (Born, 1972).

“)

cH, 95°C
71
R Hg\ CH, R CHs
s - HO N
—

N CH3;
HJ&O

Esquema 6. Sintese de Combes

O método foi aplicado a sintese da 3-hidroxi-6-metoxiquinolina (77),
intermediario na sintese total da dinemicina (78) (esquema 7), antibidtico isolado da
fermentagcdo de Micromonospora chersina, com agao em bactérias Gram-positivas,

além de apresentar atividade antitumoral (Magnus, 1997).
O O-sddionitromalonodialdeido (74) foi condensado com p-anisidina (73) para

fornecer a enamina 75. A ciclizacdo de 75 foi realizada em &acido acético com

quantidades cataliticas de tiofenol. O tiofenol acelera a reagcdo e presume-se que
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equilibre os isdbmeros E/Z da enamina facilitando sua ciclizacdo e formagao da quinolina
76. Esta, ap6s etapas de reducado, diazotacdo e hidrdlise forneceu a 3-hidroxi-6-

metoxiquinolina (77), precursor da dinemicina.

74
NO
NH z 2
2 Nao/\w,NO2 N N—No, N
0
OHC HC\\O AcOH/PhSH 48%
- . -

CasO,

OMe 100°C OMe OMe
73 75 76

NF OH
1-SnCl,/HC1 86%
—_ —_—
2-NaNO,/H,SO, 95%
OMe
77

Esquema 7.Método de Combes aplicada a sintese do antibidtico Dinemicina

l11.3.1.b.Sintese de Skraup

Método idealizado por Skraup em 1880 para obtengdo de quinolinas nao
substituidas no anel heterociclico. Na etapa chave, arilaminas reagem com acroleina na
presenca de um agente oxidante fornecendo quinolinas. No exemplo abaixo, anilina
(79), acido sulfurico concentrado, glicerol e um agente oxidante sdo aquecidos juntos. O
glicerol gera a acroleina (80) in situ, a qual 79 se adiciona de forma conjugada, gerando
o intermediario 81. A ciclizag&o por catalise acida produz a 1,2 diidroquinolina (82), que
€ entao desidrogenada pelo agente oxidante fornecendo a quinolina 83 (esquema 8)
(Manske,1942).
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Glicerol, H,SO, o
(@] -
a, 5 S ) == Q0| - OO
=
NH2 0% N N N
H

- 81 82 - 83

Esquema 8: Sintese de Skraup

Outras condicdes reacionais podem ser utilizadas (esquema 9). Na sintese da
6-metoxi-8-nitroquinolina 86 (Yale, 1948) foi utilizado acido fosférico concentrado e 3-
etoxi-propionaldeido 85 para gerar acroleina in situ e acido arsénico como agente

oxidante.

85
MeO 1-H;PO, conc MeO XN
-
=
NH, OH N
NO, 2- HO-As"OH NO,

O
60%

86

84

Esquema 9: Sintese de Skraup com diferentes condi¢des reacionais

111.3.1.c. Sintese de Doebner-Miller

Desde a sua descoberta em 1881, a reacdo de Doebner-Miller tem sido utilizada,
principalmente, na sintese de quinaldinas substituidas.E considerado uma variagéo do
método de Skraup, ja4 que ocorre substituicdo nucleofilica de amino-aromaticos em
compostos carbonilados ao,p-insaturados. Porém, necessita de condigbes reacionais
mais brandas. Possui alguns inconvenientes e entre os métodos classicos apresenta os

menores rendimentos, sendo comum a formacgao de sub-produtos. No exemplo abaixo
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(esquema 10) uma série de quinaldinas 6,7 e 8 substituidas (90) foram obtidas a partir
da adicdo de crotonaldeido (88) as respectivas anilinas 4,3 e 2-substituidas (87)
(Leir,1977).

88
O
1) /:/:O
' o x | N
@ .
NH 3 85% N" CHsl el NHCI 7 CH;,
2 (85%) H Teznc, —— 12550 :
= (1]
87 2)0,5-4h ref-luxo Complexo R=H,F,CI,Br,CH;,0CH;
3) Zncly anidro  Quinaldina HCI- 1/2 ZnCl FALBEE S
4)3N HCI 80 9

Esquema 10. Método de Doebner-Miller para sintese de quinaldinas

O método foi utilizado na formacado do anel C na sintese total da metoxatina
(95) (esquema 11), que é a cofator da alcool-desidrogenase presente em bactérias
metilotrépicas. A partir da 2-metoxi-5-nitro-anilina, disponivel comercialmente foi obtido
o0 amino-indol 91. A adigédo do terceiro anel foi realizada pelo método de Doebner-von
Miller. A solugdo de 91 foi adicionado 1,5 equivalentes de oxa-di-metil-glutaconato (92).
Durante a primeira etapa da reacdo o grupo amino de 91 se adiciona a porgao
conjugada de 92, (no carbono 3 da fung&o cetbnica). A ciclizagdo ocorre fornecendo o
piperidinol 93. A desidratacdo e aromatizagao de 93, por meio de adi¢ao catalitica de
acido, origina o nucleo quinolinico do produto triciclico 94 intermediario chave na

sintese total da metoxatina (95) (Corey,1981).
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H;CO,C
H,CO,C

H,CO,C 92
JN\H

1)CH,Cl; 24h
NH, 2)adigdoHClcat10h

OCH,

91

Esquema 11. Método de Doebner-Miller aplicado a sintese do co-fator Metoxatina

111.3.1.d. Sintese de Friedlander

Desenvolvido por Friedlander em 1882, € um dos mais importantes métodos de
obtencao de quinolinas. Na sua forma original, a reagao de Friedlander ocorre entre
aldeidos o-aminoaromaticos (96) e um aldeido ou cetona (97) que condensam sob
catalise basica (esquema 12). Desde a sua descoberta, a reagdo tem sido estendida a

outros substratos, incluindo orto-amino-cetonas aromaticas e compostos heterociclicos
(Yang, 2007).

Aq KOH
B M
Ej\/\o £ refluxo ©\/j e
) —_—
NH; N/ Me

71%

96 97

Esquema 12: Sintese de Friedlander
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Entre suas aplicacdes destaca-se a sintese de benzofuranoquinolinas sintéticas

com propriedades antitumorais (Luzzi, 1994) e da camptotecina (Du, 2003)

lll.3.1.e. Sintese de Pfitzinger

Método desenvolvido por Pfitzinger em 1886. E um método util para a obtengéo
de quinolinas 4-carboxiladas (101) (esquema 13). Trata-se de uma reagdo muito
semelhante a reacdo de Friedlander, porém isatinas, como 98, sao utilizadas como
material de partida. A hidrélise de isatinas em meio basico e a temperatura ambiente
origina o orto-aminoarilglioxilatos (99). Estes intermediarios, de modo semelhante ao
que ocorre com aldeidos orto-aminoaromaticos na rea¢ao de Friedlander, condensam

sob aquecimento com a cetona (100) fornecendo a quinolina carboxilada (101).

- +
CO, k CO,H
AqKOH  \f Me "\ OCH,
o O 100°C )
J /
NH, ’ N~ Ph
O™ “pp 73%
98 99 100 101

Esquema 13. Sintese de Pfitzinger

O método foi utilizado na sintese de uma série de acidos cinchoninicos 2,3-
dissubstituidos (104) (esquema 14) a partir de quantidades equivalentes de 98 e alquil
(ou fenil) propoxicetonas (103) . Um dos produtos, o acido 2-fenil-3-propoxicinchoninico
(105) foi aquecido em meio acido e apds neutralizagdo forneceu a 3-hidroxi-2-fenil-
quinolina (106) (Henze, 1948).
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o COOH COOH
OC;H;  1)KOH 33% OC;H;
o i EtOH100°C e
=
N 2)ACOH N°OR
. 20-64%
102 103 R=C,H3;(CH;),CHg;
(CH2)CH(CH3),;CgHs...

104

OH
1)HCIM75° O N
~
—» N

2)NaHCO; 95% O

106

Esquema 14. Aplicagdo do método de Pfitzinger

lll.3.2. Sinteses aplicadas a quinolinas biologicamente importantes.

111.3.2.a. Sintese de antimalariais

Métodos modernos de sintese de aminoquinolinas, sob catalise de metais de
transicdo como ruténio tem sido investigados. Foi desenvolvido um método de sintese
de intermediarios chave de agentes antimalariais como a quinina, o hibrido 1-fenil-2-
palmitoilamino-3-morfolino-1-propanol-quinina (PPMP-quinina) e a cloroquina. Neste
meétodo os produtos sao obtidos a partir de matérias-primas disponiveis comercialmente
como acido antranilico, o-isopropenilanilina e o-aminoacetofenona dos quais derivam
o,m-dienos que na etapa chave da sintese sofrem fechamento do anel por metatase
mediada pelo catalizador de Grubb 107, um carbeno de ruténio, gerando o nucleo
quinolinico adequadamente substituido, importantes precursores de agentes

antimalariais (Theeralanon, 2004).
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lll.3.2.a.1. Sintese de 4-metil-6-metoxiquinolina

O precursor 2-isoprenil-4-metoxianilina (108) apds acetilado foi alilado com
brometo de alila na presenca de hidreto de sédio fornecendo o a,» dieno 110, que
através de fechamento metatese do anel com catalizador de Grubb (107) forneceu a
diidroquinolina 111(esquema 15). O grupo acetil foi removido fornecendo a 4-metil-6-

metoxiquinolina (112), intermediario-chave na sintese da quinina(Theeralanon, 2004)..

Mes—N_. N-Mes

Ph
Cl,
u:/
Cl" |
PCY3
107
MeO McO MeO
AC.O NaH CH,CI,
c _NanA »
NH > ANF
2 NHAc P4 N 50°C,1h
Br A 98%

MeO

X MeO N
—b
NaOH Z
| MeOH N
Ac 112
" (-)Quinina
17

Esquema 15: Sintese da 4-metil-6-metoxiquinolina

lll.3.2.a.2. Sintese da 4-hidroxi-6-metoxi-quinolina

A 2-amino-5-metoxiacetofenona (113) foi tosilada e entao alilada fornecendo
114. Este foi convertido ao silil-enol éter 115 que sofreu a metatese catalisada por 107.

A 1,2diidroquinolina 116 formada foi desprotegida dos grupos silil e tosil, fornecendo a
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4-hidroxi-6-metoxi-quinolina (117) (esquema 16), intermediario chave para obtengao do

potencial agente anti-malarial hibrido PPMP-quinina (118) (Theeralanon, 2004).

o o) orss 107
R MeO TBSCI McO CHxCI>
MeO 1-TsClI —_—
. /\/ = 50°C,1h
2 NaH/ N ﬁ/\/ 90%
113 Br 7 114 Ts 115 Ts |
OMe
OH
OTBS OH
MeO X MeO K N =
—— N —— O\) NH | N
N NaOH — — = |
| MeOH N — CO(CH,) 4,CH3
TS 1 1 7 .
116 PPMP-Quinina
118

Esquema 16: Sintese da 4-hidroxi-6-metoxi-quinolina
lll.3.2.a.3. Sintese da 4,7-dicloroquinolina

A 4,7 dicloroquinolina (121), o intermediario chave para a sintese da cloroquina
(34) foi preparada em seis etapas a partir da 2-amino-6-cloroacetofenona (119) por um

método similar (esquema 17) (Theeralanon, 2004)..

J\/\/ NEt,
HN

POCI,
N Refluxo 3h N
94% NG

119 120 121 Cloroquina
34

Esquema 17: Sintese da 4,7-dicloroquinolina
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l11.3.2.b. Sintese de quinolinas antitumorais

Desde 1970 tem sido realizados testes clinicos com a camptotecina. Sua
estrutura aromatica altamente conjugada e sua excelente atividade antitumoral
motivaram estudos sintéticos deste produto natural e de seus analogos. A seguir serao
apresentadas algumas metodologias de construgdo do nucleo pirroloquinolinico

pentaciclico da camptotecina e analogos sintéticos.

111.3.2.b.1. Metodologia por construgcédo dos anéis Be C

Nesta abordagem a halopiridona 122 fornece o anel D, a fenil-isonitrila 123
fornece o anel A, e a construcao dos anéis B e C depende de reacdes radicalares entre
estes precursores chave (esquema 18). Curran sugeriu um mecanismo de anelagao

radicalar para esta metodologia (Curran, 1991).

123

H)\)j = Br /\ )\)j Me3SnSnMe3 :j
—_—

NaH,LiBr

?E
©\ /\ Ciclizagdo ©\ bj @\/ji;j
N N 5 -exo Camptotecina
/ — 3= € analogos
—

Esquema 18: Mecanismo de Curran de anelagdo radicalar na sintese da camptotecina

111.3.2.b.2. Metodologia por construcéo do anel B
A reacao de Friedlander foi muito utilizada na sintese total da camptotecina

entre 1960 e 1970 (Hutchinson, 1981). A condensagdo de Friedlander entre o-

aminoaldeidos aromaticos (124) e cetonas triciclicas (125) € um método eficiente de
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sintese de pirroloquinolinas pentaciclicas por constru¢cao do anel B (esquema 19) (Du,
2003).

TsOH,refluxo
tolueno 50%

124

Esquema 19: Sintese da camptotecina por construgao do anel B

lll.3.2.c. Sintese de quinolinas tetraciclicas sintéticas

Neste item sdo apresentados os principais métodos de obtencdo de quinolinas
tetraciclicas, estruturalmente semelhantes as moléculas alvo desta dissertagdo. A
reacdo de Friedlander € um método classico atualmente utilizado para a obtengao de
quinolinas tetraciclicas. Foi relatado na sintese de indenoquinolinas sintéticas (128)
(esquema 20) através da condensagdo em meio basico de indenonas (127) e aldeidos

o-aminoaromaticos (126) (Yang, 2007).

R; O R,
RZ H R() EtON a
" EtOH
refluxo
R; NH, R, ;
R, O

R1=R4=0CH3;R>=R3=Rs5=R7;R¢=F ou Cl ou Br;
R;=R,=R5=Rs=0CH3;R,=R;=R;=H;
R1=R4=OCH3;R2=R3=R5=R6=H;R7=Ph...

Esquema 20. Método de Friedlander de obtencédo de 11-H-indeno[1,2b] quinolinas

O método de Friedlander foi também utilizado na sintese de

benzofuranoquinolinas sintéticas (131) (esquema 21) com propriedades antitumorais
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(Luzzi,1994). Diversos analogos foram sintetizados e tiveram avaliada sua propriedade
inibitéria das enzimas DNA - topoisomerase tipos | e Il, responsaveis pela topologia
favoravel das fitas de DNA necessaria a sua replicagcdo. Os diversos analogos
sintetizados foram avaliados segundo sua atividade inibitoria in vitro em linhagens
tumorais de células leucémicas apresentando atividades fraca (Clsp 60ug/mL), fraca a
moderada (12-60ug/mL) e forte (3ug/mL).

129 ) 130

R1=H,OH,F,CI,Br,|,0CH3 OU NHjs;

R,=H,OH,0OCH; ou NH;;

R;=H,OH,0CH; NH; -OCONH; [2(5H)-3,4-dihidroxi-3-oxifuranona],
2-hidroxietoxi,2-aminoetoxi,3-hidroxipropoxi,ou aminopropoxi ou
junto com R; ou R4 metilenodioxi ou etilenodioxi;

R4=H,OH ou NH3;

Z=CH2’0 ou NH;

X1=H;

X2=H,OH,F,Cl,Br,|,0CHg;

X3=H ou OH ou X, com X3= metilenodioxi ou etilenodioxi e X;=H.

Esquema 21. Sintese de benzofuranoquinolinas e outros derivados
com atividade antitumoral pelo método de Friedlander

Por condensac&o entre diferentes cetonas aromaticas heterociclicas (132) e
orto-nitrobenzaldeidos (133), seguida por redugdo dos intermediarios orto-
nitrobenzilidenos (134), diferentes quinolinas tetraciclicas entre as quais,
benzopiranoquinolinas (135) foram sintetizadas para avaliagdo de suas propriedades
antiespasmaodicas e antihistaminicas. Abaixo € mostrado o esquema geral do método
(esquema 22) e alguns analogos (136-139), obtidos sob as mesmas condi¢gdes com

rendimentos que variam entre 47-68% (Mohanty ,1967).
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AcOH/AcOOEt HO 0.0
Refluxo/3h Zn 4h
25°C/24h N AcOH

132 134
O,N R
133 R=H (60%) R=H (40%)
R=0CH; (35%) R=0CH,; (57%)
I
~ O
A ! 7\ H;CO / \\
SHRS oY =0
R R R
R=H ou OCH3 R=H ou OCH3 R=H ou OCH3 R=H ou OCH3
136 137 138 139

Esquema 22. Sintese de quinolinas tetraciclicas sintéticas
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IV-ESTRATEGIA

No item anterior foram apresentados os principais métodos de obtencdo de
quinolinas tetraciclicas sintéticas, compostos cujo nucleo quinolinico estd conjugado a
outro nucleo heterociclico, como as indenoquinolinas (128), benzofuranoquinolinas
(131) e benzopiranoquinolinas (136) (figura 23). Foi relatado que estas substancias de
grande potencial terapéutico, estruturalmente semelhante as moléculas alvo deste
trabalho, foram obtidas pela sintese de Friedlander (Luzzi,1994) e por condensagao

alddlica seguida por ciclizagdo (Mohanty,1967).

128 131

Figura 23.Quinolinas tetraciclicas sintéticas

A abordagem proposta para a sintese das benzofuranoquinolinas e
benzopiranoquinolinas desta dissertacdo € descrita na analise retrossintética mostrada
no esquema 23. As quinolinas serao obtidas a partir da reducdo e ciclizagao de
auronas, sendo estes intermediarios gerados a partir da condensagao entre aldeidos
aromaticos contendo o grupo nitro em posigdo orto e cetonas biciclicas. Estes
precursores, obtidos a partir de materiais de partida disponiveis comercialmente,
permitem obter as moléculas alvo com os padrbes de substituigdo desejados para os

anéis AeD.
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OR? OR2 SH
RIO 0 RIO o OR?
__HA_ H
+
—~— Y,
. )
Y . O,N OR

141 R®=R*=CHj ;

1_p2_ R'=R?=H
140 R'=R"=H 142 R3=Bn R4=CH;

OR?

143 R'=R?=H;R3=R*=CH3 18 R'=R2=CH3CO:R3=R*=CHj
144 R'=R?=R>=H;R*=CH; 19 R'=R?=R3=CH;CO;R*=CHj
145 R'=R?=CH;CO;R3=R*=CHj3 20 R'=R?=H;R3=R*=CHj
146 R'=R?=R®=CH;CO;R*=CH; 21 R'=R?=R%=H;R*=CHj
R2 R?
R'O ¢) R'O ©
HA +
—— /
o OH
147 R'=R%=H
R? OCH,

148 R'=R*=H
149 R'=CH3CO R%*=H

Esquema 23. Analise retrossintética para as benzofuranoquinolinas e benzopiranoquinolinas
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A estratégia proposta segue o mesmo principio das principais metodologias de
construcdo do nucleo quinolinico. A condensacao aldolica entre aldeidos o-
nitroaromaticos 141 e 142 e as respectivas benzofuranona 140 e benzopiranona 147
em meio acido, deverao originar auronas nitrossubstituidas, 143, 144, 148, das quais
podem ser também obtidos os respectivos derivados acetilados 145, 146 e 149. A
seguir as auronas nitrossubstituidas sao reduzidas e sofrem ciclizagcdo gerando as

benzofuranoquinolinas 18-21 e benzopiranoquinolinas 22 e 23.

A abordagem proposta no trabalho apresenta uma vantagem em relagéo
ao método de Friedlander. Apesar de possuir 0 mesmo principio das metodologias
classicas de sintese de quinolinas, € possivel a obtengdo de auronas na primeira etapa
da sintese. A formacé&o destes intermediarios representa uma vantagem na metodologia
empregada ja que as auronas sao produtos naturais de reconhecida importancia na
quimica medicinal devido as suas diversas atividades bioldgicas, entre elas atividade
analgésica (Lawrence, 2003) inibidora da tirosinase (Okombi, 2006),antioxidante

(Venkateswarlu,2004), antitumoral e citotoxica (Dimmock, 2002).
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V-RESULTADOS E DISCUSSAO
V.1. Resultados quimicos

O método utilizado para a obtengao das moléculas alvo desta dissertacao, ja
havia sido descrito para a obtengao da quinolina 150 (Shi, 2003) como mostra a analise

retrossintética (esquema 24).

OCH;
() o
2, = CLE 0 el
OCH,4 O
OCH,

150 152 151 141

Esquema 24. Analise retrossintética para obtengao da quinolina 150

As reagdoes foram testadas em um estudo anterior realizado em nosso
laboratério. Foram utilizados como precursores o nitroaldeido 141, obtido por nitragao
do 3,4-dimetoxi-benzaldeido, e a alfa-tetralona 151, disponivel no laboratério. Foram
testadas sem sucesso diferentes condi¢gdes para a condensacgao alddlica (Okombi,
2006; Thomas, 2003; Venkateswarlu,2004), listadas na tabela 5. O melhor resultado foi
alcancado sob catalise de acido cloridrico concentrado e quantidades equivalentes dos
materiais de partida 151 e 141 dissolvidos em acido acético glacial (esquema 25). O
produto 152, obtido com 55% de rendimento, foi utilizado bruto na etapa de redugéao-
ciclizagao.

OCH;,

o OCH,
©;; _ H00 f HCUCH:COM O‘ O
O

H,CO NO, 90°/1 2h 0,

55%
141 152

Esquema 25. Obtengao da aurona 152 na etapa de condensacao alddlica
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Tabela 5: Condicbes testadas na etapa de condensacgao alddlica:

Acido/Base Solvente Temperatura/Tempo de reagao
KOH 50%(Okombi,2006) MeOH 60°C/6h
KOH 50% H,O 60°C/24h
KOH 50% H>O 100°C/6h
NaOH50%(Thomas,2003) EtOH 90°C/72h
Ac,0 (Venkateswarlu,2004) Ac,0O 90°C/2h
H2SO495% AcOH 90°C/72h

Al,O3; (Lawrence,2003) CH.Cl, 25°C/overnight

Na etapa de reducao, o melhor resultado foi alcangado com a utilizagao de 3,9
eq de ferro numa mistura H,O / EtOH sob catalise de cloreto de ambnia (esquema 26)
(Li,1995). Foram também testadas duas diferentes condigdes reacionais: hidrogenacgao
catalizada por Pd/C 10% (Li, 1995) e reduc¢ao por NaBHy4, cloreto de niquel Il. As duas

reacdes levaram a uma mistura complexa de produtos.

@
OCH;  Ee/NH,CI z

H,O/EtOH |

A

O

—_— N NS
78°/1h
NO, 84% O OCH,
OCH;,
152 150

Esquema 26. Etapa de redugao para obtengao da quinolina 150

Tendo sido estabelecido alguns parametros quimicos com o estudo modelo
apresentado acima, o trabalho foi iniciado com o preparo dos materias de partida 140,
141, 142, 147 em escala de multi-gramas. Para a obtengéo dos nitroaldeidos 141 e 142
que fornecerao o0 padrdo de substituicdo adequado ao anel D das

benzofuranoquinolinas (18-21) e benzopiranoquinolinas (22 e 23), foram usados como
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materiais de partida os respectivos 3,4-dimetoxi-benzaldeido (153), disponivel
comercialmente, e 3-benziloxi-4-metoxibenzaldeido (154), previamente preparado no

laboratdrio a partir da benzilagdo da isovanilina (Lisowski,2004).

O 3,4-dimetoxi-6-nitrobenzaldeido (141) foi obtido com 93% de rendimento
quimico, apds tratamento de 153 com acido nitrico fumegante em CH3Cl a 0°C (Murphy,
1985) (esquema 27). O 3-benziloxi-4-metoxi-6-nitrobenzaldeido (142) foi obtido em 79%
de rendimento por adicdo de 154 a uma solugéo 68% de acido nitrico (Patteux,2006). O
término das reagdes foi indicado por CCF e os produtos caracterizados por RMN "H
revelando a presenca de 2 hidrogénios aromaticos (simpletos em aproximadamente
7,40 e 7,70ppm), confirmando dessa forma a substituicdo do hidrogénio da posigdo C6
dos aldeidos de partida pelo grupo NO..

o )
1 OR!
ﬂ
ORZ CHCI3/0°C 02N ORZ
153 R'=R?=CHj; 141 R'=R?=CH; 93%
154 R'=Bn,R?=CHj; 142 R'=Bn,R%=CH3 79%

Esquema 27. Obtencao dos nitroaldeidos 141 e 142

A 6,7-diidroxi-benfuran-3-ona (140), foi sintetizada a partir do pirogalol (155)
segundo as condi¢gbes descritas por Venkateswarlu, 2004 (esquema 28). A reacao de
acilacao de Friedel Crafts entre o pirogalol (155) e o acido cloroacético, catalisado por
BF3, forneceu o intermediario 2-cloro-(2°,3’,4’-triidroxifenil)-etanona (156), com 55% de
rendimento quimico. O intermediario (156) foi ciclizado para obtengdo do produto
desejado, empregando-se o acetato de sddio como base, sob refluxo em etanol por 6
horas. Tal procedimento gerou a benzofuranona 140 com 85% de rendimento quimico
bruto. O produto foi confirmado por RMN 'H revelando simpleto em 4,64ppm

correspondente aos Hs metilénicos com integracdo relativa a dois hidrogénios, sendo
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também observado sinal relativo a hidrogénios aromaticos acoplando em orto
(J=8,4Hz).

OH OH OH

CICH,CO,H CH3CO,Na
HO OH  BFJEt,0 HO OH Et,0 HO O
—_ S
3h/65°C o 6h/6s°c
55% 85% O
O
155 156 140

Esquema 28. Obtencao da benzofuranona 140.

A benzopiranona 147 foi obtida tendo como material de partida o resorcinol
(157), empregando-se as condi¢des descritas por Koch, 1994 (esquema 29). A reagao
de acilagcao de Friedel-Crafts do resorcinol com o acido 3-cloro-propiénico, forneceu o
produto 3-cloro-(2’,4’-diidroxifenil)-propanona (158) em 85% de rendimento quimico,
utilizado-se como catalisador o acido trifluormetanossulfénico (trifico). O intermediario
(158) foi ciclizado em meio basico, sendo inicialmente adicionado a uma solugdo de
NaOH 2M. A reacao foi monitorada por CCF. Ao término da reacdo, a solucéo foi
neutralizada com solu¢cao 6M de H,SO,4, formando-se o produto 7-hidroxi-benzopiran-4-
ona (147) com 60% de rendimento. O produto foi confirmado por RMN "H. A integracéo
relativa mostrou a presengca de trés hidrogénios aromaticos, apresentando os
acoplamentos em orto e meta esperados. Na regido de hidrogénios alifaticos, o
espectro revelou dois tripletos com acoplamento de 6,3Hz e deslocamentos quimicos
em 2,81 e 4,51ppm, correspondentes aos metilenos de hidrogénio a a carbonila e de

éter, respectivamente.
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CI(CH,),CO,H

HO OH CF3SO3H HO OH 2h/25°C
—_— —_—
30m/80°C Cl H,80,6M/5°C
85% S 60% O
157
158 147

Esquema 29. Obtencao da benzopiranona 147

Apds a obtencdo da benzopiranona 147 (esquema 29), foi visualizada a
preparagao da benzopiranona 160 (esquema 30), que levaria a benzopiranoquinolinas,
com padrao de substituicdo no anel A diferente daquele proposto no objetivo. Para isso
foram realizadas tentativas de obtencdo do intermediario 159 via reacdo de Friedel-
Crafts do pirogalol (155) com o acido 3-cloro-propidnico. Forma testados diferentes
experimentos onde variou-se o0 tempo de reagcdo e a estequiometria dos reagentes
indicadas nos diferentes protocolos. O isolamento da reagao, em todos os experimentos
para a obtencéo de 159, resultou em um semi-sélido de cor bem escura, cuja analise de

RMN'H revelou ndo haver formagdo do produto em nenhum dos experimentos.

OH OH OH
HO O HO OH :> HO OH
f;[’g —
O O
160 159 185

Esquema 30. Analise retrossintética para obtengao da benzopiranona 160

Foram realizadas quatro tentativas de acilagao do pirogalol (155) pelo acido 3-
cloro-propiénico com a utilizagdo de borotrifluor dieterado na proporgao de 1:2,5:2
segundo a metodologia descrita por Venkateswarlu,2004. De acordo com o protocolo, a
reacao ocorreria em trés horas, o que o monitoramento com CCF mostrou ndo ocorrer
no sistema, necessitando-se variar as condigcdes em cada experimento.

No primeiro experimento utilizou-se a mesma estequiometria indicada no artigo

(1:2,5:2), porém aumentou-se o tempo de reacdo para seis horas. Nado havendo
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formagao do produto (159), no segundo experimento aumentou-se a quantidade de
acido de Lewis, de 2 para 3 equivalentes, assim permanecendo a reagado overnight.
Foram realizados, nestas condi¢cdes, dois experimentos ndo havendo em ambos a

formagao do produto. (esquema 31).

No quarto experimento utilizou-se, também sem sucesso, cinco equivalentes de
acido  3-cloro-propibnico, o dobro da quantidade indicada no protocolo
(Venkateswarlu,2004).

OH CI(CH,),CO,H OH
HO OH BF/Et,0 >< HO OH
_—
65°C cl
O
155 159

Esquema 31. Tentativa de obtengéo de 159

Na segunda metodologia testada, foi adicionado aos reagentes pirogalol (155) e
acido 3-cloro-propiénico, o acido trifluoroacético, na proporcéo de 1: 1: 4. A reacao
permaneceu a 70°C por 30 minutos. Foram utilizadas as condigdes e estequiometria
descritas por Koch, 1994. Porém, o acido trifluoroacético substituiu o acido
trifluorometanossulfénico, na época nao disponivel no laboratério. Ndo havendo
formagdo do produto, na segunda tentativa foi aumentado o tempo de reagado, que

permaneceu overnight (esquema 32).

OH CI(CH,),CO,H OH
HO OH F;CCO,H HO OH
e X
70°C Cl
@)
155 159

Esquema 32. Tentativa de obtencao de 159 sob catalise de F;CCO,H
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A seguir, utilizando-se as mesmas condi¢des e estequiometria (Koch,1994), foi
realizada uma tentativa também sem sucesso de acilagdo sob catalise de acido

sulfurico concentrado (esquema 33).

OH CI(CH,),CO,H OH
HO OH H,SO, HO OH
—P
e < ‘
overnight
O
155 159

Esquema 33. Tentativa de obtengao de 159 sob catalise de H,SO,

Na tentativa seguinte, com base na metodologia descrita por Bengtsson, 1993,
adicionou-se aos reagentes pirogalol e acido 3-cloro-propiénico (1:2), anidrido
trifluoroacético e acido acético (5:6) (esquema 34). A mistura foi aquecida por 8 horas a
40°C e permaneceu por 16 horas a temperatura ambiente, sendo monitorada por CCF.
Nestas condicbes foram realizados trés experimentos em que foi observada na CCF
uma mancha mais apolar que o pirogalol. Mas apés isolamento e RMN'H do residuo

concluiu-se que nao houve formagao do produto.

OH
OH CI(CH

(CH,),CO,H HO OH

HO OH TFAA/AcOH

——> 8
40°C/M2h
O
155 159

Esquema 34. Tentativa de obtengéo de 159 sob catalise de TFAA/ACOH

Finalmente foi utilizada a metodologia descrita por Koch, 2004, utilizando-se
como acido de Lewis, 4 equivalentes de acido trifluorometanossulfénico (esquema 35).
Foram realizadas duas tentativas utilizando-se as mesmas condicbes do protocolo,
sendo que no segundo experimento o tempo de reagao foi aumentado de 30 minutos
para duas horas. Devido ao insucesso na obtencéo do intermediario 159 foi descartado

0 objetivo de obtengao da benzopiranona 160.
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OH CCH)COH o o
HO OH " CF;80,H ><
—_—
30m/80°C ¢l
O
155 159

Esquema 35. Tentativa de btencdo de 159 sob catalise do acido triflico

Apos a preparagao dos compostos 140, 141, 142 e 147 em escala de multi-
grama, além das tentativas de obtengdo do precursor 159, partiu-se para a etapa de
condensacgao alddlica. De acordo com os resultados apresentados no estudo modelo,
nao foi observada a formacgao do produto de condensacgao alddlica em meio basico, nao

sendo entao, investidos esforgcos empregando tais condig¢oes.

Outro aspecto importante da etapa de condensacéo alddlica é a formacao dos
intermediarios esperados. Esses produtos pertencem a classe das auronas, produtos
naturais de reconhecida importancia na quimica medicinal devido as suas diversas

atividades biologicas, dentre elas a atividade a antitumoral (Dimmock, 2002).

As reacdoes da benzofuranona 140, com os aldeidos 141 e 142 foram
conduzidas na presenca catalitica de HCI (Patteux,2006) em etanol sob refluxo por 24
horas para o aldeido 141 e 30 horas para o aldeido 142 (esquema 36) As reagdes
foram monitoradas por CCF e o seu término foi confirmado pela auséncia dos aldeidos
no meio reacional indicada por 2,4-dinitrofenilidrazina. As auronas foram recristalizadas
em etanol. Estes procedimentos levaram a obtencdo das auronas 143 e 144
correspondentes em 70% e 55% de rendimentos quimicos. Os dados espectrais se
mostraram compativeis a um esqueleto de aurona, tendo revelado como evidéncia de
formacao do produto a presenca de H olefinico em torno de 7,8 ppm e auséncia de H

de aldeido em aproximadamente 10,0 ppm.
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OH O
) OR3
HC o) HJK/@i HCI/EtOH R,O
+ —_—
O,N OR* 80°C
o)

140 141 R3=R*=CHjs (24h) 143 R'=R?=H;R3=R*=CH3 70%
142 R3=Bn,R*=CHjs (30h) 144 R'=R?=R3=H;R*=CH3 55%

Esquema 36. Obtencgao das auronas 143 e144

A aurona 148 intermediario da sintese da benzopiranoquinolina 22, foi obtida
por meio da condensacdo entre o nitroaldeido 141 e a benzopiranona 147 nas
condigdes reacionais usadas anteriormente (esquema 37). Apds sete dias de reagao a
aurona 148 foi obtida em 42% de rendimento quimico. Contudo, os dados espectrais de
hidrogénio revelaram a formacéo da aurona 148. Na regido de hidrogénios aromaticos
pode-se observar o simpleto em 7,88 tipico de H olefinico. O espectro revelou também
a presenca do metileno do anel C da aurona com deslocamento de 5,22ppm e

integracao relativa a dois hidrogénios.

o OCH,
HO O HO O OCHj;
OCH,
H HCVEtOH
+ . N
O OCH 80°C
N 3 O NO,
147 141 148

Esquema 37. Obtencéo da aurona 148

Tendo sido obtido sucesso na preparacao das auronas desejadas, forma
iniciados estudos visando a ciclizagdo objetivando a sintese do sistema quinolinico. Nas
primeiras tentativas foram utilizadas as mesmas condigbes empregadas no estudo
modelo (Li, 1998). Foram realizados trés experimentos empregando a aurona 143
(Esquema 38), aonde se variou o tempo de reagcao em 1,5h, 2,5h e 4h sob refluxo. O

monitoramento da reacdo por CCF e a analise da RMN 'H para os trés experimentos
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confirmou que nao houve formagao dos produtos nestas condigbes. Essa mudanga de
comportamento em relagdo ao estudo modelo pode ser atribuida a presengca das

hidroxilas livres no sistema catecol.

Fe/NH,CI
H,O/EtOH/78°C

1°)Experimento 1,5h
2°)Experimento 2,5h
3°)Experimento 4,0h

Esquema 38. Tentativa de obtengéo da benzofuranoquinolina 20 por redugédo com Ferro

Em seguida a aurona 143 foi submetida as condigbes de hidrogenacéo
catalitica utilizando Pd/C 10% (Li,1995) como catalisador (Esquema 39). A reacéao foi
conduzida a 3 atm por 10 horas sendo monitorada por CCF em intervalos de 1 hora
aproximadamente. Nas primeiras trés horas ja se observava a formacado do produto
desejado, porém o material de partida, de comportamento cromatografico muito
semelhante ao produto, estava presente com a mesma intensidade do produto. Apds o
isolamento, em que a solucdo foi filtrada em celite e seca com sulfato de sédio, este
nao foi considerado um bom resultado ja que os dados de RMN 'H confirmaram a

presenca do material de partida na mesma proporgao do produto.

Pd/C10%
AcOEt

10h/3atm

143 20 143

Esquema 39. Tentativa de obtencdo da benzofuranoquinolina 20 por redugao com Paladio
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Como mencionado anteriormente, a presenca do sistema catecol pode de
alguma maneira influenciar o curso da reagao nas condi¢cdes estudadas. Sendo assim,
decidimos proteger as hidroxilas livres na forma de OAc. As hidroxilas das respectivas
auronas (143), (144) e (148) foram acetiladas (Jin,2006) por reagdo com anidrido

acético a temperatura ambiente, sob catalise de DMAP.

Na reacdo de acetilagdo da aurona 143 (esquema 40) foram utilizados dois
equivalentes de anidrido acético. A aurona diacetilada 145 foi obtida com rendimento de
93%.No espectro de RMN 'H foram identificados os hidrogénios das metoxilas com
deslocamento quimico de aproximadamente 4,0ppm com integracédo relativa a seis
hidrogénios. Os hidrogénios das metilas a a carbolina, com integragdo relativa a seis

hidrogénios, apresentaram deslocamento quimico em torno de 2,30 ppm.

A aurona 144 foi acetilada sob as mesmas condi¢gdes (esquema 40), porém
foram utilizados trés equivalentes de anidrido acético, sendo verificado apods
isolamento, rendimento de 90% do produto triacetilado (146). A reacao foi confirmada
por RMN 'H sendo identificados hidrogénios da metoxila de éter com deslocamento
quimico de 4,06ppm e integragdo relativa a trés hidrogénios. Os hidrogénios das
metilas a a carbolina com deslocamento quimico em torno de 2,4ppm apresentaram
integracao relativa de nove hidrogénios, confirmando a protegcédo das trés hidroxilas da
aurona 144. O resultado dos respectivos espectros das auronas acetiladas (145 e 146)
que indicava auséncia de impurezas nos fez decidir por utiliza-las brutas na etapa

seguinte da sintese.

RO OCH,

(Ac),O/DMAP

3d/25°C

O

143 R=CHj 145 R=CH3 (93%)
144 R=H 146 R=CH3CO (90%)

Esquema 40. Protegéo das hidroxilas das auronas 143 e 144
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A reacao de acetilagdo da aurona 148 foi realizada sob as mesmas condigdes
(esquema 41). A reagao foi confirmada por RMN "H indicando hidrogénios da metila a a
carbolina com deslocamento quimico de 2,51 ppm, embora o espectro bruto ndo tenha

sido apresentado na sessao de espectros.

OCH, OCH,
HO o) OCH;, AcO o) OCH;,
(Ac),O/DMAP
X > X
3d/25°C
o) NO, o) NO,
148 149 (100%)

Esquema 41. Protegéo da hidroxila da aurona 149

Os dois métodos de reducdo anteriormente descritos foram testados para
ciclizacdo da aurona 145 (esquemas 42 e 43). No primeiro método (esquema 42) a
aurona acetilada (145) foi dissolvida em etanol/agua 2:1 e a reacéao foi realizada com
sete equivalentes de ferro sob catélise de cloreto de aménea (Li,1995). Apos 1,5h sob
refluxo, e monitoramento a cada trinta minutos, a CCF revelou que além do material de
partida, que nao havia sido todo consumido, havia formacdo do produto (18)
concomitante com a formagao de uma impureza mais polar e de Rf bem préximo. O
produto quinolinico foi facilmente identificado por apresentar cor azul no ultravioleta, no
comprimento de onda de 280nm. O aumento do tempo de reacgao, totalizando um
periodo de trés horas, resultou num produto ainda mais impuro, e com a presenca de
material de partida, com um rendimento bruto de 42%. Foi realizada uma cromatografia
preparativa da mistura com acetato/hexano 30%. Nao foi obtido sucesso na tentativa de
separacdo do produto, obtendo-se um rendimento de 8% e o espectro de RMN H' nao

foi satisfatorio.
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OAc
+Impurezas
Fe/NH,4CI +Material de
H,O/EtOH partida
4h/78°C OCH,

Esquema 42. Tentativa de obtengao da benzofuranoquinolina 18 por redugao com ferro

No segundo método testado (esquema 43), a aurona 145, foi dissolvida em
acetato de etila, tendo sido utilizado Pd/C 10% (Li, 1995). A reagdo permaneceu no
hidrogenador a 3 atm num periodo total de nove horas. O monitoramento por CCF foi
realizado em intervalos de uma hora e trinta minutos aproximadamente. A ultima analise
da CCF antes do isolamento revelou uma pequena proporcdo de material de partida e a
presenca de uma impureza mais polar e de comportamento cromatografico bem
préximo ao produto. Para isolamento do produto, a solucéo foi filtrada em celite e seca
com sulfato de magnésio. Foi realizado também o isolamento do produto por extragdo
acido-base, permitindo a separacado de impurezas polares. Apos purificacdo em coluna
cromatografica de silica flash, a 30% acetato/hexano, obteve-se com rendimento de
35% a quinolina 18 o que foi confirmado por RMN 'H, tendo revelado hidrogénio
piridinico em 8,28ppm, no lugar do hidrogénio olefinico em 7,70ppm, presente no

material de partida.
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OAc
H, AcO O
Pd/C 10%
AcOEt 7\
9h/3atm N= OCH
3
OCH;
18 (35%)

Esquema 43. Obtencao da benzofuranoquinolina 18 por redugédo com paladio

Empregando as mesmas condi¢gdes descritas acima, a quinolina 19 foi obtida a
partir da aurona 146 (esquema 44). Apos purificagao, o produto 19 foi obtido com 30%
de rendimento. Os dados de RMN 'H confirmaram a formac&o da quinolina, devido ao
desaparecimento do H olefinico em 7,87ppm e a presengca de H piridinico com

deslocamento quimico de 8,06ppm.

H,

Pd/C 10%
AcOEt

9h/3atm

19 (30%)

Esquema 44. Obtencdo da benzofuranoquinolina 19 por redugcado com paladio

Quando a aurona acetilada 149 foi submetida as condi¢des de ferro sob catalise
de cloreto de amébnea (Li,1995), a reacdo ocorreu em 90 minutos. A

benzopiranoquinolina 22 foi obtida com um rendimento bruto de 40% (esquema 45).
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90min/78°C Yo |
: g
149 OCH,

I: 22 R=CH3CO
23 R=H

OCHj, RO O
Fe/NH,CI
AcO © OCH; |, 0/EtoH O U
X
O NO

OCH,

Esquema 45. Obtencdo da benzopiranoquinolina 22 por redugédo com ferro

Foi também realizada a redugcao da aurona 149 por hidrogenagao na presenca
de Pd/C 10%, sendo necessario um tempo de reacdo de sete horas, fornecendo o

produto bruto com rendimento de 80% (esquema 46).

OCH; H,
AcO © OCH, PdIC 10%
O O AcOE!
X 7h/3atm
O NO,

149

Esquema 46. Obtencao da benzopiranoquinolina 22 por redugdo com paladio

Ambas as reacdes foram monitoradas por CCF. Os dados de RMN 'H
revelaram que houve formacdo de benzopiranoquinolinas em ambos os métodos
testados. Pode-se observar nos espectros do produto bruto de ambas as reagdes, os
hidrogénios metilénicos com deslocamento quimico de 5,3 ppm. Na regido de
hidrogénios aromaticos pode-se observar sinal em 8,23ppm, tipico de hidrogénio
piridinico, ausente no material de partida. Porém, o sinal com deslocamento quimico em
2,51 ppm de hidrogénio de metila a a carbonila presente no material de partida, nao foi

observado no produto quinolinico. Isto nos levou a crer que houve remogao do grupo
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acetila, fornecendo um material bruto em pequena quantidade de natureza fendlica
(23). Este produto mostrou-se muito polar e de dificil purificagcdo por cromatografia
utilizando silica como fase estacionaria. Devido a estes fatos ndo foi possivel o avango
na obtencéo do produto desejado. Devido a presenga de impurezas o espectro nao foi

anexado na sessao de espectros.

A ultima etapa consistiu na remogao do grupo de protegdo das hidroxilas. A
hidrélise da benzofuranoquinolina 18 foi conduzida num sistema MeOH / H,O 2:1
(Buechi,1971) utilizando-se solugdo saturada de bicarbonato de sédio a temperatura
ambiente e sob atmosfera de nitrogénio. A hidrdlise ocorreu em quarenta e cinco
minutos e 0 meio reacional foi neutralizado com solugédo de acido cloridrico 10%. Apds

o isolamento obteve-se o produto com rendimento quantitativo (esquema 47).

OAc OH

1) NaHCO3sat
MeOH/H,O

2) HCI 10%

Y

OCH,

Esquema 47. Reacao de hidrélise da benzofuranoquinolina 18

Entretanto, quando a benzofuranoquinolina 19 foi submetida as condigdes
descritas anteriormente (Buechi,1971) ndo obtivemos 0 mesmo sucesso. Inicialmente
foram repetidas as mesmas condicdes do método de hidrdlise da benzofuranoquinolina
18. Apos quarenta e cinco minutos de reagao, o monitoramento por CCF indicou
apenas a presenca de material de partida no meio reacional, sendo entdo adicionada
mais solugado saturada de bicarbonato de sddio. A reagdo permaneceu por mais uma
hora sob as mesmas condicdes. Ao final deste periodo a CCF do meio reacional indicou

apenas a presencga do material de partida (esquema 48).
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NaHCO;sat
MeOH/H,0O

\

Esquema 48. Tentativa de hidrélise da benzofuranoquinolina 19

Em seguida a reacédo foi conduzida variando-se o solvente, sendo utilizado
agora o sistema (CH.Cl,/ MeOH/ H;0), e sendo adicionado bicarbonato de sdédio
(esquema 49). A adicdo de um solvente menos polar tornou a mistura mais
homogénea, auxiliando a dissolugédo da quinolina 19 triacetilada. A solug&o foi mantida
por 24horas sob agitagdo. A analise por CCF revelou a presenga de um composto

polar, insolvel nos solventes utilizados para RMN'H.

1)NaHCO3sat HO
CH,Cl; /MeOH/H,0

L
-~

24h
2)HCI 10%

OCHj,

19

Esquema 49. Tentativa de hidrélise da benzofuranoquinolina 19

Foi também testado o emprego de uma solugéo 10% de acido oxalico no lugar
da solugao 10% de HCI. Apds 3 horas de reacéo a analise por CCF revelou a formacéao
de um composto mais polar que o material de partida (esquema 50). O espectro de
RMN 'H revelou, pela analise do material isolado, que ndo houve sucesso na reacéo, e

que possivelmente o material de partida foi degradado no meio reacional.
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OAc

1)NaHCO3sat HO
CH,Cl, /MeOH/H,0O

e

2)HO,CCO2H 10%

Esquema 50. Tentativa de hidrdlise da benzofuranoquinolina 19

Foi realizada a tentativa de hidrélise da benzofuranoquinolina 19 dissolvida em
THF empregando LiOH (Eggen,1995) no lugar do NaHCO3; (esquema 51). A reacéo foi
conduzida a temperatura ambiente e sob atmosfera de nitrogénio sendo monitorada por
CCF e apo6s cinco horas observou-se a formagao de um composto mais polar que o
material de partida. A analise do espectro de RMN H' do material bruto obtido nao

possibilitou a identificacdo dos possiveis sinais do produto desejado.

Esquema 51. Tentativa de hidrélise da benzofuranoquinolina 19

Nao foi realizada a tentativa de hidrélise da benzopiranoquinolina 22 devido a
pequena quantidade de material bruto obtida, ndo sendo também possivel a realizagao
de ensaios bioldgicos. As auronas intermediarias 148 e 149 nao foram obtidas em

quantidade e grau de pureza necessarios a avaliagao biologica.
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22 R'=CH3CO,R?=H
23 R'=R?zH

Mobnica C. Di Lello 2009

R? OCH,
R'O O OCH,
L
O NO,
148 R'=R?=H

149 R'=CH3CO,R%=H

Figura 24: Benzopiranoquinolinas e auronas intermediarias

Foram alcangados os melhores resultados na sintese de benzofuranoquinolinas

(18-20) com trés diferentes padrbes de substituicdo dos anéis A e D e na obtengdo de

quatro diferentes auronas intermediarias (143-146), com grau de pureza desejavel

possibilitando a realizagdo de ensaios bioldgicos (figura 25).

18 R'=R?=CH;CO;R*=R*=CHj
19 R'=R?=R®=CH3CO;R*=CH3

20 R'=R?=H;R%*=R*=CH;

143 R'=R?=H;R*=R*=CH,
144 R'=R*=R*=H;R*=CH3
145 R'=R?=CH;CO;R*=R*=CHj
146 R'=R?=R®=CH;CO;R*=CH;

Figura 25: Benzofuranoquinolinas e auronas intermediarias
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V.2. Resultados da avaliagao biolégica

V.2.a. Atividade citotéxica in vitro

Foi avaliada a atividade antitumoral das quinolinas 18,19 e 20 e das auronas
143 e 144, obtidas neste trabalho, além da quinolina 150, também preparada no
Laboratorio de Quimica Bioorgénica (CCS-UFRJ). Em parceria com o LQB, a
professora Leticia Veras Costa Lotufo, e colaboradores, do Laboratério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceara, realizaram o estudo de citotoxidade

das substancias.

RO OR?

18 R'=R?=CH3CO;R3=R*=CHj3
19 R'=R?=R®=CH3CO;R*=CHj,
20 R'=R?=H;R3=R*=CHj3

143 R'=R?=CHj,
144 R'=H R?=CHj,

Figura 26: Quinolinas (18-20 e 150) e auronas (143 e 144) avaliadas em estudo de citotoxicidade

Foi inicialmente verificada a citoxicidade in vitro das cinco substancias pelo
método MTT em trés linhagens de células tumorais (tab 5). As amostras mais ativas
foram selecionadas e novamente testadas para determinacdo da concentragcdo que

causa 50% de inibigdo da proliferagdo (ICs) (tab 6).
Amostras das substancias 18, 19, 20, 143, 144 e 150 diluidas em DMSO puro

estéril, foram testadas na concentracéo de 25 pg/mL contra as linhagens HCT-8 (c6lon

humano), SF-295 (glioblastoma humano) e MDA-MB435 (melanoma humano).
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Cada amostra foi testada em ftriplicata em dois experimentos independentes e
seu potencial citotéxico foi avaliado, sendo a doxirrubicina utilizada como controle
positivo. O resultado inicial do estudo revelou uma atividade moderada para as
quinolinas 20 e 150 e aurona 144, e uma atividade alta para as quinolinas 18, 19 e
aurona 143.

Tabela 6: Percentual de inibicdo do crescimento celular (Gl%) das amostras em trés

Mobnica C. Di Lello 2009

linhagens tumorais testadas na dose unica de 25 pg/mL.

As trés substancias mais ativas, 18, 19 e 143 foram testadas novamente para

determinagao da concentracao que inibe 50% da proliferagédo celular nas trés linhagens

Substancia SF-295GI% | HCT-8 GI% MDA-MB435 Gl%
18 104,72 92,24 93,83
19 103,90 98,49 81,96
20 78,35 59,13 -8,40
150 26,19 31,05 14,86
143 81,94 99,46 77,49
144 63,47 24,51 2,70
Doxorrubicina 88,40 102,70 101,70

de células tumorais. Os resultados da avaliagdo sao mostrados na tabela 7.

Tabela 7: Citotoxicidade em células tumorais — MTT 72h de incubacao

Substancias

Clso (ng/mL)

SF 295 HL-60 HCT-8 MDAMBA435
3.66 2.56 10.02
18 2532528 2052320 | 6.89a1458 >25
20.95 5.55
19 14.90 a 29.45 417 a7.40 >25 >25
143 7.02 2.79 9.77 2.59
417 a7.40 222a351 | 814a1173 | 222a3.02
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As benzofuranoquinolinas possuem atividade antitumoral ja conhecida, tendo
sido diferentes analogos sintetizados e testados em linhagens de células tumorais
apresentando valores de ICsp entre 3 e 60 pg/mL (Luzzi,1994). Foi concluido no atual
estudo de citotoxidade que as benzofuranoquinolinas 18 e 19 apresentaram-se muito
ativas nas linhagens de células tumorais empregadas apresentando valores de Clsy de
2,56 e 5,55 pg/mL para linhagens de células tumorais de célon; 3,66 e 20,95 para
linhagens de glioblastoma; apresentando atividade baixa para a linhagem MDA-MB435

de melanoma humano.

A aurona 143 também se mostrou muito ativa nas trés linhagens empregadas,
apresentando valores de Clsg entre 2,59 e 9,77 ug/mL. Portanto, foi concluido no estudo
de citotoxidade que a aurona 143 assim como as benzofuranoquinolinas 18 e 19 (figura
27) revelaram-se promissores agentes antitumorais contra melanoma, glioblastoma e

tumores de coélon.

18 19 143

Figura 27: Benzofuranoquinolinas 18 e 19 e aurona 143
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V.2.b. Atividade inibidora da Na*K* ATPase in vitro

Um estudo preliminar de avaliacdo das benzofuranoquinolinas 19 e 20 e das
auronas 143 e 144 (figura 28) foi realizado em parceria com a Profa. Elisa Suzana
Carneiro Pogas do Departamento de Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto
Federal do Rio de Janeiro. Foram realizados ensaios de inibicdo da Na’K*™ ATPase de

rim de rato, pelas substancias utilizando o método Fiske e Subbarow ( Pé¢as, 2003).

143 R'=R2=CHj,

1-p2-p3= R4
19 R'=R?=R3=CH3CO;R*=CH3 144 R'=H R2=CH,

20 R'=R?=H;R%=R*=CH;,

Figura 28: Quinolinas 19 e 20 e auronas 143 e 144

Amostras das respectivas substancias foram diluidas em DMSO puro estéril,
sendo preparadas solugdes de cada substancia em trés diferentes concentracoes, e
avaliada a porcentagem de inibicdo das substdncias em cada concentracdo. Os

resulados desta avaliagdo sdo mostrados nos graficos da figura 29.
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Figura 29 — Gréaficos de porcentagem de inibigdo da Na'/K*'ATPase (eixo y) pelas

Substancias 19,20,143 e 144 nas diferentes concentragées em puM (eixo x)

Foi concluido no estudo que a aurona 143 inibiu em 35% a atividade enzimatica

na concentracdo de 30uM, resultado semelhante ao obtido para as quinolinas 19 e 20.

A aurona 144 apresentou a mais forte atividade, inibindo 90% da atividade da

Na’/K'ATP ase numa concentracdo de 30uM e apresentando inibicdo de quase 50% na

concentracado de 10uM. Sendo este um resultado promissor, devendo ser considerado o

importante aspecto de ser o primeiro estudo de avaliagado de auronas e quinolinas como
inibidoras da Na*/K*ATPase.
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VI. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foi relatada a primeira sintese das quinolinas tetraciclicas
sintéticas 18-24. Trés destas moléculas, as benzofuranoquinolinas 18,19 e 20 foram
obtidas com sucesso e foram avaliadas suas propriedades citotoxica e inibidora da
Na’K*'ATPase. Como intermediarios da sintese das benzofuranoquinolinas foram
obtidas as auronas 143-146. Entre elas, as auronas 143 e 144 foram submetidas aos
mesmos ensaios biolégicos a que foram submetidas as quinolinas. As
benzofuranoquinolinas 19 e 20 e as auronas 143 e 144 apresentaram atividade
inibidora da Na’K'ATPase e as benzofuranoquinolinas 18 e 19 e a aurona 143
revelaram-se promissores agentes antitumorais contra melanoma, glioblastoma e

tumores de colon.

Foi também obtida a benzopiranoquinolina 22, necessitando ainda ser purificada,
além das auronas precursoras 148 e 149. As etapas da sintese destas moléculas
deverao ser otimizadas, incluindo a obtencdo de novos precursores que fornecam
benzopiranoquinolinas com diferentes padrées de oxigenacdo do anel A. Esforgos
também deverado ser investidos na busca de novas condi¢des reacionais que facilite a
condensacgao entre a benzopiranona obtida (147) e os nitroaldeidos 141 e 142. Enfim,
na obtencdo dos produtos benzopiranoquinolinicos (22 e 23), e suas respectivas
auronas intermediarias (148 e 149) em quantidade e grau de pureza necessarios a

realizag&o de ensaios biologicos.

Desta forma, espera-se que as benzofuranoquinolinas e benzopiranoquinolinas
sintéticas, moléculas-alvo desta dissertacdo, bem como as auronas intermediarias de
sua sintese possam ser avaliadas quanto as atividades antitumoral, inibidora da
Na® K'ATPase, antiofidica, e anti-viral em parceria com colaboradores do nosso
laboratério. Havendo uma boa perspectiva em relacdo a atividade anti-HCV das
quinolinas tetraciclicas, dadas suas semelhangas estruturais com os cumestanos e a
presenca de um aceptor de H mais forte no anel C, pretende-se avalia-las pela primeira
vez como inibidoras da HCV NS5B polimerase e submeté-las a estudos de modelagem

molecular a fim de determinar seu modo de ligagao no sitio alostérico da enzima.
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VII.PARTE EXPERIMENTAL
VII.1.MATERIAIS E METODOS
Vll.1.a.Ensaios de citotoxicidade

Células: As linhagens tumorais utilizadas, HCT-8 e HL-60 (célon - humano),
SF-295 (glioblastoma - humano) e MDA-MB435 (Melanoma — humano), foram cedidas
pelo Instituto Nacional do Cancer (NCI - EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI
1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos, mantidas em

estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.

Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril. As substancias

foram testadas na concentragao de 25 pg/mL.

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de
10.000 amostras a cada ano.E um método rapido, sensivel e barato. Tem a capacidade
de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica
baseada na conversdao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes

somente nas células metabolicamente ativas.

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° cél/mL para as
linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. As placas
foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as
mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram
adicionados 150 uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3h. A absorvancia foi lida apos dissolugéao do precipitado com 150 uL de

DMSO puro em espectrofotdbmetro de placa a 595nm.
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VIl.1.b. Materiais e métodos para os ensaios de Na'K'ATPase

Células: Rins de ratos foram armazenados a 80°C negativos, ao terem sido
rapidamente extraidos de ratos mortos por decapitacdo. As preparagdes dos rins
enriquecidas com Na'K*ATPase foram obtidas por tratamento caotrépico com Kl 2M por

1h e 0,1% DOC overnight, seguido por centrifugagao diferencial.

Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril. As substancias

foram testadas nas concentracdes de 3, 10, e 30 uM.

Nos ensaios de inibicdo da atividade da Na+K+ATPase utilizou-se o método de
Fiske e Subbarow utilizando-se um tempo de incubagdo de 2h e adicdo de
concentragdes crescentes das quinolinas e auronas avaliadas ou de ouabaina. Foram
utilizadas quantidades de proteinas suficientes para que nao fosse hidrolisado mais de
15% do ATP adicionado. Os valores de absorvancia foram expressos em porcentagem
de inibicdo da atividade da Na*K*ATPase, padronizando-se como 100% de inibigcdo a

atividade medida na presenga de ouabaina 1mM.

VIl.1.c. Substancias preparadas

As reacgbes de hidrogenacao foram realizadas em hidrogenador Parr 3911.

As separagbes cromatograficas do tipo flash foram realizadas em colunas de
vidro tendo como adsorvente gel de silica Merck de granulagdo 0,040-0,063 mm. As
reagdes, assim como as separagdes cromatograficas, foram monitoradas com CCF
analitica, usando aluminio de gel de silica (60 F254) de dimensdes variaveis, conforme
a necessidade. A revelagao das cromatofolhas foram realizadas pela observacédo da

coloragao que aparecem quando da irradiagao de luz UV (A= 254nm).
Os espectros de RMN+H foram obtidos em aparelhos Varian [modelos Gemini-

200 (200MHz) e Bruker (400 MHz)] em CDCI; e acetona deuterada e tetrametilsilano

(TMS) como padrao de afericdo. Os deslocamentos quimicos foram medidos em
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unidades adimensionais (8) que representa parte por milhdo da frequéncia aplicada,
sendo as areas relativas dos picos de absorgcao obtidas por integragao eletrbnica. As
multiplicidades no espectro referentes a cada sinal sdo expressas como: simpleto(s),

dupleto (d), tripleto (t), duplo dupleto (dd) e multipleto (m).
Os espectros de RMN de '*C foram obtidos em aparelhos Varian modelos

Gemini-200 (50MHz) e Gemini-400 (100MHz) em CDCI; e acetona deuterada com

tetrametilsilano (TMS) como padrao de aferigéo.
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VII.2- EXPERIMENTAL DAS SUBSTANCIAS SINTETIZADAS NESTE TRABALHO

VIl.2.a. Preparacao do 3,4-dimetoxi-6-nitrobenzaldeido(141)

O O
Hk@ocm HNO, H)ﬁg[ocm
—_—

OCH; CHCLI®C  ON OCH,
FM:C,H,NO.
PM:211g/mol

A uma solugao de 3,4-dimetoxi-benzaldeido (167mmol, 27,7g) em 100ml de 1,2-
dicloetano a -15°C foi adicionado 50ml de acido nitrico fumegante. A reacéao foi agitada
a 0°C por 6,5 horas. O solido amarelo formado foi filtrado a vacuo, lavado com agua
gelada e seco com hexano, sendo obtido 31,79 (93%) de 3,4-dimetoxi-6-
nitrobenzaldeido (pf 94°C).

RMN 'H (200MHz,acetona), & (ppm) 10,40 (s,1H, H-aldeido); 7,61 (s,1H, H-Ar); 7,40 (s,
1H, H-Ar); 4,04 (s, 6H, OCHj3).
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VIl.2.b.Preparacao do 3-benziloxi-4-metoxi-6-nitrobenzaldeido(142)

O O

H
CHCI,/0°C  O,N OBn

OBn

FM:C,;H;NO;
PM:287g/mol

A uma solugdo de 60ml de acido nitrico 68% em banho de gelo, sob agitagao,
foi adicionado lentamente 3-benziloxi-4-metoxibenzaldeido (12g, 84mmol). A mistura
reacional foi agitada por 30 minutos a 0°C e 1 hora a 20°C. Esta foi vertida em agua
gelada, fornecendo um sdlido amarelo que foi filtrado e seco com hexano a vacuo,
sendo obtido 11,309 (79%) de 3-benziloxi-4-metoxi-6-nitrobenzaldeido (pf.:130°C)

RMN "H (200MHz,acetona), 5 (ppm) 10,30 (s, 1H, H-aldeido); 7,72 (s,1H, H-Ar); 7,46
(m, 6H, H-Ar); 5,37 (s, 2H, CHy); 4,06(s, 3H, OCHj3).
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VIl.2.c. Preparacao do 2-cloro-(2’,3’,4’-triidroxifenil)-etanona (156)

oH CICH,CO,H o
HO OH  BFyER,0  11© oH
3h/65°C al
55%
O
FM:C,H.O, Cl
PM:202 g/mol

Os materiais de partida pirogalol (12,6g,100mmol) e acido cloroacetico (20,8g,
220mmol) foram agitados a 65°C até que a mistura se fundisse e se tornasse fluida.
Apoés a adigao de 25ml de borotrifluor dieterado (200mmol,) a mistura foi agitada por 3
horas. A mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente, diluida em 100ml de
agua gelada e agitada a 0-5°C por 1 hora. O sdélido foi filtrado, lavado com pequena
quantidade de agua e seco com hexano sendo formado 11g (55%) de um sdlido de cor

escura.

RMN'H (200MHz,acetona), & (ppm) 12,06 (s, 1 H, OH); 8,85 (s, 1H,0H); 7,96 (s, 1H,
OH); 7,41 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H- Ar); 6,52 (d, 1H, J = 8,9Hz, H-Ar); 4,94 (s, 2H,CH,)
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VIl.2.d.Preparagao da 6,7-diidroxi-benfuran-3-ona (140)

oH CH3CO,Na OH
HO OH EtOH HO o
e
6h/65°C
Cl
I 85% \
FM:C,H,O,
PM:166 g/mol

Uma mistura 2-cloro-(2’,3’,4’-triidroxifenil)-etanona (11g, 54,4mmol) e acetato de
soédio (13,5g, 164mmol) em 82ml de etanol foi refluxada por 6 horas. O solvente foi
evaporado e o residuo tratado com 100ml de agua gelada. O produto foi entao filtrado e
lavado com pequena quantidade de agua e seco, fornecendo 7,7g (85%) de 6,7-

diidroxi-benfuran-3-ona, como um sélido marrom.

RMN'H (200MHz,acetona), & (ppm) 7,04 (d, 1H, J=8,4Hz, H-Ar); 6,67 (d, 1H, J=8,4, H-
Ar); 4,64(s, 2H, CHy)
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VIl.2.e.Preparacao da 3-cloro-(2’,4’-diidroxifenil)-propanona(158)

CI(CH,),CO,H

HO OH c F3SO3H HO OH
—>
30m/80°C cl
85%

O

FM: C,H,ClO;
PM: 200 g/mol

A uma mistura em agitacdo de resorcinol (2g, 18,2mmol) e acido 3-cloro
propidnico (2,9,18,4mmol) foi adicionado 10g (6,6ml) de acido trifluorometanossulfénico.
A solucéo foi aquecida a 80°C por 30 minutos, esfriada a temperatura ambiente por 15
minutos e vertida em 40ml de cloroférmio. A solucio foi lentamente vertida em 40ml de
agua e as fases foram separadas. A fase aquosa foi extraida 3 vezes com 50ml de
cloroformio. As fases organicas combinadas foram secas com sulfato de sédio e
evaporadas no rotaevaporador fornecendo 3,13g(85%) de um semi-sélido laranja.O

produto foi utilizado bruto na etapa seguinte.
RMN 'H (200 MHz, acetona), & (ppm) 12,54 (s, 1 H, OH); 9,50 (s, 1H, OH); 7,84 (d, 1

H,J = 8,8 Hz, H-Ar): 6,47 (dd, 1H, J = 8,8 Hz e 2,4 Hz, H-Ar); 6,35 (d, 1 H, J = 2,4Hz, H-
Ar); 3,96 (t, 2H, J = 6,34, CH,); 3,52 (t, 2H, J = 6,34, CH,)

RMN "3C (50 MHz, acetona), & (ppm): 201,9 (C=0); 166,2 e 165,8 (2x C-OH); 133,6
(CH-Ar);113,8(C-Ar);108,9 (CH-Ar); 103,6 (CH-Ar); 40,8(CH,); 39,6 (CHy).
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VIl.2.f. Preparagao da 7-hidroxi-benzopiran-4-ona(147)

HO OH 2h/25°C
—_—
Cl H,50, 6M/5°C
O 60% O

FM: C,H 05
PM: 164 g/mol

A uma solucédo 2M de hidroxido de sodio (130ml) a 5°C foram adicionados 3,13g
(15,6mmol) de 3-cloro-(2’,4’-diidroxifenil)-propanona. A solugdo foi mantida a
temperatura ambiente por duas horas. Foi entdo resfriada a 5°C e foi adicionada
solugdo 6M de acido sulfurico (50ml) até que o pH fosse ajustado a 2. Formou-se um
soélido transparente de 143°C que foi filtrado a vacuo, lavado com pequena quantidade

de agua e seco com hexano. Foi obtido com rendimento de 60% (1,539).
RMN 'H (200 MHz, acetona), & (ppm): (200 MHz, acetona), & (ppm) 7,70 (d, 1H, J =8,7

Hz, H-Ar); 6,55 (dd, 1H, J= 8,7Hz e J=2,3Hz, H-Ar); 6,38(d, 1H, J = 2,3 Hz, H-Ar); 4,51
(t, 2H, J =6,3, CH»); 2,81 (t, 2H, J = 6,3Hz, CH))

RMN *C (50 MHz, acetona), & (ppm): 190,2(C=0); 164,9 (C); 164,6 (C); 129,6 (CH);
115,6 (C); 111,0 (CH); 103,4 (CH); 68,0 (CH,); 37,9 (CHy).
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VIl.2.g.Preparagao da 2-[(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil)metileno]6,7-diidroxibenzofuran-
3-ona (143)

OH O

OCH
HO o HJU > HCIEtOH  Ho
—>
O,N OCH,4 80°C

O

FM: C,-H,,NO,
PM: 359 g/mol

A uma solugao de 3,4-dimetoxi-6-nitrobenzaldeido (2,11g, 10mmol) em 60ml de
etanol sob agitacéo, foi acrescentado 1,66g (10mmol) de 6,7-diidroxi-benfuran-3-ona.
Em seguida adicionou-se 4ml de acido cloridrico concentrado. A mistura foi aquecida a
90°C sob agitagao por 24 horas. Formou-se um solido amarelo escuro, que foi filtrado e
seco a vacuo. Foi purificado por recristalizagao em etanol obtendo-se um rendimento de
70%( 2,52 g).

RMN "H (200 MHz, acetona), 5 (ppm): 7,84 (s, 1 H, H-olefinico); 7,72 (s, 1 H, H-Ar);
7,19 (d, 1 H, J=8,3 Hz, H-Ar); 7,13 (s, 1 H, H-Ar); 6,77(d, 1 H, J = 8,3 Hz, H-Ar); 3,99
(s, 3H, OCHs3); 3,92 (s, 3H, OCHj3)

RMN 'C (200 MHz, acetona), & (ppm): 182,38 (C=0): 155,82, 152,7, 149,3, 1488,
142,1, 130,6, 121,1, 116,4, 114,2, 113,7, 113,4, 108,7, 104,79 ( C-Ar e olefinico); 56,5

(2C- metoxilas).
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VIl.2.h. Preparagao da 2- [ ( 4,5dimetoxi-2-nitrofenil ) metileno ] 6,7-
diacetilbenzofurano-3-ona (145)

(Ac),O/DMAP

3d/25°C

FM: C,,H,-NO,,
PM: 443 ¢g/mol

A 2- [(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil) metileno] 6,7-dihidroxibenzofuran-3-ona
(2,52g,7mmol) formada foi diluida em 84ml (7mmol) de anidrido acético e foi
adicionado DMAP para catalise. A mistura permaneceu a temperatura ambiente sob
agitacéo por trés dias. A mistura foi vertida em 200ml de acetato de etila e lavada 3
vezes com 150ml de solugédo saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi seca
com sulfato de sodio e filtrada. O solvente foi evaporado no rotaevaporador, sendo

obtido 2,859 (92%) de um sdlido amarelo.
RMN 'H (200 MHz, CDCI3), & (ppm): 7,74 (d, J =8,3 Hz ,1 H, ArH); 7,70 (s, 1 H,

olefinico); 7,55(s, 1 H, ArH); 7,52(s, 1 H, ArH); 7,06 (d, J =8,3 Hz ,1 H, ArH); 4,03(s, 3 H,
OCHs): 4,00(s, 3 H, OCH3); 2,32(s, 3H, CHs) 2,36(s, 3H, CH).
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VIl.2.i . Preparacao da 8,9-diacetil-3,4-dimetoxi-benzofuranoquinolina (18)

OAc

Pd/C 10%
AcOEt

10h/3atm

FM: C,,H,-NO,
PM: 395 g/mol

A uma solugdo de 2-[(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil) metileno] 6,7-diacetil-
benzofuran-3-ona (500mg, 1,13mmol) em 50ml de acetato de etila, foi adicionado 50mg
de Pd/C 10%. A mistura, colocada em um reator de 500ml, permaneceu no
hidrogenador a 3ATM por 9 horas. Foi retirada do hidrogenador e filtrada em celite para
a remocao do paladio, seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada no
rotaevaporador, fornecendo 446mg (1,13mmol) de um solido marrom alaranjado. Este
foi dissolvido em 100ml de cloroformio. Desta solucdo foi feita extracdo acido-base,
adicionando-se, por trés vezes, 50ml de solucdo de HCI 10%. A fase aquosa foi
descartada. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e evaporada.
A massa residual foi purificada em coluna cromatografica de silica flash (AcOEt/Hex

35:65), resultando em um so6lido amarelo com 35% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz, acetona), & (ppm): (200 MHz, CDCI3), & (ppm): 7,74 (d, 1 H, J =8,3
Hz, H-Ar); 7,70 (s, 1H, H-olefinico); 7,55(s, 1 H, H-Ar); 7,52(s, 1 H, H-Ar); 7,06 (d, 1 H, J
=8,3 Hz , H-Ar); 4,03(s, 3 H, OCHj3); 4,00(s, 3 H, OCHs); 2,32(s, 3H, CH3) 2,36(s, 3H,
CHs).

RMN "3C (200 MHz, acetona), & (ppm): 167,94 (C=0); 166,98 (C=0);152,23 (C); 150,70
(C); 150,65 (C); 147,90 (C); 144,66(C); 143,53 (C); 143,03 (C); 128,67 (C); 123,22 (C);
122,99 (C); 119,06(CH); 117,99(CH); 113,70(CH); 107,53(CH); 105,51(CH)-Carbonos
aromaticos; 55,32 (OCHs); 55,29 (OCHs); 19,66 (CHs); 19,34 (CHs)
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VIl.2.j. Preparacao da 8,9-diidroxi-3,4-dimetoxi-benzofuranoquinolina(20)

1) NaHCO3sat
MeOH/H,0

2) HCI 10%

FM: C,.H,;NO,
PM: 311 g/mol

A uma solucdo de 8,9-diacetil-4,5-dimetoxibenzofuroquinolina (60mg,
0,175mmol) em 3ml de MeOH / H,O 2:1, adicionou-se 2,2ml de solugcédo saturada de
bicarbonato de sddio. A mistura foi agitada a temperatura ambiente e sob atmosfera de
nitrogénio por 45 minutos. O meio reacional foi acidificado com solucdo de acido
cloridrico 10%. Apds a evaporacdo do solvente da reagado, adicionou-se 20ml de
acetato de etila. A solugao foi lavada com solucédo saturada de cloreto de sodio, seca
com sulfato de sddio anidro, filtrada e evaporada, fornecendo um sélido amarelo com

100% de rendimento.
RMN "H (200 MHz, acetona), 6 (ppm): 8,15(s H piridinico) 7,58 (d, J = 8,2 Hz, - ArH);

7,52 (s- ArH) 7,42 (s- ArH) 7,01(d- J = 8,2 Hz - ArH); 6,65 (dd, J = 8,7 e 2,3Hz,1 H, ArH);
6,39 (d, J = 2,3Hz,1 H, ArH); 4,02(OCHs); 3,99(OCHj)

81



Dissertacdo de Mestrado Méonica C. Di Lello 2009

VII.2.l. 2-[(5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrofenil)metileno]6,7-dihidroxibenzofuran-3-ona
(144)

OH O
OCH
HO O ) H)ﬁij[ > HCI/EtOH HO
—>
O,N OBn 80°C
o)

FM: C,H,,NOq
PM: 345 g/mol

A uma solugcéo de 4-benziloxi-3-metoxi-6-nitrobenzaldeido (2,87g,10mmol) em
60ml de etanol sob agitacdo foi acrescentado 1,66g (10mmol) de 6,7-dihidroxi-
benzofuran-3-ona. Em seguida adicionou-se 4ml de acido cloridrico PA. A mistura foi
aquecida a 90°C sob agitacao por 24 horas. Apos este periodo foi adicionado mais 4mi
de acido cloridrico PA. A mistura permaneceu sob agitacdo e aquecimento por mais 6
horas. Formou-se um solido amarelo escuro, que foi filtrado, lavado com agua gelada e

seco a vacuo. O produto foi obtido com rendimento de 55% (1,90 g).

RMN 'H (200 MHz, acetona), ® (ppm): 7,90 (s, 1 H, olefinico); 7,75 (s, 1 H, ArH); 7,25
(s, 1 H, ArH); 7,23 (d, J =8,3 Hz ,1 H, ArH); 6,83(d, J = 8,3 Hz, 1 H, ArH); 4,05 (s, 3 H,
OCHj3).

RMN 'C(200 MHz, acetona), & (ppm): 182,21 (C=0); 155,48, 155,29, 151,60, 148,17,

148,08, 140,75, 130,35, 121,21, 117,56, 115,93, 114,06, 112,96, 109,21,104,85 (C-Ar e
Olefinico); 56,2 (C-metoxila).
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VIl.2.m. Preparagao da 2-[(5-acetil-4-metoxi-2-nitrofenil)metileno]6,7-
diacetilbenzofuran-3-ona (146)

(Ac),O/DMAP

3d/25°C

FM: C,,H,-NO,
PM: 471 g/mol

A 2-[(5-hidroxi-4-metoxi-2-nitrofenil)metileno]  6,7-dihidroxi-benzofuran-3-ona
formada (1,90g, 5,5mmol) foi diluida em 100ml (8,3mmol) de anidrido acético e foi
adicionado DMAP para catalise. A mistura permaneceu a temperatura ambiente sob
agitacéo por trés dias. A mistura foi vertida em 200ml de acetato de etila e lavada 3
vezes com 150ml de solugédo saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi seca
com sulfato de sédio e filtrada. O solvente foi evaporado no rotaevaporador, e foi obtido

2,339 (90%) de um sélido amarelo.

RMN "H (200 MHz, acetona), 5 (ppm): 8,01 (s, 1H, ArH); 7,87 (s, 1 H, olefinico); 7,74
(d, J =8,4 Hz ,1 H, ArH); 7,24 (s, 1 H, ArH); 7,23 (d, J =8,4 Hz ,1 H, ArH); 4,06(s, 3H,
OCHy); 2,42 (s, 3 H,CH3); 2,38 (s, 3 H,CH3); 2,36 (s, 3 H,CHj3).
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VIl. 2.n. Preparagao da 2,8,9-triacetil-3-metoxibenzofuro[3,2-b]quinolina (19)

Pd/C 10%
AcOEt

10h/3atm

FM: C,,H,;NO,
PM: 423 g/mol

A uma solugdo de 400mg(0,85mmol) de 2-[(5-acetil-4-metoxi-2-nitrofenil)
metileno]6,7-diacetilbenzofuran-3-ona em 40ml de acetato de etila, foi adicionado 40mg
de Pd/C 10%. A mistura, colocada em um reator de 500ml, permaneceu no
hidrogenador a 3 ATM por 9 horas. Foi retirada do hidrogenador e filtrada em celite para
a remocao do paladio, seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e evaporada no
rotaevaporador, fornecendo 359,5mg (0,85mmol) de um sdlido marrom alaranjado. Este
foi dissolvido em 100ml de cloroformio. Desta solucdo foi feita extracdo acido-base,
adicionando-se, por trés vezes, 50ml de solugdo de HCI 10%. A fase aquosa foi
descartada. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e evaporada.
A massa residual foi purificada em coluna cromatografica de silica flash (AcOEt / Hex

30:70), resultando em 108mg (30%) de um sélido amarelo .
RMN 'H (200 MHz, acetona), & (ppm): 8,20 (s, 1 H, ArH); 8,06 (s, 1 H, piridinico); 7,71

(s, 1 H, ArH); 7,58 (s, 1 H, ArH); 7,26 (s, 1 H, ArH); 4,00(s, 3H, OCH3); 2,45 (s, 3
H,CHs); 2,38 (s, 3 H,CHa); 2,36 (s, 3 H,CHa).
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VIl. 2.0. Preparagao da 3- [ ( 4,5-dimetoxi-2-nitrofenil) metileno] 7-
hidroxibenzopirano-4-ona (148)

OCH,

o) OCH3
\ng 3 HCIIEtOH O S ‘
OCH, ~sec
NO,

FM: C,H,:NO,
PM: 357 g/mol

A uma solugao de 3,4-dimetoxi-6-nitrobenzaldeido (2,11g, 10mmol) em 60ml de
etanol sob agitacao, foi acrescentado 1,64g (10mmol) de 7-hidroxi-benzopiran-4-ona.
Em seguida adicionou-se 4ml de acido cloridrico. A mistura foi aquecida a 90°C sob
agitacéo por 24 horas. Foi adicionado mais 8ml de acido cloridrico concentrado e a
mistura permaneceu sob refluxo por mais 7 dias. Formou-se um solido marrom, que foi

filtrado e seco a vacuo. Foi obtido com rendimento bruto de 42% (1,509).

RMN "H (200 MHz, acetona),  (ppm) 7,99 (s, 1 H, OH); 7,86 (d, 1 H, J = 8,7 Hz, H-Ar);
7,84 (s, 1 H, H-olefinico); 7,66 (s, 1 H, H-Ar); 6,90(s, 1 H, H-Ar); 6,65 (dd, 1 H,J =8,7 e
2,3Hz, H-Ar ); 6,39 (d, 1 H, J = 2,3Hz, H-Ar); 5,22 (s, 2H, CH; ); 4,02 (s, 6H, OCH3 );
4,00 (s, 3H, OCH3 ).
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VIl.2.p. Preparagao da 3-[(4,5dimetoxi-2-nitrofenil)metileno] 7-acetilbenzopirano-4-
ona (149)

OCH, OCH;
HO O OCH, AcO O OCH,
(Ac),O/DMAP
N . N
3d/25°C
O NO, O NO,

FM: C,,H,-NOq
PM: 399 g/mol

A 3-[(4,5-dimetoxi-2-nitrofenil) metileno] 7-hidroxibenzopirano-4-ona formada
(1,50g,4,2mmol) foi diluida em 50ml (4,2mmol) de anidrido acético e foi adicionado
DMAP para catalise. A mistura permaneceu a temperatura ambiente sob agitacéo por
trés dias. A mistura foi vertida em 200ml de acetato de etila e lavada 3 vezes com
150ml de solugéo saturada de cloreto de sodio. A fase orgéanica foi seca com sulfato de
sédio e filtrada. O solvente foi evaporado no rotaevaporador, e foi obtido 1,68g (100%)

de um solido amarelo.
RMN 'H (200 MHz, acetona), & (ppm): 7,86 (s, 1H, H-olefinico); 7,80 (d, J = 8,7 Hz, H-

Ar): 7,77 (s, 1H, H-Ar); 6,90(s, 1H, H-Ar); 6,65 (dd, J = 8,7 e 2,3Hz,1 H, ArH); 6,39 (d, J
= 2,3Hz,1 H, ArH); 5,22 (s, 2H, CH, ); 4,02 (s, 6H, OCHs ); 2,51(s,3H,CHs) .
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VIl.2.q. Preparagao da 10-hidroxi-3,4-dimetoxi-benzopiranoquinolina (22)

OCH,
AcO O OCH; Pd/C 10%
POV e
NN
7h/3atm
O NO,

FM: C,,H,,NO,
PM: 351 g/mol

A uma solugédo de 3-[(4,5dimetoxi-2-nitrofenil)metileno] 7-acetilbenzopirano-4-
ona (78mg, 0,20mmol) em 30ml de acetato de etila, foi adicionado 8mg de Pd/C 10%. A
mistura, colocada em um reator de 500ml, permaneceu no hidrogenador a 3ATM por 7
horas. Foi retirada do hidrogenador e filtrada em celite para a remogao do paladio, seca
com sulfato de sddio anidro, filtrada e evaporada no rotaevaporador, fornecendo 69mg

(0,20mmol) de um sdélido marrom alaranjado.
RMN H (200 MHz, acetona), & (ppm): 8,23 ( s, 1H, H-piridinico); 7,89(s, 1H, H-Ar);

7,37(s, 1H, H-Ar):7,24 ((s, 1H, H-Ar); 6,58 (dd, J = 9 e 3Hz,1 H, H-Ar); 6,42 (d, J = 9Hz,1
H, H-Ar): 5,30(s, 2H, CH.): 4,00 (s, 3H, OCHs); 3,95 (s, 3H, OCHa).
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IX-SESSAO DE ESPECTROS DE RMN'H, RMN'3C E MASSAS.
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Espectro 1:RMN"H substancia 141 O

(200MHz,acetona), & (ppm) 10,40 (s,1H, H-aldeido); i OCH;3 —70
7,61 (s,1H, H-Ar); 7,40 (s, 1H, H-Ar); 4,04 (s, 6H, OCH,). -
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Espectro 2: EM da substancia 141
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Espectro 3:RMN'H substancia 142 O
(200MHz,acetona), § (ppm) 10,30 (s, 1H, H- u OBn
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Espectro 4: EM da substancia 142
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— 50
Espectro 5: RMN'H substancia 156 on -
(200MHz,acetona), & (ppm) 12,06 (s, 1 H, OH); 8,85 HO OH :
(s, 1H,0OH); 7,96 (s, 1H, OH); 7,41 (d, 1H, J = 8,9 Hz, o
H- Ar); 6,52 (d, 1H, J = 8,9Hz, H-Ar); 4,94 (s, 2H,CH,) al |
5 i
— 30
— 20
—10
L. WmJJ WM% h ﬂ; L\»MA ;0
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3 S R B & 8 -
\ \
10.0 5.0

ppm (t1)

99



Dissertacao de Mestrado

Espectro 6: RMN 'H da substancia 140
(200MHz,acetona), 6 (ppm) 7,04 (d, 1H, J=8,4Hz,
H-Ar); 6,67 (d, 1H, J=8.4, H-Ar); 4,64(s, 2H, CHy)
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Espectro 7: EM da substancia 140

Line#:7 R.lume:5.2(Scan#:31¥)

MassPeaks:51

RawMode: Averaged 5.2-5.3(317-319) BasePeak:137(638219)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event |
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Espectro 8: RMN "H da substancia 158

HO OH
(200 MHz, acetona), & (ppm) 12,54 (s, 1 H, OH); 9,50 (s,
1H, OH); 7,84 (d, 1 H,J = 8,8 Hz, H-Ar); 6,47 (dd, 1H, J = Cl
8,8 Hz e 2,4 Hz, H-Ar); 6,35 (d, 1 H, J = 2,4Hz, H-Ar); 3,96
(t, 2H, J=6,34, CHy); 3,52 (t, 2H, J =6,34, CH,) O
acetona
L L J -
. L as L =
= = - o w
o N N N w w
o oo w O~ w -
\ ‘ \ ‘
10.0 5.0
ppm (t1)
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Espectro 9: RMN "H da substancia 158 (expans&o) HO OH
7,84 (d, 1 H,J = 8,8 Hz, H-Ar); 6,47 (dd, 1H, J = 8,8 I
Hz e 2,4 Hz, H-Ar); 6,35 (d, 1 H, J = 2,4Hz, H-Ar);
O
\—V—‘ I I
~ N w
w © ~
‘ \ \ \
7.50 7.00 6.50
ppm (t1)
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201.93
166.18
165.81
133.59
113.89
108.99
103.57
40.79

N 39.65
b
[é)]
5]

/

Espectro 10: RMN'C da substancia 158

(50 MHz, acetona), & (ppm) 201,93(C1); 166,18(C2);
165,81(C2');133,59(C3);113,89(C4); 108,9(C5); 103,57(C6);
40,79 (C7); 39,65 (C8)

200 150 100 50
ppm (t1)
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Espectro 11: RMN APT da substancia 158
(CH p/ baixo)

HO
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\
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Espectro 12: EM da substancia 158

Linel:5 R.Time: l&.7(Scan®:42106)

MasslPenks: 28

Rawhlode: Averaged 16.6-16.7(1215-4217) BascPeak:137(2938136)
BG Mode: Cale, from Peak Group 1 - Event |
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Espectro 13: RMN "H da substancia 147 HO O

(200 MHz, acetona), 6 (ppm) 7,70 (d, 1H, J =8,7 Hz, H-Ar); 6,55 |
(dd, 1H, J= 8,7Hz e J=2,3Hz, H-Ar); 6,38(d, 1H, J = 2,3 Hz, H-
Ar); 4,51 (t, 2H, J = 6,3, CHy); 2,81 (t, 2H, J = 6,3Hz, CH,)

001 L

9L L

601 L

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)

107



Dissertacao de Mestrado Monica C. Di Lello 2009

Espectro 14: RMN 'H da substancia 147 (expans&o) HO O i
7,70 (d,1H, J =8,7 Hz, H-Ar); 6,55 (dd, 1H, J= 8,7Hz e 1
J=2,3Hz, H-Ar); 6,38(d,1H, J = 2,3 Hz, H-Ar) i
O n
— 100(
500
0
\_'_l \—'—l \_'_l B
\ \ \
7.50 7.00 6.50

ppm (t1)
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111.02

190.22
164.94
164.67
129.58
115.60
103.43

Espectro 15:RMN 13C da substancia 147

(50 MHz, acetona), 6 (ppm): 190,22(C1); 164,94 (C2);
164,67 (C2’); 129,6 (C3); 115,60 (C4); 111,02 (C5);
103,43 (C6); 68,07 (C7); 37,94 (C8)

68.07

37.94

ppm (t1)
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150 100
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Espectro 16:RMN APT da substancia 147
(CH pra baixo)

HO

g

o
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Espectro 17: EM da substancia 147 HO @)

Lligaesdf i 3 . Time! 1S5, 1{S5Scnnd . 3752

bnssPonk=s: 32

Rawh idoda:Avaeraged 1S5S 1-15 1£37S1-3753) BagcePPank: 1 3G 2054805 )
B Mode:Cale., from Peoak CGroup 1 - Event 1
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Espectro 18: RMN 'H da substancia 143
(200 MHz, acetona), 6 (ppm): 7,84 (s, 1 H, H-olefinico); 7,72 (s,
1 H, H-Ar); 7,19 (d, 1 H, J =8,3 Hz , H-Ar); 7,13 (s, 1 H, H-Ar);
6,77(d, 1 H, J = 8,3 Hz, H-Ar); 3,99 (s, 3H, OCHs3); 3,92 (s, 3H,
OCHj3)
e pry ¥ Py
\ \ \ \ \ \ \
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2(
ppm (t1)
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— 3001
Espectro 19: RMN 'H da substancia 143 (expans3o) _
RMN 'H (200 MHz, acetona), 6 (ppm)-: 7,84 (s, 1 H, ]
H-olefinico); 7,72 (s, 1 H, H-Ar); 7,19 (d, 1 H, J =8,3 B
Hz , H-Ar); 7,13 (s, 1 H, H-Ar); 6,77(d, 1 H,J = 8,3 — 2501
Hz, H-Ar); _
;2001
;1501
;1001
;500
o
‘ ‘ e — -
\ \
7.50 7.00
ppm (t1)
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182.38
155.83
152.70
149.31
148.83
142.15
130.59
121.12
116.39
114.24
113.74
113.36
108.76
104.76

) o

56.51

Espectro 20: RMN 'C da substancia 143

(200 MHz, acetona), &6(ppm) 182,38(C1); 155,83(C2);
152,70(C3);149,31(C4);148,83(C4’);142,15(C5);130,59(C6);
121,12(C7); 116,39(C8); 114,24(C9); 113,74(C10);

150 100
ppm (t1)
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Espectro 21: RMN APT da substéncia 143
CH e CHs p/ baixo
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Espectro 22:RMN "H da substancia 145 o
(200 MHz, CDCI3), 5 (ppm): 7,74 (d, 1 H, J =8,3 Hz, H- )
Ar); 7,70 (s, 1H, H-olefinico); 7,55(s, 1 H, H-Ar); 7,52(s,
1 H, H-Ar); 7,06 (d, 1 H, J =8,3 Hz , H-Ar); 4,03(s. 3 H, -
OCHs): 4.00(s, 3 H, OCHs); 2,32(s, 3H, CHs) 2.36(s, )
3H, CHj).
— 15(
—10(
—50
A 4/Hm J | ﬂj sl 1 —0
Wy N - L .
| | | | | | -
8.0 7.0 6.0 50 4.0 3.0 20
ppm (1)
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Espectro 23:RMN 'H da substancia 145(expansao)
(200 MHz, CDCI3), 6 (ppm) expansao: 7,74 (d, 1 H, J =8,3
Hz, H-Ar); 7,70 (s, 1H, H-olefinico); 7,55(s, 1 H, H-Ar);
7,52(s, 1 H, H-Ar); 7,06 (d, 1 H, J =8,3 Hz , H-Ar)

- e

ppm (t1)
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Espectro 24: EM da substancia 145

Line#:6 R.Time:31,9(Scan#:8800)

MassPeaks:29

RawMode:Averaged 31.9-31.9(8795-8804) BasePeak:441(18383)
BG Mode:31.8(8767) Group | - Event 1

100

441

90-
80
70
60
50 |

40

398

| 213 426
20 324
|

170 191 281

a 207 |
= 368 i

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

15




Dissertacao de Mestrado Monica C. Di Lello 2009

Espectro 25: RMN 'H da substancia 144 -
(200 MHz, acetona), & (ppm) 7,90 (s,1H, H-olefinico); 7,75 .
(s,1H,H-Ar); 7,25 (s,1H,H-Ar); 7,23 (d, 1H,J =8,3 Hz, H- o5
Ar); 6,83(d, 1H, J = 8,3 Hz, H-Ar); 4,05 (s, 3 H, OCHs) L
2
15
10
50
Loy L L ! i
> o % ho 8 L
o O - o (o)
‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (1)
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Espectro 26:RMN "H da substancia 144(expans&o)

Hz, H-Ar); 6,83(d, 1H, J = 8,3 Hz, H-Ar)

(200 MHz, acetona), & (ppm) 7,90 (s,1H, H-olefinico);
7,75 (s,1H,H-Ar); 7,25 (s,1H,H-Ar); 7,23 (d, 1H,J =8,3

L (S L |
= N % oo
o o = o |
| |
7.50 7.00
ppm (t1)
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g 22 330895388 38 - -
o 88 5 83 8- L gy S -
h ~ h ~ ~ ~ ~ ~ h h ~ ~ ~ ~ h m —
U ))/ ) K ))// o
- 5000(
Espectro 27: RMN 'C da substancia 144 -
(200 MHz, DMSO), 5 (ppm) 182,20 (C1); 155,49(C2), 155,29(C2"): 40000
151,60(C3), 148,17(C4), 148,08(C4’), 140,75(C5), 130,36(C6), -
121.22(C7), 117.57(C8), 115.94(C9), 114,06(C10), 112,96(C11), -
109,22(C12),104,86(C13);56.27 (C14) -
3000
I \ \ :
| - 2000(

150 100 50
ppm (t1)
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Espectro28: RMN APT da substancia 144
(CH e CHgs p/ baixo)

| UMLW

150
ppm (t1)
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Espectro 29:RMN 'H da substancia 146

(200 MHz, acetona), & (ppm) 8,01 (s, 1 H, H-Ar); 7,87 (s, 1 H, H-
olefinico); 7,74 (d, 1 H, J =8,4 Hz, H-Ar); 7,24 (s, 1 H, H-Ar); 7,23
(d, 1 H, J =8,4 Hz, H-Ar); 4,06(s, 3H,O0CH3); 2,42 (s, 3 H,CH3);
2,38 (s, 3 H,CH3); 2,36 (s, 3 H,CH3).
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Espectro 30:RMN 'H da substancia 146 (expansao) -
(200 MHz, acetona), 6 (ppm) 8,01 (s, 1 H, H-Ar); 7,87 ;50(
(s, 1 H, H-olefinico); 7,74 (d, 1 H, J =8,4 Hz, H-Ar); -
7,24 (s, 1 H, H-Ar); 7,23 (d, 1 H, J =8,4 Hz, H-Ar) =
;40(
;30(
;20(
B 10(
N J ;0
w 7 - — [
© = - o |-
oo ()] N w B
I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I
8.00 7.90 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30
ppm (t1)
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Espectro 31: EM da substancia 146

ine#:11 R.Time:33 5(Scan#:9276)
f Peaks: 93
RawhMode: Averaged 33.5-33 5(9264-9282) BasePeak:300(122909)
BG Mode:33.3(9201) Group | - Event |
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— 700
Espectro 32: RMN 'H da substancia 148 OCH; L
(200 MHz, acetona), & (ppm) 7,99 (s, 1 H, OH); 7,86 (d, 1 H, J = || HO O OCH, || *®
8,7 Hz, H-Ar); 7,84 (s, 1 H, H-olefinico); 7,66 (s, 1 H, H-Ar); O O -
6,90(s, 1 H, H-Ar); 6,65 (dd, 1 H, J = 8,7 e 2,3Hz, H-Ar ); 6,39 (d, A -
1 H, J = 2,3Hz, H-Ar); 5,22 (s, 2H, CH, ); 4,02 (s, 3H, OCHs ); — 500
4,00 (s, 3H, OCHj3 ). O NO, -
400
300
200
100
ij M ;O
Py ooy w o B
=N o =2 = N oS N
o = (0] - o N O © L
OO0 W - N oo (6] [(6)] | 10'
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ppm (1)
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Espectro33:RMN "H da substancia 148 (expansao)

(200 MHz, acetona), 6 (ppm) 7,97 (s, 1 H, OH); 7,86 (d, 1
H, J = 8,7 Hz, H-Ar); 7,84 (s, 1 H, H-olefinico); 7,66 (s, 1 H,
H-Ar); 6,90(s, 1 H, H-Ar); 6,65 (dd, 1 H, J = 8,7 e 2,3Hz, H-
Ar); 6,39 (d, 1 H, J = 2,3Hz, H-Ar)

OCH,

HO O OCH,
SONG

O NO,
) L - ! R )
o - [o0] - o N
o oo w - N oo
\ \ \
8.00 7.50 6.50
ppm (1)
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Espectro 34: RMN 'H da substancia 18 i "
(200 MHz, acetona), & (ppm): 8,28 (s, 1 H, H-piridinico); 8,13 L
(d, 1 H, J =8,3 Hz, H-Ar); 7,55 (s, 1 H, H-Ar); 7,44(s, 1 H, H-Ar); B
7,37(d, 1 H, J=8,3 Hz, H-Ar); 4,04(s, 3 H, OCH3); 4,00(s, 3 H,
OCHj3); 2,46(s, 3H, CH3); 2,37(s, 3H, CH3). i
— 301
— 200
— 10(
Py Py " 7y i
_ —_ w0 W
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I T T I I I ] B
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)
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Espectro 35: RMN 'H da substancia 18 (expansao)
(200 MHz, acetona), 6 (ppm) 8,28 (s, 1 H, H-piridinico); 8,13
(d, 1 H, J =8,3 Hz, H-Ar); 7,55 (s, 1 H, H-Ar); 7,44(s, 1 H, H-Ar);
7,37(d, 1 H, J=8,3 Hz, H-Ar)
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Espectro 36: RMN 'C da substancia 18 B
(50MHz,acetona),5(ppm):167,94,166,98: (C1,C1’;C=0); 500
carbonos aromaticos: 55,32;55,29 (2xC-metoxila), B
19,66:19,34(2xC-a-carbonila). - 400¢
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Espectro 37: RMN APT da substancia 18
CH e CH; p/ baixo
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Espectro 38: EM da substancia 18

OAc
AcO O

OCH,

Line#:7 R.Time:35.6(Scan#:9899)

MassPeaks:48 OCH
RawMode: Averaged 35.5-35.6(9885-9904) BasePeak:311(439820) 3
BG Mode:None Group 1 - Event |
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Espectro 39: RMN 'H da substancia 20

(200 MHz), & (ppm) 8,15(s, 1 H, H-piridinico) 7,58 (d, 1 H, J =8,2 Hz,
H-Ar); 7,52 (s, 1 H, H-Ar) 7,42 (s, 1 H, H-Ar) 7,01(d, 1 H, J =8,2 Hz,
H-Ar); 4,02(s, 3 H, OCHs); 3,99(s, 3 H, OCHg)

1

Y Y 1t
O O o NO
N N w MO

| | | | |
8.0 7.0 6.0 50 40

ppm (t1)
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Espectro 40: RMN 'H da substancia 20 (expans&o)

(200 MHz), & (ppm) 8,15(s, 1 H, H-piridinico) 7,58 (d, 1 H, J =8,2 Hz, H-
Ar): 7,52 (s, 1 H, H-Ar) 7,42 (s, 1 H, H-Ar) 7,01(d, 1 H, J =8,2 Hz, H-Ar);

— 1001

— o —-
—_ o o o
N ~ o o) -
[o¢} N ~ w
| | |
8.00 7.50 7.00

ppm (t1)
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Espectro 41: RMN 'H da substancia 19

2,36(s, 3 H, CHs)

(200 MHz,acetona), 6 (ppm) 8,20(s, 1 H, H-Ar) ; 8,06 (s, 1 H,
H-piridinico); 7,71(s, 1 H, H-Ar); 7,58(s, 1 H, H-Ar);7,26(s, 1 H,
H-Ar);4,00 (s, 3 H, OCHy); 2,45(s, 3 H, CH3);2,38(s, 3 H, CHj3);

LY e L .
= = 2= = A o
B 8B @ 3 3
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ppm (1)
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Espectro42: RMN "H da substancia 19 (expansao)

(200 MHz,acetona), & (ppm) 8,20(s, 1 H, H-Ar) ; 8,06 (s, 1 H, H-piridinico);
7,71(s, 1 H, H-Ar); 7,58(s, 1 H, H-Ar);7,26(s, 1 H, H-Ar)
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AcO O
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Espectro 43: EM da substancia 19 OAc

Line#:1 R.Time:37.470(Scan#:10462)
MassPeaks:28

RawMode: Averaged 37.423-37.527(10448-10479) BasePeak:296.95(495570)
BG Mode:37.033(10331) Group 1 - Event 1

500000 297
400000
300000;

200000-
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B e et
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
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