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RESUMO GERAL

DA FONSECA, Marina Brandio. REACOES MULTICOMPONENTES COMO
ESTRATEGIA SINTETICA PARA OBTENCAO DE HETEROCICLOS BIOATIVOS.
2024. 373 p. Tese (Doutorado em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Reagdes multicomponentes (RMCs) sdo um conjunto de reagdes quimicas que t€m como
conceito geral a obtengdo de um tUnico produto final, com alto grau de diversidade quimica,
partindo de trés ou mais reagentes. Diversas reacdes multicomponentes séo conhecidas e dentre
as principais tem-se a de Hantzsch e de Biginelli. A reagdo de Hantzsch foi desenvolvida
originalmente para a sintese de diidropiridinas, entretanto, apds modificacdes, elas também
passaram a ser utilizadas para a sintese de acridinonas. A reagdo de Biginelli originalmente
descreve a sintese de diidropirimidinonas, porém, com a mudanca de reagentes, ela também
pode ser realizada para a sintese de quinazolinonas. O presente trabalho mostra o uso das duas
reacdes multicomponente para a sintese de uma diversificada gama de heterociclos. Ao todo,
dezessete acridinonas e sete acridinodionas foram sintetizadas através da metodologia
modificada da reacdo de Hantzsch, utilizando diversos reagentes (demonstrando a versatilidade
da reag@o) sendo oito delas inéditas na literatura e seis somente relatadas na literatura em
trabalhos anteriores do grupo de pesquisa. A reacdo de Biginelli foi empregada na sintese de
onze quinazolinonas, sendo duas inéditas na literatura, e quatro xantenodionas, confirmadas
como subproduto da reacdo de Biginelli. Quinze acridinonas foram avaliadas frente a alvos
relacionados a doenca de Alzheimer (colinesterases e atividade antioxidante), sendo que doze
possuem inibicdo frente a AChE na faixa de 4-10 uM; oito possuem atividades inibitorias na
faixa de 0-5 pM para BChE; e apenas duas acridinonas apresentaram perfis de atividade
antioxidante menores que o padrio Trolox®, enquanto a permeabilidade em barreira
hematoencefalica foi satisfatoria para oito acridinonas. As quinazolinonas foram avaliadas
quanto a seu potencial citotoxico e a atividade tripanocida. Os resultados indicaram uma
atividade tripanocida promissora para as quatro moléculas que contém o grupo 4-bromofenil,
enquanto a atividade citotoxica ndo foi satisfatoria. Sete acridinodionas e duas acridinonas
foram avaliadas por métodos in silico quanto as suas potencial interagdo com a Tubulina, os
resultados permitiram mapear as interagdes que ocorrem quando se utiliza a lausona como
reagente da reagdo, além de demonstrar a modificacdo de posicionamento no sitio da Colchicina
ao aumentar o tamanho da acridinonas. Contudo, o conjunto de resultados mostraram-se
promissores do ponto de vista da quimica exploratoria, obtendo-se trinta e nove moléculas
através de reacdes multicomponentes. O uso de reagdes multicomponentes se mostrou um
método rapido, efetivo e versatil como estratégia de sintese para novas moléculas bioativas,
colaborando para trabalhos futuros.

Palavras chaves: Acridinonas; Quinazolinonas; Xantenodionas; Acridinodionas.
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ABSTRACT

DA FONSECA, Marina Branddo. MULTICOMPONENT REACTIONS AS A
SYNTHETIC STRATEGY FOR THE OBTENTION OF BIOACTIVE
HETEROCYCLES. 2024. 373 p. Thesis (Doctorate in Chemistry). Chemistrty Institute,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Multicomponent reactions (MCRs) are a group of chemical reactions whose general concept
involves obtaining a single final product, with a high degree of chemical diversity, starting from
three or more reagents. Several multicomponent reactions are well-known, with the Hantzsch
and Biginelli reactions being among the most prominent. The Hantzsch reaction was originally
developed for the synthesis of dihydropyridines; however, after modifications, it has also been
used for the synthesis of acridinones. The Biginelli reaction initially described the synthesis of
dihydropyrimidinones, but with changes in the reagents, it can also be employed for the
synthesis of quinazolinones. This study demonstrates the use of both multicomponent reactions
for the synthesis of a diverse range of heterocycles. In total, seventeen acridinones and seven
acridinediones were synthesized through a modified Hantzsch reaction methodology, using
various reagents (highlighting the versatility of the reaction). Among these, eight acridinones
were novel and six were previously reported only in studies from the research group. The
Biginelli reaction was used to synthesize eleven quinazolinones, two of which were novel, and
four xanthenediones, confirmed as byproducts of the Biginelli reaction. Fifteen acridinones
were evaluated against targets related to Alzheimer's disease (cholinesterases and antioxidant
activity). Twelve showed acetylcholinesterase (AChE) inhibition in the range of 4-10 uM; eight
exhibited butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory activity in the range of 0-5 uM; and only
two acridinones displayed antioxidant activity lower than the standard Trolox®, while eight
acridinones demonstrated satisfactory blood-brain barrier permeability. The quinazolinones
were assessed for their cytotoxic potential and trypanocidal activity. The results indicated
promising trypanocidal activity for four molecules containing the 4-bromophenyl group,
although their cytotoxic activity was not satisfactory. Seven acridinediones and two acridinones
were evaluated in silico for their potential interaction with tubulin. The results mapped the
interactions occurring when lawsone was used as a reagent, in addition to demonstrating
changes in the binding position within the colchicine site as the acridinone size increased.
Overall, the results were promising from an exploratory chemistry perspective, yielding thirty-
nine molecules through multicomponent reactions. The use of multicomponent reactions
proved to be a rapid, effective, and versatile synthetic strategy for new bioactive molecules,
contributing to future research endeavors.

Keywords: Acridinones; Quinazolinones; Xanthenediones; Acridinediones.
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Diversas reacdes multicomponentes ja foram descritas, mas algumas destacam-se,
dentre elas temos:

1) Reagdo de Strecker (esquema 1A), descrita em 1850. Envolve acetaldeido, amoénia e
acido cianidrico gerando uma aminonitrila que posteriormente pode sofrer hidrolise
produzindo a alanina (aminoacido).

2) Reacgdo de Hantzsch (esquema 1B), descrita em 1882. Envolve a condensacdo de
acetoacetato de etila (2 equivalentes), acetaldeido e amonia para obtengdo de uma 1,4-
diidropiridina que oxida em contato com o ar gerando uma piridina.

3) Reagdo de Biginelli (esquema 1C), descrita em 1893. Envolve acetoacetato de etila,
benzaldeido e ureia para a obtencdo de uma 3,4-diidropirimidin-2(1H)-ona.

4) Reagdo de Mannich (esquema 1D), descrita em 1917. Envolve um aldeido ou cetona,
uma amina primaria ou secundaria ou amoénia e um composto carbonilico ndo enolizavel
para a obtenc@o de uma B-cetoamina alquilada (base de Mannich).

5) Reagdo de Passerini (esquema 1E), descrita em 1921. Envolve um acido carboxilico,
um composto carbonilico e uma isonitrila para a obtencdo de uma o-
aciloxicarboxiamida.

6) Reacdo de Ugi (esquema 1F), descrita em 1959. Primeira reacdo tetracomponente,
envolve um acido carboxilico, uma amina, um aldeido e uma isonitrila gerando uma a-
aminoacilamida.

Todas essas reacdes multicomponentes destacadas tém papeis fundamentais dentro da
quimica organica e medicinal (ROGERIO et al., 2016; ZHU; WANG; WANG, 2014).

No presente trabalho duas rea¢des multicomponentes foram utilizadas para a obtencdo
dos compostos, sdo elas a reacdo de Hantzsch e a reagdo de Biginelli. As duas reacgdes terdo
suas caracteristicas gerais, particularidades, aplica¢des e mecanismos expostos nos itens 1.1.1.

el1.1.2.

































Tendo em vista as diferentes aplicagdes das reagdes multicomponentes, aliadas ao fato
de serem reacdes versateis e com menor numero de etapas e purificagdes, o presente trabalho
buscou utilizar rea¢des de Hantzsch e de Biginelli para obtencdo de diversas moléculas. Tem-
se como pretensdo mostrar a versatilidade das reagdes multicomponentes na sintese de
heterociclos e explorar novas atividades farmacologicas para os produtos obtidos. O trabalho
estd dividido em trés capitulos. O primeiro mostra a sintese de uma colecdo de acridinonas
através da reacdo de Hantzsch, cujo potencial anticolinesterase e antioxidante foram avaliados,
visando uma possivel atividade para doenga de Alzheimer. O segundo mostra a sintese de uma
colegdo de quinazolinonas através da reagdo de Biginelli, sendo avaliadas quanto a uma possivel
atividade anti-chagésica e antiproliferativa. O terceiro capitulo mostra uma colegdo de
acridinonas e acridinodionas sintetizadas, também, através da reacdo multicomponente de

Hantzsch, buscando explorar a interagdo com a proteina Tubulina por métodos in silico.
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CAPITULO I

AVALTACAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA DE
TETRAHIDROACRIDINONAS OBTIDAS POR REACAO
MULTICOMPONENTE DE HANTZSCH
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RESUMO

A doenca de Alzheimer ¢ uma doencga degenerativa que afeta mais de 1,2 milhdo de brasileiros
€ ndo possul cura, apenas tratamento que minimize os sintomas da doenca. Trés dos farmacos
atualmente disponiveis para a doenga, atuam como inibidores de colinesterase. As acridinonas
(ACR) séo uma classe de compostos que possuem um anel acridina (triciclico) com um grupo
cetona (carbonila) ligado. Elas podem ser obtidas através da reacdo multicomponente de
Hantzsch e possuem atividades bioldgicas variadas, entre elas destacam-se as atividades
antiparasitaria, anticolinesterasica e anticancer. Devido a similaridades estruturais entre a
Tacrina (primeiro inibidor de colinesterase utilizado no tratamento de Alzheimer) e as
acridinonas, uma investigacio exploratoria de atividade anticolinesterasica e antioxidante de
acridinonas, previamente descritas como inibidores de Tubulina, foi realizada. Quinze
acridinonas foram sintetizadas e caracterizadas, sendo que as seis das acridinonas sintetizadas
s6 foram descritas previamente na literatura pelo proprio grupo de pesquisa da autora. A
avaliagdo da inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase mostrou que 12
ACRs possuem inibigdo frente a AChE na faixa de 4-10 uM, sendo a molécula 7-fenil-
7,10,11,12-tetrahidrobenzo[clacridin-8(9H)-ona a que possui a melhor inibi¢do, enquanto para
butirilcolinesterase 8 ACRs possuem atividades inibitdrias na faixa de 0-5 pM, e a molécula 7-
(3.4,5-trimetoxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona demonstrou a melhor
inibi¢do. A avaliacdo in silico das moléculas mostrou os residuos de aminodcidos que mais
fazem interacdes com a série de acridinonas, sendo o Trp®® o mais frequente em AChE e o
Trp*! e a Phe’? mais frequentes em BChE, entretanto, para uma melhor correlacdo com os
resultados in vitro, uma separacdo dos enantidmeros e uma avaliagdo in vitro deles isoladamente
faz-se necessaria futuramente. O ensaio para determinacdo da atividade antioxidante
demonstrou que as acridinonas que possuem hidroxilas fendlicas apresentam as melhores
atividades (moléculas 7-(4-hidroxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona e 7-
(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona), enquanto, das 15
testadas apenas as duas moléculas, que utilizam como reagentes e 3,4-metilenodioxoanilina,
apresentam resultados menores que o padrdo Trolox®. Ao avaliar a permeabilidade das
moléculas na barreira hematoencefalica, oito moléculas demonstraram boa permeabilidade,
conseguindo atravessar a barreira, enquanto duas demonstraram permeabilidade regular.
Analisando o conjunto de resultados obtidos cinco acridinonas destacam-se como as mais
promissoras e escolhidas para avancarem para ensaios futuros de neurotoxicidade e neuro
protecao.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase; Butirilcolinesterase; Antioxidante.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease is a degenerative disorder affecting over 1.2 million Brazilians. While it
has no cure, treatments exist to alleviate its symptoms. Three of the currently available drugs
for the disease function as cholinesterase inhibitors. Acridinones (ACRs) are a class of
compounds featuring an acridine (tricyclic) ring with a ketone (carbonyl) group attached. These
compounds can be synthesized through the multicomponent Hantzsch reaction and exhibit
diverse Dbiological activities, including antiparasitic, anticholinesterase, and anticancer
properties. Due to structural similarities between tacrine—the first cholinesterase inhibitor used
to treat Alzheimer's—and acridinones, an exploratory investigation of the anticholinesterase
and antioxidant activities of acridinones, previously described as tubulin inhibitors, was
undertaken. Fifteen acridinones were synthesized and characterized, with six of them
previously reported in the literature exclusively by the author’s research group. The evaluation
of enzyme inhibition revealed that twelve ACRs inhibited acetylcholinesterase (AChE) within
the range of 4-10 puM, with the molecule 7-phenyl-7,10,11,12-tetrahydrobenzo[c]acridin-
8(9H)-one exhibiting the best inhibition. For butyrylcholinesterase (BChE), eight ACRs
demonstrated inhibitory activity in the range of 0-5 pM, with 7-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
7,10,11,12-tetrahydrobenzo[clacridin-8(9H)-one showing the best results. /n silico evaluation
identified the most frequent amino acid residues interacting with the acridinone series: Trp86
for AChE, and Trp231 and Phe329 for BChE. However, for better correlation with in vitro
results, future studies should involve the separation of enantiomers and their individual in vitro
evaluation. The antioxidant activity assay showed that acridinones containing phenolic
hydroxyl groups demonstrated the best activity, with 7-(4-hydroxyphenyl)-7,10,11,12-
tetrahydrobenzo[c]Jacridin-8(9H)-one ~ and  7-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-7,10,11,12-
tetrahydrobenzo[cJacridin-8(9H)-one being the most active. Of the fifteen tested molecules,
only two, synthesized using 3,4-methylenedioxyaniline as a reagent, exhibited antioxidant
activity lower than the Trolox® standard. Regarding blood-brain barrier permeability, eight
molecules showed good permeability, successfully crossing the barrier, while two demonstrated
moderate permeability. Based on the results, five acridinones emerged as the most promising
candidates for further neurotoxicity and neuroprotection assays.

Keywords: Acetylcholinesterase; Butyrylcholinesterase; Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

1.1. Deméncia e doenca de Alzheimer

Deméncia ¢ o nome dado a um conjunto de sintomas que tem em comum o fato de
afetarem o cérebro, tendo impacto direto na memoria, comportamento, emogéo e pensamento.
A Deméncia ocasiona a morte das células nervosas, tornando falha a comunicacdo entre as
células, impactando assim nas funcdes corporais. Essa doenca pode afetar areas distintas no
cérebro, gerando assim sintomas variados. O tipo mais comum de deméncia ¢ a doenca de
Alzheimer, porém outros tipos também sdo conhecidos, como a deméncia vascular, deméncia
fronto-temporal e deméncia dos corpos de Lewy (ALZHEIMER’S DISEASE
INTERNATIONA, 2024a).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO — World Health Organization),
estima-se que mais de 55 milhdes de pessoas sofriam de deméncia em 2019 e o nimero de casos
esperados para 2050 ¢ de 139 milhdes, sendo mais comum em paises de baixa e média renda.
A estimativa é que ocorram 10 milhdes de casos a cada ano, sendo a sétima principal causa de
morte no mundo e uma das causas principais de incapacidade. A populagdo mais afetada pela
doenca possui mais de 65 anos, porém pode ocorrer em pessoas mais jovens (deméncia de inicio
precoce) em cerca de 9% dos casos. Alguns fatores ocasionam um aumento no risco de
desenvolver deméncia, como: tabagismo, consumo excessivo de alcool, obesidade, hipertensao,
diabetes e sedentarismo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024; LONG; BENOIST;
WEIDNER, 2023).

A doenga de Alzheimer (DA) é uma doenca degenerativa e progressiva, que foi
primeiramente descrita por Alois Alzheimer em 1906 e representa 50 a 75% de todos os casos
de deméncia. No cérebro de uma pessoa com DA, ocorre a morte de células nervosas em uma
regido especifica do cérebro responsavel pelo armazenamento de memorias (principalmente
lobo temporal e hipocampo), fazendo com que haja um encolhimento do cérebro nessas regides,
levando a uma reducdo na capacidade de lembrar, falar, pensar e tomar decisdes. Os primeiros
sintomas da doenca sdo lapsos de memoria, dificuldades em encontrar as melhores palavras e
mudangas de humor, porém com a progressdo da doenca, o esquecimento de eventos e nomes
recentes podem ocorrer, assim como mudancas de personalidade e humor sem motivos,
podendo inclusive perder o senso de comportamento adequado e adotar um comportamento

perturbador (ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONA, 2024b).

19


















se como uma investigacdo exploratoria de uma nova abordagem terapéutica das acridinonas

sintetizadas pela autora.

1.3. Ferramentas computacionais e métricas uteis no desenvolvimentos de

farmacos

O desenvolvimento de um farmaco requer consecutivas tomadas de decisdes. Aliar a
melhor poténcia e os melhores parametros farmacocinéticos e farmacodindmicos em uma Unica
molécula é raramente possivel, portanto, a escolha pelas melhores moléculas podem ser um
desafio. Tendo em vista esse fato, alguns parametros quantitativos e qualitativos ajudam a
avaliar fatores como eficacia, seguranca e viabilidade, para que assim possa ser escolhido o
melhor candidato a ensaios pré-clinicos. Esses parametros sdo chamados de métricas e sdo
amplamente utilizados nas etapas de “hit-validation” e “lead-cptimization”. Dentre as métricas
envolvidas no desenvolvimento de farmacos temos os descritores envolvidos na regra de
Lipinski (peso moléculas, logP — lipofilicidade e o numero de doadores e aceptores de
hidrogénio presentes na molécula); os descritores relacionados diretamente a lipofilicidade
(cLogP, LogD e CHILogD); PSA (area de superficie polar); tPSA (area de superficie polar
topoldgica); fragdo de sp3 (nimero de atomos de carbono com hibridizagdo sp3); LE (eficiéncia
do ligante); LLE (eficiéncia do ligante lipofilico), entre outros. Esses valores podem ser obtidos
através de softwares especializados para quimica e os valores considerados como
“recomendados” podem ser encontrados em plataformas como a RGDscience e na literatura

(RGDscience, 2024; LEESON et al., 2021; SHULTZ, 2014; VUKOVIC; HUGGINS, 2018).

A quimica computacional possui diversas ferramentas para auxiliar o desenvolvimento
de farmacos. Uma dessas estratégias € o docking molecular (também chamado de ancoramento
molecular). Essa ferramenta visa prever a afinidade de uma molécula e seu alvo bioldgico
através de calculos quénticos ou de mecanica molecular. A utilizagdo desse método pode gerar
uma reducdo de até 50% dos custos e do tempo necessario para o desenvolvimento de um
farmaco, sendo um valioso aliado no entendimento de sistemas bioldgicos complexos.
Entretanto, como desvantagens temos as falhas que podem ocorrer durante a parametrizacio,

levando a resultados errados (AGU et al., 2023; STANZIONE; GIANGRECO; COLE, 2021).
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e Avaliar a interacdo entre as acridinonas e as enzimas propostas através de métodos in
silico (ancoramento molecular).

e Avaliar o perfil o antioxidante das acridinonas, através do ensaio ORAC (Capacidade
de Absorg¢do de Radicais Livres de Oxigénio).

e Avaliar a penetragio no sistema nervoso central (barreira hematoencefalica) das

acridinonas através de ensaio de permeabilidade em membrana artificial (PAMPA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sintese e caracterizacio das acridinonas

Dezesseis acridinonas foram planejadas para essa colegdo (produtos 1-16). Doze das
acridinonas (1, 2, 3, 6, 7, 9, 10, 11, 13, 14, 15 e 16) tiveram suas sinteses e avaliacdo quanto
atividade anticancer publicada pelo grupo de pesquisa (MAGALHAES et al., 2016). Entretanto,
nenhuma possui relatada avaliaciio em relagdo a atividade inibitdria frente as enzimas acetil e
butirilcolinesterase. As moléculas 1, 7 e 10 tiveram sua sintese a avaliacdo da atividade
antimicrobial descrita previamente por Nadaraj e colaboradores (NADARAJ; THAMARAI
SELVI; MOHAN, 2009). Outras acridinonas tiveram metodologias de sinteses publicadas
previamente, mas sem atividade bioldgica relacionada. Buscando-se explorar potenciais
atividades farmacologicas, e devida a similaridade entre o anel acridinona e a Tacrina (potente
agente ndo seletivo inibidor de AChE e BChE, e primeira terapia aprovada para Alzheimer), as
acridinonas sintetizadas foram testadas frente a alvos farmacologicos relacionados a doengas

degenerativas (Alzheimer).

O planejamento estrutural das moléculas (figura 12) se baseou em trabalhos anteriores.
Previamente, no grupo de pesquisa, utilizou-se como aminas para reagcdes de Hantzsch a a-
naftilamina e a 3,4-metilenodioxoanilina, buscando similaridades estruturais com a
Podofilotoxina. Uma vez que foram estabelecidos protocolos de reagdo com uso dessas aminas,
que vao de encontro a quimica verde, por ndo utilizar catalisadores e ser feita de maneira one-
pot, as mesmas aminas foram utilizadas no presente trabalho. A escolha dos aldeidos foi
realizada a fim de explorar os tamanhos dos sitios de interagdo e também as possiveis

interagdes.
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dos produtos 15 e 16 foram os maiores observados, e isso pode estar associado ao fato de a
amina utilizada ser a 3,4-metilenodioxianilina. A 3,4-metilenodioxianilina (pka aproximado
4.6) ¢ ligeiramente mais basica do que a a-naftilamina (pka aproximado 4.2). Diversos fatores
estruturais e eletronicos influenciam a disponibilidade do par de elétrons no 4&tomo de nitrogénio
para realizar um ataque nucleofilico. O primeiro fator a ser considerado € a ressonancia, a
deslocalizagdo do par de elétrons livres presente no nitrogénio ¢ maior na a-naftilamina. Tal
fato ocorre porque o anel naftalénico possui uma conjugagdo maior do que o um anel benzénico
ligado a um anel 1,3-dioxolano (3,4-metilenodioxianilina), portanto, conferindo uma menor
basicidade a a-naftilamina. O segundo fator ¢ o efeito indutivo, apesar da presenca do anel 1,3-
dioxolano, o efeito retirador por indugdo desse grupo ndo € tdo forte quanto a presenca de um
anel naftaleno. Somando os dois fatores, podemos concluir que a 3,4-metilenodioxianilina ¢é
ligeiramente mais basica que a o-naftilamina, e que essa basicidade maior pode estar

relacionada ao maior rendimento.

A basicidade da amina interfere diretamente na reagéo, pois a amina atua em duas etapas
distintas do mecanismo. No esquema 10 apresenta-se o mecanismo geral proposto para as
reacdes, onde em meio basico, a anilina (ou outra base) remove um préton do carbono alfa (o
Ha) no tautomero carbonilado. Forma-se um anion com dois contribuidores de ressonancia,
chamado de enolato (I). A estrutura de ressonancia que mais contribui para o hibrido de
ressonancia dessa espécie é a que possul a carga negativa no oxigénio. Posteriormente uma
condensacdo de Knoevenagel (II) ocorre entre o carbanion e o aldeido, levando a formacéo de
um intermedidrio que sofre um ataque nucleofilico da amina (adi¢cdo de Michael) (IIT). O
produto da adi¢do de Michael é o intermedidrio IV que passa por uma etapa de ciclizagdo
através de um ataque eletrofilico ao carbono P a carbonila, levando ao intermedidrio V, que

restabelece a aromaticidade para obtencdo do produto desejado (VI).
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rendimento. Para o reagdo que conduziu ao produto 1, a utilizagdo do benzaldeido, de forma
pura, como reagente € um fator determinante para o rendimento, uma vez que a sua oxidagdo
gera o acido benzoico, diminuindo assim a quantidade de aldeido presente na reacio. O
benzaldeido utilizado para obtengdo do produto 1 nio teve sua pureza analisada, portanto a
possivel presenca de acido benzoico ¢ uma hipotese que pode ter acarretado em um menor
rendimento. A presencga de grupos doadores e retiradores de elétrons no aldeido parece ndo ter
uma interferéncia significativa no rendimento, entretanto, ¢ necessario destacar que apenas 4
reacdes resultaram produtos com rendimentos acima de 40%, sendo eles: a 10 (com grupo nitro
retirador na posicdo meta); 5 (com dois grupos metoxila doadores nas posi¢cdes meta e para); 7
(grupo hidroxila doador hidroxila na posicdo para); e 14 (com 3 grupos metoxilas doadores nas

duas posi¢des meta e na posicdo para).

A reacgdo para preparar o produto 9, apesar de ter sido realizada utilizando o protocolo
2, obteve rendimentos similares as reacdes obtidas pelo protocolo 1, sendo importante destacar
que a recristalizacdo reduziu a massa obtida, mas garantiu a pureza do produto necessaria para

0s testes.

A reagdo de formagdo do produto 6, gerou um precipitado, entretanto, as andlises
espectroscopicas juntamente com o espectro de massas (anexos 12-17, paginas 210 a 215)
indicam que a reacdo ndo levou ao produto desejado. A caracterizacdo da molécula obtida ndo
foi conclusiva, entretanto, as andlises espectroscopicas indicam caracteristicas do produto
desejado e do intermedidrio I (de acordo com o esquema 10 — esquema de intermediarios).
Tal produto pode ser um dos intermedidrios da reacdo, que nesse caso, se formou de maneira
estavel e majoritaria, entretanto nenhum relato similar foi descrito na literatura, sendo um caso
a ser investigado futuramente. Devido a auséncia do produto desejado, essa molécula foi

retirada das etapas de avaliacdo seguintes.

As reacdes que conduziram a formagdo de 3, 8 e 12 obtiveram rendimentos baixos (4%,
4% e 3%, respectivamente). As reagdes ndo obtiveram precipitados, sendo necessario a
utilizagdo de cromatografia flash (coluna) para o isolamento, partindo do meio reacional bruto,
0 que gerou uma menor massa. As analises das CCDs para essas reagdes indicaram a presenga
de varios intermediarios, com fatores de reten¢des proximos, tal fato dificultou o isolamento do
produto desejado, e uma vez que se buscou apenas as fragdes puras, um menor rendimento foi

obtido.
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Para a caracterizagdo da molécula 7 o simpleto em 6 5,13 ppm foi o mais significativo
do espectro, uma vez que esse sinal ndo estd presente nos reagentes (a-naftilamina, 1,3-
ciclohexanodiona e 4-hidroxibenzaldeido). Esse sinal ¢ referente ao hidrogénio metinico ligado

ao carbono 11 e indicando que houve a ciclizagdo para formar o produto.

No intervalo com deslocamentos entre 1,90 e 2,92 ppm foi possivel observar 4 multipletos
e 1 dupleto, referentes a 6 hidrogénios dos trés metilenos alifaticos (CH> 16, 17 e 18). Os dois
multipletos em ou 1,90 e du 1,99 ppm sdo referentes aos hidrogénios ligados ao carbono 17, e
aparecem com deslocamentos diferentes devido ao ambiente quimico distinto atribuido a
posicdes pseudo-equatotial e pseudo-axial do cicloexano. O multipleto em on 2,25-2,28 ppm ¢
referente ao hidrogénio 16, que estdo em campo magnético baixo (sdo mais desprotegidos)
devido ao efeito anisotropico da carbonila. Ja o multipleto em S 2,69 ppm e o dupleto em ou
2,89-2,92 ppm sao referentes aos hidrogénios ligados ao carbono 18, que também possuem
posicdes pseudo-equatotial e pseudo-axial que leva a uma diferenca no ambiente quimico, além

da desprotecdo que ocorre pela proximidade com a dupla ligacio.

Os dupletos (8u 6,57-6,55 e 6H 7,00-6,98 ppm) com integracdo para 2 hidrogénios cada,
sdo referentes aos 4 hidrogénios do anel aromaticos (21, 22, 24 e 25) presentes no anel 4-
hidroxifenil, indicando um sistema para-substituido do tipo AA’BB’. O dupleto em 6u 6,57-
6,55 ppm refere-se aos hidrogénios ligados aos carbonos 22 e 24, que sdo protegidos gragas ao
efeito doador da hidroxila em orfo. Enquanto, o dupleto em campo mais baixo ¢ referente aos
hidrogénios ligados aos carbonos 21 e 25, uma vez que o efeito doador da hidroxila gera uma

protecdo pouco efetiva na posi¢do meta.

Os sinais entre 7,27 e 8,47 ppm séo referentes aos hidrogénios do sistema naftaleno (1, 2,
5, 6,7 e 8) e sdo comuns para todas as acridinonas que possuem a o-naftilamina como reagente.
Os simpletos em on 9,10 e 9,28 ppm sdo referentes ao hidrogénio da hidroxila (26) e ao
hidrogénio ligado ao nitrogénio (14), respectivamente, que por estarem ligados a heteroatomos

mais eletronegativos sdo mais desprotegidos.

O espectro de carbono (figura 15) para a molécula 7 tem o sinal mais representativo com
deslocamento quimico 39,50 ppm, sendo referente ao carbono assimétrico 11. Esse sinal indica
que houve a ciclizagdo e ndo estd presente nos reagentes (o-naftilamina, 1,3-ciclohexanodiona

e 4-hidroxibenzaldeido).
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interagdes nem sempre refletem em eficiéncia. Como a LE nfo diferencia interagdes polares e
ndo polares, e ¢ importante entendermos se a adi¢do de novos atomos ou grupos funcionais em
uma molécula estdo levando a um aumento de interacdes especificas, uma segunda métrica foi

introduzida: LLE (HEVENER et al., 2018; SHULTZ, 2014).

11,37 * (—log Cls0)]

LE =
AP

A LLE ¢é uma medida que avalia a energia de ligacdo, mas levando em consideracio a
lipofilicidade. Interacdes hidrofobicas sdo pouco especificas e podem levar a efeitos ¢ f~target
em etapas futuras do desenvolvimento de um farmaco, por isso uma métrica que leve em
consideragdo a lipofilicidade € valiosa. Seu calculo ¢ através da equagio abaixo onde o valor
de clogP pode ser obtido por software como ChemDraw® (HEVENER et al., 2018; SHULTZ,
2014).

LLE = (—logCls,) — clogP

As duas métricas auxiliam na avaliacdo de um hit, uma vez que compostos com
interagdes mais eficientes tém maior probabilidade de avancgar nas etapas de desenvolvimento
de farmacos (HEVENER et al., 2018; SHULTZ, 2014). Os valores de LE e LLE em relagdo as
duas enzimas, encontram-se na tabela 2, sendo desconsiderados os valores quando o valor de

inibicdo é maior que 10uM.

O valor de LE estabelecido como ideal para um composto “drug-like” seria acima de
0,3 kcal/mol/atomo pesado. Valores de LE abaixo de 0.3 podem indicar que a interacdo do
composto com o sitio de interacdo ndo ¢ tdo eficiente, sugerindo que o nimero de dtomos
pesados esta alto, ou que sua afinidade € relativamente baixa. Em termos praticos, significa que
uma molécula com peso molecular igual a 500 e 38 4tomos pesados, precisaria ter uma
afinidade, ou poténcia de 0,01 uM para ser considerada “drug-like” (HOPKINS et al., 2014;
SCOTT; WARING, 2018).

O valor de LLE estabelecido como ideal para um candidato a farmaco ¢
aproximadamente 5, porém, considerando moléculas lead-like, em estagios mais iniciais no
desenvolvimento de farmaco, o valor estabelecido ¢ 3. Um valor de LLE elevado indica que a
molécula ¢ eficiente em termos de atividade bioldgica sem ser excessivamente lipofilica, o que
¢ desejavel para boas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas. Enquanto valores

proximos a 0 indicam que o composto tem maior afinidade com octanol do que com agua,
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significando uma alta lipofilicidade e dependéncia de interagdes hidrofobicas inespecificas para
a poténcia, o que podem acarretar efeitos ¢;f-target e toxicidade (HOPKINS et al., 2014;
SCOTT; WARING, 2018).

Apesar dos valores obtidos para a inibi¢do enzimatica em ambas as enzimas estarem
dentro da mesma ordem de grandeza, alguns resultados podem ser destacados. Os resultados in
vitro mostram que molécula 1, possui a melhor atividade em AChE (Clsp = 4,01 £ 0,57uM) e
uma seletividade para essa enzima. Os resultados mostram que a insercdo de substituintes no
anel aromatico proveniente do aldeido leve a uma menor atividade em AChE, entretanto, em
alguns casos uma melhor atividade em BChE. Tal fato estd dento do esperado uma vez o sitio
de ligacdo para a butirilcolinesterase ¢ maior que o da acetilcolinesterase, permitindo assim a

inser¢do de grupos variados no anel fenilico quando se busca a atividade em BChE.

Ao analisar as moléculas com metoxilas (moléculas 2 e 3) e hidroxila (molécula 7) como
substituintes no anel aromatico proveniente do aldeido, é possivel destacar que a substituicdo
na posicdo 4 do anel (moléculas 3 e 7) favorecem o perfil de inibicdo frente as duas enzimas,
levando a inibi¢do mista. Ja a substituicdo na posi¢do 3 do anel aromatico (molécula 2), gera
uma menor atividade em acetilcolinesterase, mas uma seletividade frente a essa enzima. Além
disso, os resultados sugerem que o substituinte metoxila é preferivel uma vez que a inibi¢do nas
duas enzimas ¢ maior para a molécula 3 quando comparada com a molécula 7. Quando a
substituicdo ocorre nas duas posi¢des, 3-metoxila e 4-hidroxila (molécula 4) e 3,4 dimetoxila
(molécula §), é possivel destacar que a dupla substituicdo, sendo uma hidroxila na posicdo 4
(molécula 4) gera uma melhora na atividade em AChE quando comparado com as moléculas 2
e 7 (monossubstituidas na posicdo 4), e uma seletividade frente a essa enzima, assim como ¢
visto para a molécula 2 (com substituinte apenas na posi¢do 3). Ja quando a metoxila € inserida
nas duas posi¢des (molécula 5), uma melhor atividade em BChE ¢é observada, e uma
seletividade para essa enzima. A molécula 14, que possui metoxilas nas posi¢des 2, 3 ¢ 4,
também possui o mesmo perfil da acridinona 5§, com o melhor valor de inibi¢do da
butirilcolinesterase (Clso = 0,99 £+ 0,12uM), reforcando o dado que o sitio de ligacdo dessa

enzima seja maior e permita inser¢do de grupos mais volumosos.

A acridinona 9, apesar de ser substituida nas posi¢des 3 e 4 do anel aromatico, possui
um ciclo metilenodioxo, o que promoveu uma perda de atividade e de seletividade para a
butirilcolinesterase, e conferiu a essa molécula uma atividade em acetilcolinesterase

equipotente a encontrada na molécula 4 (4-hidroxi-3-metoxi substituida). A insercdo de
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substituintes retiradores de elétrons (bromo, fllor ou carboxila — moléculas 8, 12 e 11
respectivamente) na posicdo 4 do anel aromatico geraram efeitos diversos. A molécula 11, com
a carboxila na posicdo 4, perdeu a atividade inibitéria frente as duas enzimas. A insercéo de
fltor na posicdo 4 (acridinona 12) mostrou-se mais ativa em acetil se comparada com a ACR 7
(4-hidroxifenil) e menos ativa que a molécula 3 (4-metoxifenil), entretanto, essa substituicdo
gerou uma seletividade frente a acetilcolinesterase como vista anteriormente nas moléculas com
substituintes na posi¢do 3. A acridinona 8, que possui o bromo como substituinte na posicéo 4,
demonstrou ser equipotente a molécula 3 (que possui metoxila na posicdo 4), frente as duas

enzimas, indicando que a metoxila pode ser substituida pelo bromo.

Ao utilizar-se 3-nitrofenil como substituinte (molécula 10), obteve-se uma inibicdo
mista, apesar de ser substituido na posigdo 3, com a inibicdo em BChE (Clso = 1,97 £ 0,09uM)
maior que em AChE (Clso = 6,41 + 0,25uM), sendo a terceira melhor inibi¢do em BChE, abaixo
apenas das moléculas 5 e 14. Ao utilizar-se um heterociclo de 5 membros (3-tiofeno — molécula
13), obteve-se uma seletividade mista, mas, assim como na molécula 10, com melhores valores
para BChE (Clso em AChE = 7,96 £+ 0,39uM; Clso em BChE = 2,44 + 0,36uM), tal fato pode
ser devido a presenca do enxofre, que possibilita a interagdes especificas nos sitios de ligacdes,
sendo uma possivel justificativa para os resultados em AChE da molécula 13 serem melhores
que o da molécula 12, que possui o flior (pequeno e de tamanho similar ao hidrogénio) como
substituinte. Essa teoria sera explorada na avaliacdo in silico. Os valores similares a molécula
10 indicam que a substituicdo por esse heterociclo seja tolerado e possa ser utilizada

estrategicamente para evitar toxicidade relacionada a grupos nitro.

Quando a amina utilizada ¢ a 3,4-metilenodioxianilina (acridinonas 15 e 16), hd uma
melhora da ativada inibitoria frente a acetilcolinesterase quando o substituinte do anel
aromatico, proveniente do aldeido, ¢ o 3-metoxifenil (comparando acridinonas 2 e 15)
mantendo a seletividade frente a acetilcolinesterase. Entretanto, quando o substituinte do anel
aromatico, proveniente do aldeido, ¢ o 4-metoxifenil, comparando as acridinonas 3 e 16, ha
uma piora na atividade frente a acetilcolinesterase e a perda de inibicdo frente a
butirilcolinesterase. Tal fato demonstra que a utilizagdo da 3,4-metilenodioxianilina é toleravel

apenas quando se busca seletividade em acetilcolinesterase e permite futuras investigacdes.

Os valores encontrados de inibi¢do para as moléculas analisadas sdo considerados
promissores. A inibi¢do encontrada ¢ muitas vezes equipotente ao perfil de inibi¢do da

rivastigmina (ICso AChE=9.94um; 1Csp BChE=2.86pm), ¢ mesmo que seja pior quando
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comparado com a inspiracdo Tacrina (ICso AChE=0.25um; 1Csp BChE=0.05um), ainda sdo
compostos promissores por pertencerem a uma primeira etapa de avaliagdo, serem passiveis de

otimizagdes e serem comparaveis com outros compostos da literatura (ZHOU et al., 2018).

Tendo em vista os valores estabelecidos como ideias para LE e LLE em etapas iniciais
do desenvolvimento de um farmaco (0,3 e 3, respectivamente), € possivel chegar a algumas
conclusdes a respeito das moléculas testadas. Quando analisamos os valores obtidos de LE,
para ambas as enzimas, vemos que apenas uma molécula possui valores maiores que 0,3
kcal/mol, a molécula 13, e somente para BChE (LE AChE = 0,29kcal/mol; LE BChE =
0,32kcal/mol). Excluindo-se a molécula 13, apenas a molécula 1 possui um valor de LE em
AChE proximo a 0,3kcal/mol (0,295kcal/mol), enquanto em BChE temos apenas a acridinona
8 (LE BChE = 0,29kcal/mol). Tais resultados mostram que a melhor molécula em relagdo a
eficiéncia de interacdo € a acridinonas 13, pois tem os melhores valores em ambas as enzimas.
As outras acridinonas possuem valores pouco atrativos. Tal fato deve-se ao nimero extenso de

atomos que ndo refletem em uma maior poténcia.

Quando analisamos os valores de LLE, em ambas as enzimas, vemos que todos os
valores estdo bem abaixo do considerado ideal, sendo alguns valores menores até do que 0. O
melhor valor de LLE foi em BChE para a molécula 14 (LLE BChE = 1,31). Os valores, bem
abaixo do ideal, reforcam que a lipofilicidade das acridinonas ¢ elevada, levando a uma poténcia

baseadas em interagdes ndo especificas.

Os resultados de LE e LLE para ambas as enzimas mostram que apesar da atividade
inibitdria das acridinonas, as moléculas precisam passa por etapas de otimizagdo para diminuir
o nimero de atomos pesados e a lipofilicidade para que assim possam progredir para etapas

além da atual de quimica exploratoria.

Uma tabela com estruturas e todas as atividades avaliadas para as moléculas pode ser

encontrada no anexo 49 (pagina 247).

3.3. Avaliacao in silico das Acridinonas

De modo a compreender os resultados de atividade inibitoria, frente as duas enzimas,
encontradas na avaliacdo in vitro e expandir o entendimento a respeitos das possiveis interagdes
entre a enzima e as moléculas, um estudo in silico foi realizado. O ancoramento molecular foi

realizado utilizando um modelo cristalografico disponiveis no Protein data bank (ID: 7XNI1
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para AChE e 1POI para BChE), ambos para enzimas humanas, sendo o modelo para AChE co-
cristalizado com a Tacrina, e utilizando o programa GOLD. O sitio de interagéo utilizado para
AChE foi 0 mesmo ao qual a Tacrina estava co-critalizada com um raio de 6A (DILEEP et al.,
2022; NACHON et al.,, 2013); para BChE utilizou-se como referéncia o trabalho de
Hamulakova e colabores que estabeleceu como ponto de partida para o sitio de interagdo o
ponto com as coordenadas x=138,7; y=116,3; z=41,0, também com um raio de 6A

(HAMULAKOVA et al., 2012; NICOLET et al., 2003).

A validacdo para AChE foi realizada através de redocking da Tacrina. A
acetilcolinesterase foi validada (RMSD, root mean square deviation, médio de 20 rodadas de
0,862). O RMSD ¢ importante pois avalia a posi¢do dos atomos do ligante pos-docking em
comparacdo com o ligante co-cristalizado, sendo ideal valores menores que 2 A. A fungdo de
pontuacio CHEMPLP foi a melhor funcdo de pontuagdo, além de ter apresentado uma boa
sobreposi¢do com a Tacrina co-cristalizada. Desta forma, a funcio CHEMPLP foi escolhida
para os procedimentos subsequentes de atracamento molecular em acetilcolinesterase. Em
BChE foi utilizada a Tacrina como ligante (por 20 rodadas) para definir a melhor funcéo de
pontuacdo, sendo escolhida a CHEMPLP (score médio = 45.05) para a avaliagdo da

acridinonas.

As duas enzimas possuem similaridades que precisam ser destacadas. Ambas possuem
uma regido anidnica periférica (PAS) e uma triade catalitica (CAS). O PAS atua como uma
fenda até a regido do CAS, e no CAS ¢ onde ocorre a hidrélise do neurotransmissor. As
dimensdes dessas regides sdo distintas nas duas enzimas, enquanto na AChE a fenda possui
aproximadamente 20A de profundidade e cerca de SA de largura na parte mais estreita, a BChE
¢ mais amplo, com uma fenda com cerca de 20A de profundidade, e aproximadamente 8-10A
de largura. Tal fato é o que confere mais especificidade para hidrolise que ocorre na AChE. A
figura 22 mostra os residuos de aminoacidos que formam a regido PAS e CAS nas enzimas. O
conhecimento dessas regides auxilia no entendimento das interagdes primordiais que ocorrem
entre as moléculas e as enzimas levando a atividade inibitéria (CHALUPOVA et al., 2019;

POURSHOIJAETI et al., 2019; ROSENBERRY et al., 2017).
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acridinonas. As principais interagdes de cada enantidmero, para cada molécula, em cada

enzima, além do score, se encontram nos anexos 50 e 51 (paginas 252 a 256).

Para a acetilcolinesterase o residuo de aminoacido que mais participa de interagdes (com
menos de 6A de distancia) é o Trp®. Esse residuo de aminoacido presente no CAS est4 presente
nas interacdes de todas as moléculas testadas, realizando interagdes do tipo ligacdes de
hidrogénio convencionais, empilhamento n-n e m-alquil. Destaca-se também o Tyr*7; Tyr!** e
o Tyr**!, que também estdo muito presentes nas interagdes, sendo responsaveis interagdes do
tipo ligacdes de hidrogénio convencionais, empilhamento n-n e n-alquil, além de interagdes: n-
sigma, n-doadores de ligacdo de hidrogénio e m-enxofre para o Tyr*’; e interacdes m-par de

elétron livre e n-doadores de ligagdo de hidrogénio para Tyr!?*.

Para a butirilcolinesterase os dois residuos de aminodcido que estdo presente nas
interagdes (com menos de 6A de distancia) de todas as moléculas testadas sdo o Trp**! e a Phe®*
sendo ambos responsaveis por interagdes dos tipos empilhamento n-n e m-alquil. Outros

residuos frequentes sdo Ala*?8, Leu?®¢ e Trp®.

O ancoramento molecular ajuda a explicar o fato de trés moléculas apresentaram
atividades inibitorias para AChE maiores que 10uM, sdo elas as moléculas §, 11 e 14. Para os
enantidmeros R dessas moléculas, o posicionamento dentro do sitio de ligacdo é o mesmo, como
visto na figura 23A. Para os enantidmeros S, a molécula 14 possui um posicionamento distinto,
como visto na figura 23B. Destaca-se que para as moléculas § e 11, hd uma auséncia de ligacdes
de hidrogénio para ambos os enantiémeros testados, enquanto para a molécula 14, apenas o
enantidmero S possui ligagdes de hidrogénio. A auséncia das ligagdes de hidrogénios, que sdo
as mais especificas, nos enantidmeros R das 3 moléculas, e nos enantidmeros S das moléculas

5 e 11 justificam a menor concentracgdo inibitoria para essas moléculas.

A similaridade no tamanho do hidrogénio e do fluor abre o questionamento do motivo
que leva a molécula 1 e a 12 terem atividades tao distintas frente a acetilcolinesterase, enquanto
o enxofre, presente na molécula 13, apesar de ser grande, consegue ter uma inibi¢cdo melhor do
que a observada para a molécula 12. Ao analisar os enantidmeros S (figura 24B) das moléculas
1, 12 e 13, vemos que todos possuem o mesmo posicionamento, porém, ao analisarmos os
enantidmeros R (figura 24A) é possivel ver que a moléculas 1 e 13 possuem o mesmo
posicionamento, o que leva a interacdes similares, enquanto a 12 tem um posicionamento bem

diferente, justificando assim interagdes distintas e uma menor atividade inibitoéria.
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Os resultados na avaliacdo in silico identificou as principais interacdes que ocorrem para
a série de acridinonas sintetizadas, entretanto, uma correlagdo direta com os resultados in vitro
¢ impossivel de ser feita devido a auséncia de resultados in vitro com os enantidomeros isolados.
Portanto, uma perspectiva para o presente trabalho ¢ isolar os enantiomeros dos compostos e

assim poder utilizar o ancoramento molecular de modo mais efetivo.

3.4. Ensaio ORAC (Capacidade de Absorciao de Radicais de Oxigénio) — perfil
antioxidante

Uma vez que a atividade antioxidante é conhecidamente valiosa no desenvolvimento de
farmacos para doencas degenerativas, a acdo antioxidante das acridinonas sintetizadas foi
determinada. Para tal determinacdo utilizou-se o ensaio ORAC (Capacidade de Absorcdo de
Radicais de Oxigénio), que se baseia na inibicdo da oxidacdo induzida por radicais perdxido,
gerados pela decomposicdo térmica de azocompostos como o dicloridrato de 2,2'-azobis-2-
amidinopropano (AAPH). O Trolox® (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico), um derivado hidrossolivel da vitamina E, é utilizado como padrio de referéncia.
Durante o ensaio, o sinal de fluorescéncia da fluoresceina é quantificado. Quando ha uma
presenca de ROS (espécies reativas de oxigénio), ha uma répida oxidagdo da fluoresceina,
gerando um decaimento na fluorescéncia. A adi¢do de moléculas antioxidantes provoca uma
estabilizacdo do sinal de fluorescéncia devido a interrup¢do no processo de oxidagdo.
Comparando o efeito observado com o efeito causado pelo Trolox®, podemos determinar a
capacidade antioxidante dos novos compostos. A capacidade antioxidante dos compostos ¢é
expressa em unidades equivalentes de Trolox® em uma concentracdo fixa (CARDOSO;
BRITES; BRITO, 2010; VAN ASPEREN et al., 1997). Foi medida a fluorescéncia em fungéo
do tempo e com concentracdes fixas dos compostos (10; 5; 2,5 e 1 uM). A medida de
fluorescéncia ¢ realizada com um aparelho FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH, Offenburg,
Alemanha). Os valores obtidos para atividade antioxidante, em relagdo a equivalentes de

Trolox®, encontra-se na tabela 3.
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possivelmente prejudiciais. As vias de transporte transmembrana sdo limitadas, a maioria dos
compostos que tém como alvo o SNC atravessam a barreira por difusdo passiva, entretanto,
uma vez que a BBB ¢é extremamente seletiva, a sua presenca gera um obsticulo no
desenvolvimento de farmacos que atuem no SNC (CARDOSO; BRITES; BRITO, 2010; VAN
ASPEREN et al., 1997).

O ensaio de permeabilidade de membrana artificial paralela (PAMPA) € uma técnica de
alto rendimento desenvolvida para prever a permeabilidade passiva através de membranas
bioldgicas. Para explorar a capacidade dos compostos de penetrar no cérebro, utilizamos o
método PAMPA-BBB descrito por Di et al. (DI et al., 2003), que emprega uma membrana
lipidica cerebral suina. As permeabilidades in vitro (Pe) de medicamentos comerciais através
do extrato de membrana lipidica, juntamente com as acridinonas, foram determinadas e

descritas na tabela 4.

Duas métricas sdo importantes de serem consideradas quando avaliamos a
permeabilidade, sdo elas: clogP e tPSA. O clogP ¢é o valor calculado para o coeficiente de
particdo octanol-dgua e representa a lipofilicidade de uma molécula. Quanto maior o clogP,
mais lipofilica é a molécula. A tPSA (tcpological polar suiface area) é a soma da superficie
sobre os atomos polares presentes na molécula, considerando uma imagem bidimensionais.
Essa superficie polar pode gerar ligacdes de hidrogénio e influenciarem diretamente a
permeabilidade, por isso, quanto maior o valore de tPSA, maior a polaridade da molécula e,

portanto, ocorre uma menor permeabilidade. Os valores dessas duas métricas sdo indicados,

para cada molécula, na tabela 4 (RGDSCIENCE, 2024; ARNOTT; PLANEY, 2012) .

Uma validacdo do ensaio foi realizada comparando os valores de permeabilidade,
relatados na literatura, para medicamentos comerciais com os dados experimentais obtidos
empregando esta metodologia. Uma boa correlagdo entre os valores experimentais e descritos
foi obtida e a equacdo da reta para essa correlacio (demonstrada abaixo). A partir dessa equagio
e seguindo o padrdo estabelecido na literatura para previsdo de permeabilidade em BBB
(CRIVORI et al., 2000), foi possivel classificar os compostos como SNC+ quando apresentam

uma permeabilidade maior que 4.48 x 10 cm.s™..

Pe (experimental) = 1.4631 (bibliografia) — 1.3714 (R? = 0.979)
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Considerando farmacos que atuam no sistema nervoso central, e precisam ultrapassar a
barreira hematoencefalica, condigdes mais especificas sfo necessarias. Devido as
caracteristicas estruturais da barreira, moléculas menores e mais lipofilicas sdo ideais para
conseguir atingir o sistema nervoso central, entretanto, uma lipofilicidade excessiva pode
aumentar a afinidade com transportadores de efluxo. Considerando esses fatores e a necessidade
de uma lipofilicidade equilibrada, € possivel determinar valores tedricos indicados para clogP

e tPSA de moléculas planejadas para atravessar a barreira hematoencefalica, esses valores sdo:

clogP >3 e tPSA < 75A (ARNOTT; PLANEY, 2012; WAGER et al., 2010).

Os valores de clogP para todas as acridinonas avaliadas foram maiores que 3, sendo que
10 das 15 acridinonas avaliadas possuem valores de clogP maiores de 5. Tal fato corrobora a
alta lipofilicidade das moléculas devido a presenca do anel acridinona. A lipofilicidade alta
também auxilia na permeabilidade. Os valores obtidos de tPSA foram < 75A, como o ideal,
para 14 das 15 acridinonas testadas, sendo mais alto que 75A apenas para a molécula 10, devido

a presenca do grupo nitro.

As moléculas 1, 2 e 9 precipitam nas condi¢cdes experimentais empregadas, portanto,
nio foi possivel determinar a permeabilidade. Com base nesses resultados, podemos considerar
que as acridinonas 3, 5, 7, 8, 10, 13, 15 e 16, sdo as que possuem a permeabilidade maior que
4.48 x 10 cm.s™!, portanto, sdo as acridinonas capazes de atravessar a BBB por permeagio
passiva e as mais promissoras em relacdo a esse ensaio. Apesar do valor de tPSA superior a
75A na molécula 10, ainda sim a molécula possui uma permeabilidade na barreira
hematoencefalica. As acridinonas 12 e 14 tiveram uma permeabilidade média, sendo
considerada SNC+ / SNC-, o que significa que parte da concentragdo inicial atravessa a BBB e
parte ndo atravessa. Enquanto as acridinonas 4 e 11 nfo ultrapassam a barreira, as tornando
pouco promissoras. Esses resultados reforcam que as ferramentas computacionais visam
auxiliar o desenvolvimento de farmacos, entretanto, ¢ necessario analisa-las em conjunto e

associando com os resultados de ensaios in vitro para tomada de decisdo.

Os resultados gerais das avaliagdes in vitro e in silico das acridinonas apresentados
podem ser considerados interessantes. Pelo conjunto de resultados, as moléculas 3, 5, 7, 12 ¢
13, foram selecionadas para posteriores ensaios de citotoxicidade e protecdo neural. Apesar de
resultados promissores, a acridinona 14 foi descartada pelo seu perfil citotdxico ja comprovado

previamente (MAGALHAES et al., 2016).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese das Acridinonas
Todas as acridinonas foram sintetizadas no Laboratorio de Diversidade Molecular ¢

Quimica Medicinal (LaDMol-QM) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRYJ).

As aminas aromaticas utilizadas nas sinteses foram: o-naftilamina (CAS: 134-32-7) e
3,4-metilenodioxianilina (CAS: 14268-66-7). O dicarbonilado utilizado nas sinteses foi a 1,3-
ciclohexanodiona (CAS: 504-02-9). Os aldeidos utilizados nas sinteses foram: benzaldeido
(CAS: 100-52-7); 3-metoxibenzaldeido (CAS :591-31-1); 4-metoxibelzaldeido (CAS: 123-11-
5);  vanilina (CAS: 121-33-5); 3,4-dimetoxibenzaldeido (CAS: 120-14-9); 3-
hidroxibenzaldeido (CAS: 100-83-4); 4-hidroxibenzaldeido (CAS: 123-08-0); 4-
bromobenzaldeido (CAS: 1122-91-4); 3-nitrobenzaldeido (CAS: 99-61-6); 4-fluorbenzaldeido
(CAS: 459-57-4); 3,4,5-trimetoxibenzaldeido (CAS: 86-81-7); piperonal (CAS: 120-57-0);
acido 4-formilbenzoico (CAS: 619-66-9); 3-tiofenocarboxaldeido (CAS: 498-62-4).

Os solventes utilizados, etanol absoluto, metanol, isopropanol, diclorometano, acetato
de etila, n-hexano e dimetilsulféoxido deuterado, foram fornecidos pela Sigma Aldrich (Saint

Louis, MO, EUA).

As reacdes foram acompanhadas através da cromatografia em camada delgada analitica
(CCD), com placas de silica gel Merck 60 F254 de 0,25 mm de espessura (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha), utilizando como eluente mistura de hexano e acetato de etila (75%) e
analisando na camara de luz UV (254 ou 366 nm) CN-15LC (Vilber Lourmat, Collégien,
Franca).

A purificacdo dos compostos realizada por cromatografia em coluna flash utilizou
cromatografia liquida de adsorcdo em coluna, no equipamento Isolera da Biotage®, modelo
ISO-4SV (IQ-UFRRIJ). Para a confeccdo da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh
(Merck). E como fase movel, foram utilizadas as misturas solventes de acordo com as

propriedades fisico-quimicas de cada composto.

4.1.1. Protocolo 1
Em um tubo reacional adiciona-se 1 mmol da 1,3-ciclohexanodiona, 1 mmol do aldeido,
2 mmol de uma amina primaria aromatica, 3 mL de solvente (isopropanol) e um agitador

magnético. A reacdo ¢ levada a uma chapa de aquecimento e agitacdo, com a temperatura e
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agitacdo controladas (refluxo, 82°C) por 24h. A formagdo do produto é confirmada por
cromatografia de camada delgada. O isolamento e purificagdo ocorrem através da filtracdo a
vacuo do precipitado formado, seguida de recristalizacdo em etanol, para obtencdo do produto

puro a ser caracterizado.

4.1.2. Protocolo 2

Em um tubo reacional adiciona-se 1 mmol da 1,3-ciclohexanodiona, 1 mmol do aldeido,
1 mmol de uma amina primaria aromatica, 3 mL de solvente (etanol) e um agitador magnético.
A reacdo ¢ levada a uma chapa de aquecimento e agitacdo, com a temperatura e agitagdo
controladas (refluxo, 75°C) por 24h. A formacéo do produto é confirmada por cromatografia
de camada delgada. O isolamento e purificagdo ocorrem através cromatografia em coluna flash
utilizando o equipamento isolera (Biotage®). A pastilha para a coluna é formada pelo produto
cru da reacdo e silica gel. As fases movelis para as colunas podem ser misturas de diclorometano
e metanol ou mistura de hexano e acetato de etila, de forma gradiente. As fracdes puras do

produto desejado sdo evaporadas e o produto puro ¢ caracterizado.

4.1.3. Caracterizacao das moléculas

Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono (RMN !3C), além de anélises 2D (HSQC),
realizadas em um espectrometro da marca Briiker de 500MHz (300 MHz para 'H e 75 MHz
para 13C), modelo Ultrashield Plus da Central Analitica Multiusuario- PPGQ — UFRRIJ, usando
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) como solvente e tendo como padrdo interno o

tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) foram obtidos em partes por milhdo
(ppm).

Os pontos de fusdo dos compostos foram determinados em um aparelho da marca MS
Tecnopon, modelo PFM I1. Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro

Briiker, modelo FT-IR Vertex 70, pela técnica de ATR na faixa de 400 a 4000 cm-1. Ambos os

equipamentos pertencentes ao Instituto de Quimica da UFRRIJ.

As atribui¢des dos carbonos e hidrogénios obtidos no espectro de RMN de carbono e

hidrogénio, assim como o rendimento e pontos de fusdo das moléculas, sdo descritos a seguir.
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e Composto 1 — 7-fenil-7,10,11,12-tetrahidrobenzo|[c]acridin-8(9H)-ona. Soélido branco
obtido com 21% de rendimento e ponto de fusdo de 240-245°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6: 9.35 (H1 — s, 1H), 8.49-8.47 (H16 — d, 1H, J = 8.48 Hz),
7.83-7.81 (H11 - d, 1H, J = 7.82 Hz), 7.59-7.58-7.56 (H14 — t, 1H, J = 7.58 Hz), 7.51-7.49-
7.47-7.46 (H13 e H15 — m, 2H), 7.32-7.30 (H10 — d, 1H, J=7.31 Hz), 7.23-7.22 (H21 e H23
—d, 2H), 7.19-7.17-7.16 (H20 e H24 — t, 2H), 7.07-7.05-7.04 (H22 - t, 1H, J = 7.05 Hz), 5.25
(H8 —s, 1H)., 2.95-2.91 (H3 — m, 1H), 2.74-2.71-2.69 (H3 — m, 1H)., 2.30-2.25 (H5 — m, 2H),
2.00-1.99 (H4 — m, 1H), 1.90 (H4 — m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.4 (C6 - C; sp2), 154.2 (C2 - C; sp2), 148.8 (C19 - C;
sp2), 132.7 (C18 — C; sp2), 131.1 (C12 - C; sp2), 128.6 (C14 — CH; sp2), 128.6 (C21 e C23 —
CH; sp2), 128.3 (C15 — CH; sp2), 127.5 (C20 e C24 — CH; sp2), 126.2 (C11 — CH; sp2), 126.2
(C22 - CH; sp2), 126.1 (C13 — CH; sp2), 123.1 (C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 — C; sp2), 121.7
(C16 — CH; sp2), 121.3 (C9 - C; sp2), 108.8 (C7 — C; sp2), 40.5 (C8 — CH; sp3), 37.2 (C5 —
CHa; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3), 21.5 (C4 — CHay; sp3).

e Composto 2 — 7-(3-metoxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona. Soélido
branco obtido com 33% de rendimento e ponto de fusdo (degradagdo) de 229-233°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6: 9.34 (H1 — s, 1H), 8.48-8.46 (H16 — d, 1H, J = 8.47 Hz),
7.83-7.82 (H11 - d, 1H, J = 7.83 Hz), 7.59-7.57-7.56 (H14 — t, 1H, J = 7.57 Hz), 7.51-7.49-
7.48-7.46 (H13 e H15 — m, 2H), 7.35-7.33 (H10 — d, 1H, J=7.34 Hz), 7.10-7.09-7.07 (H21 —
t, 1H, J=7.09 Hz), 6.79 (H24 ¢ H20 - sl, 2H), 6.65-6.63 (H22 — d, 1H, J = 6.64 Hz), 5.21 (HS
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—s, 1H), 3.66 (H25 — s, 3H), 2.95-2.91 (H4 — m, 1H), 2.74-2.71-2.68 (H3 —, 1H), 2.30-2.26-
2.23 (H5 —m, 2H), 1.99 (H4 — m, 1H), 1.91 (H4 — m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8: 194.4 (C6 — C; sp2), 159.5 (C23 - C; sp2), 154.2 (C2 - C;
sp2), 150.3 (C19 - C; sp2), 132.7 (C18 — C; sp2), 131.0 (C12 - C; sp2), 129.6 (C21 — CH; sp2),
128.6 (C14 — CH; sp2), 128.3 (C15 - CH; sp2), 126.2 (C11 — CH; sp2), 126.1 (C13 — CH; sp2),
123.1 (C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 — C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2), 121.2 (C9 — C; sp2),
119.9 (C20 — CH; sp2), 113.8 (C22 — CH; sp2), 110.9 (C24 — CH; sp2), 108.7 (C7 — C; sp2),
55.2 (C25 — CH; sp3), 40.4 (C8 — CH; sp3), 37.2 (C5 — CHz; sp3), 27.4 (C3 — CHz; sp3), 21.5
(C4 — CHa; sp3).

e Composto 3 — 7-(4-metoxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona. Soélido

branco obtido com 4% de rendimento e ponto de fusdo de 204-209°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.31 (H1 — s, 1H), 8.48-8.46 (H16 — d, 1H, J = 8.47 Hz),
7.83-7.82 (H11 - d, 1H, J = 7.82 Hz), 7.59-7.57-7.56 (H14 — t, 1H, J = 7.57 Hz), 7.51-7.49-
7.47-7.45 (H13 e H15 — m, 2H), 7.29-7.28 (H10 — d, 1H, J = 7.28 Hz), 7.12-7.10 (H20 e H24
~d,2H,J=7.11 Hz), 6.74-6.72 (H21 e H23 - d, 2H,J=6.73 Hz), 5.18 (H8 s, 1H), 3.64 (H25
s, 3H), 2.93-2.89 (H3 - m, 1H), 2.72-2.70-2.68 (H3 -~ m, 1H), 2.29-2.24 (H5 - m, 2H), 2.01-
1.99-1.98 (H4 - m, 1H), 1.90-1.89-1.87 (H4 - m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.4 (C6 - C; sp2), 157.8 (C22 - C; sp2), 153.9 (C2 - C;
sp2), 141.3 (C19 - C; sp2), 132.7 (C18 - C; sp2), 131.0 (C12 - C; sp2), 128.6 (C14 — CH; sp2),
128.5 (C20 e C24 — CH; sp2), 128.4 (C15 — CH; sp2), 126.1 (C11 — CH; sp2), 126.1 (C13 -
CH; sp2), 123.1 (C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 - C; sp2), 121.7 (C9 - C; sp2), 121.7 (C16 — CH;
sp2), 113.9 (C21 e C23 — CH; sp2), 109.1 (C7 — C; sp2), 55.3 (C25 — CHs; sp3), 37.2 (C5 -
CHa; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3), 21.5 (C4 — CHay; sp3).
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e Composto 4 — 7-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-
ona. Solido preto obtido com 27% de rendimento e ponto de fusdo de 226-230°C.

OH
25

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6: 9.30 (H1 —s, 1H), 8.67 (H25 —s, 1H), 8.46-8.45 (H16 — d,
1H, J=8.46 Hz), 7.83-7.81 (H11 —d, 1H, J = 7.82 Hz), 7.58-7.56-7.55 (H14 — t, 1H, J=7.56
Hz), 7.50-7.48-7.48-7.46 (H13 ¢ H15 — dd, 2H), 7.37-7.35 (H10 — d, 1H, J = 7.36 Hz), 6.88
(H24 — s, 1H), 6.56-6.55 (H21 — d, 1H, J = 6.56 Hz), 6.51-6.50 (H20 — d, 1H, J = 6.51 Hz),
5.13 (H8 —s, 1H), 3.69 (H26 — s, 3H), 2.94-2.91 (H3 — m, 1H), 2.72-2.67 (H3 — m, 1H), 2.29-
2.26 (H5 — m, 2H), 2.00 (H4 — m, 1H), 1.92-1.91 (H4 — m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.5 (C6 — C; sp2), 153.9 (C2 - C; sp2), 147.4 (C23 - C;
sp2), 145.0 (C22 — C; sp2), 140.2 (C19 — C; sp2), 132.7 (C18 — C; sp2), 130.9 (C12 — C; sp2),
128.6 (C14 — CH; sp2), 128.4 (C15 — CH; sp2), 126.1 (C11 — CH; sp2), 126.0 (C13 — CH; sp2),
123.0 (C10 — CH; sp2), 122.5 (C17 — C; sp2), 121.9 (C9 - C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2),
119.7 (C20 — CH; sp2), 115.6 (C21 — CH; sp2), 112.0 (C24 — CH; sp2), 109.1 (C7 — C; sp2),
56.0 (C26 — CH3; sp3), 37.3 (C5 — CHay; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3), 21.6 (C4 — CHa; sp3).

e Composto 5 — 7-(3,4-dimetoxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona.
Sélido branco obtido com 46% de rendimento e ponto de fusdo de 233-238°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) : 9.32 (H1 — s, 1H), 8.47-8.46 (H16 — d, 1H, J = 8.46 Hz),
7.83-7.82 (H11 - d, 1H, J = 7.82 Hz), 7.57 (H14 — sl, 1H), 7.48 (H13 e H15 — sl, 2H), 7.37
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(H10 - s, 1H), 6.93 (H24 — s, 1H), 6.74-6.72 (H21 - d, 1H, , J = 6.73 Hz), 6.63 (H20  sl, 1H),
5.18 (H8 — s, 1H), 3.68 (H26 — s, 3H), 3.62 (H25 s, 3H), 2.94-2.91 (H3 - m, 1H), 2.73-2.71
(H3 — m, 1H), 2.27 (H3 - sl, 1H), 2.01-1.91 (H4 — m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.5 (C6 — C; sp2), 154.0 (C2 - C; sp2), 148.7 (C22 - C;
sp2), 147.4 (C23 — C; sp2), 141.7 (C19 — C; sp2), 132.7 (C18 — C; sp2), 130.9 (C12 — C; sp2),
128.6 (C14 — CH; sp2), 128.3 (C15 — CH; sp2), 126.1 (C11 — CH; sp2), 126.0 (C13 — CH; sp2),
123.0 (C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 — C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2), 121.0 (C9 — C; sp2),
119.3 (C20 — CH; sp2), 112.3 (C21 — CH; sp2), 111.7 (C24 — CH; sp2), 108.9 (C7 — C; sp2),
55.9 (CHs; sp3), 55.8 (C4 — CHs; sp3), 37.3 (C5 — CHa; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3), 21.6 (C4 -
CHa; sp3).

e Composto 7 — 7-(4-hidroxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona. Soélido
branco obtido com 41% de rendimento e ponto de fusdo de 248-253°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.28 (H1 s, 1H), 9.10 (H25 s, 1H), 8.47-8.46 (H16 — d,
1H, J = 8.47 Hz), 7.83-7.81 (H11 - d, 1H, J = 7.82 Hz), 7.58-7.57-7.55 (H14  t, 1H, J = 7.57
Hz), 7.50-7.48-7.47-7.45 (H13 e H15 — m, 2H), 7.29-7.27 (H10 — d, 1H, J = 7.28 Hz), 7.00-
6.98 (H20 e H24 — d, 2H, J = 6.99 Hz), 6.57-6.55 (H21 e H23 - d, 2H, J = 6.56 Hz), 5.13 (H8
s, 1H), 2.92-2.89 (H3 - m, 1H), 2.71-2.69-2.67 (H3 - m, 1H), 2.28-2.25 (H5 - m, 2H), 1.99
(H4 — m, 1H), 1.90 (H4 - m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.4 (C6 — C; sp2), 155.8 (C22 - C; sp2), 153.8 (C2 - C;
sp2), 139.6 (C19 - C; sp2), 132.6 (C18 - C; sp2), 130.9 (C12 - C; sp2), 128.6 (C14 — CH; sp2),
128.4 (C15 C20 e C24 — CH; sp2), 126.1 (C11 — CH; sp2), 126.0 (C13 — CH; sp2), 123.0 (C10
— CH; sp2), 122.6 (C17 — C; sp2), 121.9 (C9 — C; sp2), 121.6 (C16 — CH; sp2), 1152 (C21 e
C23 - CH; sp2), 109.3 (C7 — C; sp2), 39.5 (C8 — CH; sp3), 37.3 (C5 — CHz; sp3), 27.4 (C3 —
CHa; sp3), 21.5 (C4 — CHaz; sp3).
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e Composto 8 — 7-(4-bromofenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona. Solido
amarelado obtido com 4% de rendimento e ponto de fusdo (degradagio) de 235-340°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.37 (H1 — s, 1H), 8.49-8.47 (H16 - d, 1H, J = 8.48 Hz),
7.84-7.83 (H11 - d, 1H, J = 7.81 Hz), 7.60-7.59-7.57 (H14 — t, 1H, J = 7.58 Hz), 7.52-7.51-
7.49-7.47 (H13 e H15 — m, 2H), 7.38-7.36 (H10 — d, 2H, J = 7.37 Hz), 7.29-7.28 (H21 e H23
~d,2H,J=7.29 Hz), 7.18-7.16 (H20 e H24 - d, 2H, J=7.17 Hz), 5.25 (H8 - s, 1H), 2.93-2.89
(H3 — m, 1H), 2.73-2.68 (H3 - m, 1H), 2.25 (H5 - m, 2H), 1.99 (H4 — m, 1H), 1.90 (H4 — m,
1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.4 (C6 — C; sp2), 154.3 (C2 - C; sp2), 148.2 (C19 - C;
sp2), 132.8 (C18 — C; sp2), 131.4 (C21 e C23 — CH; sp2), 131.1 (C12 - C; sp2), 1299 (C20 ¢
C24 - CH; sp2), 128.7 (C14 — CH; sp2), 128.2 (C15 — CH; sp2), 126.3 (C11 — CH; sp2), 126.3
(C13 — CH; sp2), 123.3 (C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 — C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2), 120.7
(C9 - C; sp2), 119.3 (C22 - C; sp2), 108.5 (C7 — C; sp2), 37.1 (C5 — CHp; sp3), 27.4 (C3 —
CHa; sp3), 21.4 (C4 — CHa; sp3).

e Composto 9 — 7-(benzo[d][1,3]dioxol-5-11)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-
ona. Solido branco obtido com 30% de rendimento e ponto de fusdo (degradacgdo) de 253-

258°C.
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.33 (H1 — s, 1H), 8.48-8.46 (H16 — d, 1H, J = 8.47 Hz),
7.84-7.82 (H11 - d, 1H, J = 7.83 Hz), 7.59-7.57-7.56 (H14 — t, 1H, J = 7.57 Hz), 7.51-7.50-
7.48-7.46 (H13 e H15 — m, 2H), 7.32-7.31 (H10 - d, 1H, J=7.31 Hz), 6.77 (H24 s, 1H), 6.71-
6.70 (H20 - d, 1H, J= 6.71 Hz), 6.66-6.64 (H21 — d, 1H, J = 6.65 Hz), 5.89-5.87 (H25 - d, 2H,
J =588 Hz), 5.17 (H8 — s, 1H), 2.94-2.90 (H3 — m, 1H), 2.72-2.67 (H3 - m, 1H), 2.29-2.26
(H5 -~ m, 2H), 1.99 (H4 — m, 1H), 1.91 (H4 — m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.4 (C6 — C; sp2), 154.0 (C2 - C; sp2), 147.5 (C23 - C;
sp2), 145.6 (C22 — C; sp2), 143.2 (C19 — C; sp2), 132.7 (C18 — C; sp2), 130.9 (C12 - C; sp2),
128.6 (C14 — CH; sp2), 128.3 (C15 — CH; sp2), 126.1 (C11 e C13 — CH; sp2), 123.1 (C10 —
CH; sp2), 122.6 (C17 - C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2), 121.4 (C9 — C; sp2), 120.3 (C21 — CH;
sp2), 109.0 (C7 — C; sp2), 108.3 (C21 — CH; sp2), 108.1 (C24 — CH; sp2), 101.0 (C25 — CHy;
sp3), 37.2 (C5 — CHa; sp3), 27.4 (C3 — CHz; sp3), 21.5 (C4 — CHa; sp3).

e Composto 10 — 7-(3-nitrofenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[clacridin-8(9H)-ona. Solido
amarelo obtido com 40% de rendimento e ponto de fusdo (degradagdo) de 288-293°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) : 9.49 (H1 — s, 1H), 8.52-8.50 (H16 — d, 1H, J = 8.51 Hz),
8.07 (H24 — s, 1H), 7.96-7.95 (H22 — d, 1H, J = 7.96 Hz), 7.85-7.84 (H11 — d, 1H, J = 7.84
Hz), 7.69-7.68 (H20 — d, 1H, J = 7.69 Hz), 7.62-7.60-7.59 (H14 - t, 1H, J = 7.60 Hz), 7.54-
7.51-7.49 (H21, H14 e H15 - m, 3H), 7.36-7.34 (H10 — d, 1H, J = 7.35 Hz), 5.47 (H8 s, 1H),
2.96-2.93 (H3 — m, 1H), 2.76-2.74-2.72 (H3 -~ m, 1H), 2.32-2.26-2.23 (H5 - m, 2H), 2.00 (H4
~m, 1H), 1.90 (H4 -~ m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8: 194.5 (C6 — C; sp2), 154.8 (C2 - C; sp2), 150.8 (C19 - C;
sp2), 148.1 (C23 - C; sp2), 134.6 (C21 — CH; sp2), 132.9 (C18 - C; sp2), 131.2 (C12 - C; sp2),
130.2 (C20 — CH; sp2), 128.7 (C14 — CH; sp2), 128.1 (C15 - CH; sp2), 126.5 (C11 — CH; sp2),
126.4 (C13 - CH; sp2), 123.6 (C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 - C; sp2), 122.0 (C22 — CH; sp2),
121.8 (C16 - CH; sp2), 121.4 (C24 — CH; sp2), 120.0 (C9 - C; sp2), 108.1 (C7 — C; sp2), 40.4

(C8 — CH; sp3), 37.1 (C5 — CHa; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3), 21.5 (C4 — CHa; sp3).
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e Composto 11 — acido 4-(8-0x0-7,8,9,10,11,12-hexahidrobenzo[c]acridin-7-il)benzoico.

Sélido marrom obtido com 5% de rendimento e ponto de fusdo (degradacdo) de 282-287°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 12.77 (H26 — s, 1H), 9.39 (H1 — s, 1H), 8.50-8.49 (H16 —
d, 1H, J = 8.49 Hz), 7.84-7.82-7.78-7.76 (H11, H21 e H23 - m, 3H), 7.60-7.59-7.57 (H14 - t,
1H, J = 7.59 Hz), 7.51-7.49-7.47 (H13 ¢ H15 - m, 2H), 7.35-7.34-7.31-7.29 (H10, H20 e H24
~m, 3H), 5.33 (H8 — s, 1H), 2.95-2.91 (H5 — m, 1H), 2.72 (H5 - sl, 1H), 2.30-2.25 (H3 — m,
2H), 1.99-1.92 (H4 — m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8: 194.4 (C6 — C; sp2), 167.6 (C25 — C; sp2), 154.4 (C2 - C;
sp2), 153.5 (C19 - C; sp2), 132.8 (C18 — C; sp2), 131.1 (C12 - C; sp2), 129.8 (C21 e C23 —
CH; sp2), 128.8 (C22 — C; sp2), 128.7 (C14 — CH; sp2), 128.2 (C15 — CH; sp2), 127.8 (C20 e
C24 — CH; sp2), 1263 (C13 — CH; sp2), 123.3 (C11 — CH; sp2), 123.3 (C10 — CH; sp2), 122.6
(C17 — C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2), 120.5 (C9 — C; sp2), 108.3 (C7 - C; sp2), 40.7 (C8 —
CH; sp3), 37.1 (C5 — CHa; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3), 21.4 (C4 — CHa; sp3).

e Composto 12 — 7-(4-fluorfenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[c]acridin-8(9H)-ona. Soélido

marrom obtido com 3% de rendimento e ponto de fusdo (degradacdo) de 244-248°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6: 9.36 (HI1 —s, 1H), 8.49-8.48 (H16 — d, 1H, J = 8.49 Hz),
7.84-7.82 (H11 — d, 1H, J = 7.83 Hz), 7.60-7.58-7.57 (H14 — t, 1H, J = 7.58 Hz), 7.52-7.50-
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7.49-7.47 (H13 e H15 — m, 2H), 7.31-7.29 (H10 - d, 1H, J = 7.30 Hz), 7.24-7.23-7.23-7.22
(H20 e H24 — dd, 2H), 7.01-7.00-6.98 (H21 e H23 — t, 2H, J = 7.00 Hz), 5.27 (H8 — s, 1H),
2.93-2.90 (H3 - m, 1H), 2.74-2.69 (H3 - m, 1H), 2.30-2.25 (H5 - m, 2H), 1.99 (H4 - m, 1H),
1.90 (H4 — m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.4 (C6 — C; sp2), 161.8-159.9 (C22 — C; sp2), 154.2
(C2 - C;sp2), 145.0 (C19 — C; sp2), 132.8 (C18 — C; sp2), 131.1 (C12 - C; sp2), 129.3-129.2
(C20 e C24 — CH; sp2), 128.6 (C14 — CH; sp2), 128.2 (C15 — CH; sp2), 126.2 (C11 e C13 —
CH; sp2), 123.2 (C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 — C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2), 121.1 (C9 -
C; sp2), 115.3-115.1 (C21 e C23 — CH; sp2), 108.8 (C7 — C; sp2), 37.2 (C5 — CHa; sp3), 27.4
(C3 — CHz; sp3), 21.5 (C4 — CHz; sp3).

e Composto 13 — 7-(tiofen-3-il)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[cJacridin-8(9H)-ona. Soélido
bege obtido com 33% de rendimento e ponto de fusdo (degradagdo) de 227-232°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) : 9.38 (H1 — s, 1H), 8.48-8.46 (H16 — d, 1H, J = 8.47 Hz),
7.86-7.84 (H11 — d, 1H, J = 7.85 Hz), 7.58-7.57-7.55 (H14 — t, 1H, J = 7.57 Hz), 7.53-7.51-
7.50 (H13 e H15 - t, 2H), 7.43-7.42 (H10 - d, 1H, J = 7.42 Hz), 7.29-7.29-7.28 (H21 - t, 1H,
J=7.29 Hz), 6.94-6.93 (H20 e H22 — m, 2H), 5.34 (H8 s, 1H), 2.93-2.90 (H3 -~ m, 1H), 2.71-
2.65 (H3 — m, 1H), 2.31-2.30-2.29 (H5 — m, 2H), 1.99 (H4 - m, 1H), 1.94 (H4 — m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.4 (C6 — C; sp2), 154.4 (C2 - C; sp2), 149.0 (C19 - C;
sp2), 132.8 (C18 — C; sp2), 131.3 (C12 — C; sp2), 128.6 (C14 — CH; sp2), 128.3 (C15 — CH;
sp2), 127.7 (C21 — CH; sp2), 126.2 (C11 — CH; sp2), 126.1 (C13 — CH; sp2), 126.1 (C20 — CH;
sp2), 123.1 (C10 — CH; sp2), 122.5 (C17 — C; sp2), 121.6 (C16 — CH; sp2), 120.9 (C9 - C;
sp2), 120.2 (C22 — CH; sp2), 108.3 (C7 — C; sp2), 37.2 (C5 — CHa; sp3), 35.6 (C8 — CH; sp3),
27.4 (C3 — CHz; sp3), 21.4 (C4 — CHa; sp3).
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e Composto 14 — 7-(3,4,5-trimetoxifenil)-7,10,11,12-tetrahidrobenzo[ c]acridin-8(9H)-ona.
Sélido branco obtido com 41% de rendimento e ponto de fusdo de 280-285°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) : 9.36 (H1 — s, 1H), 8.47-8.45 (H16 — d, 1H, J = 8.46 Hz),
7.84-7.82 (H11 - d, 1H, J = 7.83 Hz), 7.58-7.57-7.55 (H14 — t, 1H, J = 7.57 Hz), 7.48-7.47
(H10, H13 e H15 - m, 3H), 6.56 (H20 e H24 — s, 2H), 5.20 (H8 — s, 1H), 3.68 (H25 e H27 s,
6H), 3.55 (H26 — s, 3H), 2.99-2.96 (H3 — m, 1H), 2.76-2.74-2.71 (H3 - m, 1H), 2.30 (H5 s,
2H), 2.03-1.96 (H4 — m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 8: 194.5 (C6 — C; sp2), 154.4 (C2 — C; sp2), 153.0 (C21 ¢
C23 - C; sp2), 144.5 (C22 — C; sp2), 132.7 (C18 — C; sp2), 130.8 (C12 — C; sp2), 128.6 (C14
— CH; sp2), 128.3 (C15 — CH; sp2), 126.1 (C11 e C13 — CH; sp2), 123.1 (C10 — CH; sp2),
122.6 (C17 — C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2), 121.4 (C9 — C; sp2), 108.4 (C7 — C; sp2), 104.6
(C20 e C24 — CH; sp2), 60.2 (C26 — CHs; sp3), 56.1 (C25 e C27 — CHs; sp3), 40.5 (C8 — CH;
sp3), 37.3 (C5 — CHa; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3), 21.7 (C4 — CHa; sp3).

e Composto 15 — 10-(3-metoxifenil)-6,7,8,10-tetrahidro-[1,3]dioxolo[4,5-b]Jacridin-9(5H)-
ona. Solido preto obtido com 78% de rendimento e ponto de fusdo (degradagdo) de 242-

248°C.
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 9.31 (H1 s, 1H), 7.05 (H17 ¢ H18 - sl, 2H), 6.73 (H14,
H19 e H21 - s, 3H), 6.52 (H10 — s, 1H), 5.92-5.86 (H12 - d, 2H, J = 5.89 Hz), 4.96 (18 — s,
1H), 3.66 (H22 — s, 3H), 2.55-2.51 (H3 - m, 2H), 2.17 (H5 - s, 2H), 1.91-1.81 (H4 - d, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 193.7 (C6 — C; sp2), 159.5 (C20 - C; sp2), 153.8 (C2 - C;
sp2), 150.7 (C11 — C; sp2), 146.4 (C13 — C; sp2), 143.4 (C15 - C; sp2), 130.7 (C16 — C; sp2),
129.5 (C18 — CH; sp2), 119.6 (C17 — CH; sp2), 118.6 (C9 — C; sp2), 113.6 (C19 — CH; sp2),
110.7 (C21 — CH; sp2), 109.2 (C14 — CH; sp2), 106.8 (C7 — C; sp2), 101.2 (C12 — CHz; sp3),
97.0 (C10 — CH; sp2), 55.2 (C4 — CHs; sp3), 39.8 (C8 — CH; sp3), 37.1 (C5 — CHz; sp3), 27.4
(C3 — CHz; sp3), 21.5 (C4 — CHz; sp3).

e Composto 16 — 10-(4-metoxifenil)-6,7,8,10-tetrahidro-[1,3]dioxolo[4,5-b]acridin-9(5H)-
ona. Solido preto obtido com 60% de rendimento e ponto de fusdo (degradacdo) de 245-

260°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.32 (H1 — s, 1H), 7.06-7.05 (H17 ¢ H21 - d, 2H, J = 7.05
Hz), 6.74-6.72 (H18 e H20 — d, 2H, J = 6.73 Hz), 6.70 (H14 —s, 1H), 6.51 (H10 —s, 1H), 5.92-
5.86 (H12 - d, 2H), 4.95 (H8 — s, 1H), 3.66 (H22 s, 3H), 2.55 (H3 — m, 2H), 2.21-2.17 (H5 —
m, 2H), 1.91-1.80 (H4 — m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 193.6 (C6 — C; sp2), 157.6 (C19 - C; sp2), 153.5 (C2 - C;
sp2), 146.2 (C13 — C; sp2), 143.3 (C11 — C; sp2), 141.6 (C16 — C; sp2), 130.7 (C15 — C; sp2),
128.2 (C17 e C21 — CH; sp2), 119.1 (C9 — C; sp2), 113.8 (C18 e C20 — CH; sp2), 109.2 (C14
— CH; sp2), 107.2 (C7 — C; sp2), 101.2 (C12 — CHa; sp2), 96.9 (C10 — CH; sp2), 55.3 (C22 -
CH; sp3), 39.0 (C8 — CH; sp3), 37.1 (C5 — CHay; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3), 21.5 (C4 — CHy;
sp3).
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4.2. Ensaios biologicos
Os ensaios biologicos foram realizados no laboratério de Quimica Medicinal e

Biologica Translacional no Instituto de Quimica Medicinal do Conselho Superior de
Investigacdes Cientificas (IQM-CSIC) em Madrid, Espanha, sob supervisdo da Professora Ana
Martinez.

4.2.1. Ensaio de inibicio da acetilcolinesterase — AChE
O método de Ellman (ELLMAN et al., 1961) foi seguido. A solucdo do ensaio consistiu

em tampdo fosfato 0,1 M pH 8, 400 uM de 5,5'-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB,
reagente de Ellman), 0,05 unidade/ml de AChE (Sigma Chemical Co., colinesterase, acetil
humana recombinante) e 800 uM de iodeto de acetiltiocolina como substrato da reacdo
enzimatica. Os compostos testados foram adicionados a solucdo do ensaio e pré-incubados com
a enzima por 5 minutos a 30° C. Apos esse periodo, o substrato foi adicionado. As mudancas
na absorbancia a 412 nm foram registradas por 5 minutos com um espectrofotometro UV/Vis
Microplate e cuvette, Multiskan Spectrum, Thermo Electron Corporation. As taxas de reagdo
foram comparadas e o percentual de inibicdo devido a presenca dos compostos testados foi
calculado. O Clsp ¢ definido como a concentragdo de cada composto que reduz em 50% a

atividade enzimatica em relagdo aquela sem inibidores.

4.2.2. Ensaio de inibicio da butirilcolinesterase — BChE
O método de Ellman (ELLMAN et al., 1961) foi seguido. A solucdo do ensaio consistiu

em tampdo fosfato 0,1 M pH 8, 400 uM de 5,5'-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB,
reagente de Ellman), 0,024 unidade/ml de BChE (Sigma Chemical Co., colinesterase, butiril de
soro de cavalo) e 500 uM de iodeto de butiriltiocolina como substrato da reacdo enzimatica. Os
compostos testados foram adicionados a solugdo do ensaio e pré-incubados com a enzima por
5 minutos a 30° C. Apos esse periodo, o substrato foi adicionado. As mudangas na absorbancia
a 412 nm foram registradas por 5 minutos com um espectrofotémetro UV/Vis Microplate e
cuvette, Multiskan Spectrum, Thermo Electron Corporation. As taxas de reacdo foram
comparadas e o percentual de inibi¢do devido a presenca dos compostos testados foi calculado.
O Clso ¢ definido como a concentragdo de cada composto que reduz em 50% a atividade

enzimatica em relacdo aquela sem inibidores.
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4.2.3. Cailculo de LE e LLE
Para o céalculo de LE foi utilizada a formula abaixo, onde AP significa o nimero de

atomos pesados (todos os atomos presentes na molécula excluindo-se os hidrogénios) e a Clsg

foi utilizada individualmente para cada enzima.

[1,37 * (—log C15)]
AP

Para os calculos de LLE foi utilizada a formula abaixo, onde o valor de clogP foi obtida

LE =

através do software ChemDraw® da PerkinElmer Irformatics, Inc., versdo 22.0.0.22; e a Clsg

foi utilizada individualmente para cada enzima.

LLE = (—logCls,) — clogP

4.2.4. Obtencao dos valores de tPSA
Os valores de tPSA foram obtidos através do software ChemDraw® da PerkinElmer

Ir.formatics, Inc., versdo 22.0.0.22.

4.2.5. Ancoramento molecular
As moléculas foram desenhadas, utilizando o programa ChemDraw® da PerkinElmer

Irformatics, Inc., versdo 22.0.0.22. As estruturas tridimensionais (3D) dos compostos foram
geradas no programa Vega ZZ, versdo 3.2.3 e minimizadas utilizando o campo de forca
AMIBCC. As cargas parciais foram calculadas pelo método Gasteiger. Para a realizacdo do
estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e as enzimas, foram utilizadas
as enzimas com modelos disponiveis no Protein Data Bank (PDB). Para AChE, foi utilizado o
modelo de acetilcolinesterase humana de codigo 7XN1 e resolugdo de 2,85 A (DILEEP et al.,
2022). Para BChE foi utilizado o modelo de butirilcolinesterase humana de codigo 1POI e
resolucdo 2,00 A (NICOLET et al., 2003).

O programa utilizado para realizar o estudo de docking fo1 o GOLD, 2024.1.0 (Build
401958), da CCDC. O sitio de interagdo utilizado para AChE foi o mesmo ao qual a Tacrina
estava co-critalizada com um raio de 6A (DILEEP et al., 2022; NACHON et al., 2013); para
BChE utilizou-se como referéncia o trabalho de Hamulakova e colaboradores que estabeleceu
como ponto de partida para o sitio de interacdo o ponto com as coordenadas x=138,7; y=116,3;
z=41,0, também com um raio de 6A (HAMULAKOVA et al., 2012; NICOLET et al., 2003). A
validag@o para AChE foi realizada através de redocking da Tacrina. A acetilcolinesterase foi

validada (RMSD médio de 20 rodadas de 0,862), tendo a fungdo de pontuagdio CHEMPLP como
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a melhor funcdo de pontuagdo, além de ter apresentado uma boa sobreposi¢cdo com a Tacrina
co-cristalizada. Desta forma, a funcdo CHEMPLP foi escolhida para os procedimentos
subsequentes de ancoramento molecular em acetilcolinesterase. Em BChE foi utilizada a
Tacrina como ligante (por 20 rodadas) para definir a melhor fun¢do de pontuacdo, sendo
escolhida a CHEMPLP (score médio = 45.05) para a avaliacdo da acridinonas. No programa
GOLD as pontuacgdes obtidas sio apresentadas como valores adimensionais, os quais mensuram
a aptiddo do ligante em interagir com o centro da proteina, de modo que, maiores valores de

pontuacdo representam as melhores conformacdes e orientagdes do ligante no biorreceptor.

As imagens geradas foram obtidas através do software Discovery Studio Visualizer,
versdao 24.1.0.23298, da Dassault Systémes Biovia Corp, ou do software PyYMOL Molecular
Graphics System, versdo 4.60 (build 31.0.101.5333) da Schrodinger Inc, LLC.

4.2.6. Ensaio de atividade antioxidante

A atividade antioxidante ¢ determinada pelo método ORAC-FL descrito por Ou et al.
(OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001) parcialmente adaptado por BMG LABTECH
(GANSKE; DELL, 2006). Utilizamos o leitor de placas FLUOstar Optima (BMG
Labtechnologies GmbH, Offenburg, Alemanha) com filtro de excitagdo a 485 nm e de emissdo
a 520 nm. 2,2'-Azobis-(amidinopropano) diidrocloreto (AAPH), (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox) e fluoresceina (FL) fornecidos pela Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). A reacdo ¢ realizada em tampao fosfato 75 mM (pH 7,4) com
um volume final de reag@o de 200 pL. O antioxidante (25 uL) e a fluoresceina (150 puL; 10 nM)
sdo colocados em placas pretas de 96 pogos. A mistura € pré-incubada por 30 minutos a 37 °C
e, em seguida, ¢ rapidamente adicionada, com uma pipeta multicanal, uma solucdo de AAPH
(25 pL, 240 mM). A microplaca ¢ colocada rapidamente no leitor e a fluorescéncia ¢ medida a
cada 90 segundos durante 90 minutos. A placa de 96 pocos ¢ agitada automaticamente antes de
cada leitura. Os compostos sdo testados em 4 diferentes concentracdes (10-1 uM). Também ¢
feito um branco (FL + AAPH em tampio fosfato) e, como composto de referéncia, sio
colocadas quatro concentracdes de Trolox (10-1 pM). Todas as reacdes sdo realizadas em
duplicata, e pelo menos trés ensaios diferentes por composto. Os dados sdo exportados para
uma planilha Excel (Microsoft), onde a fluorescéncia é representada em fungdo do tempo e,

posteriormente, a area sob a curva ¢é calculada seguindo a formula abaixo:
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_f]. fi f34 f35
AUC—f—O-l‘f—O'l""'l'f—o'l'f—O

Onde: AUC = 4rea sob a curva; f0 = fluorescéncia medida no tempo 0; fi = fluorescéncia

medida no tempo t.

Os valores liquidos de AUC de cada composto sdo determinados subtraindo-se o valor

AUC do composto pelo valor AUC do branco (FL + AAPH em tampao fosfato).
Os equivalentes relativos de Trolox sdo calculados seguindo a férmula abaixo:

(AUCamostra - AUCbranco) N [trolox]
(AUCyro10x — AUCpranco)  lamostral

Outra forma de obter os equivalentes de Trolox ¢é pela representacéo dos valores liquidos
de AUC em funcdo das concentragdes dos antioxidantes, obtendo-se as equagdes de regressdo
correspondentes a cada composto. Para calcular os equivalentes de Trolox, aplica-se a seguinte

formula:

Inclinacdo da reta de regressaomostra

Equivalente de trolox = — =
Inclinacdo da reta de regressao  olox

4.2.7. Ensaio de penetracio no Sistema Nervoso Central (SCN) — barreira
hematoencefalica (BBB)

A previsdo da penetracdo no cérebro foi avaliada usando um ensaio de permeabilidade
de membrana artificial paralela in vitro (PAMPA). Para o ensaio, dez medicamentos comerciais
(solugdo salina tamponada com fosfato em pH 7,4 (PBS), etanol e dodecano) foram adquiridos
(Sigma-Aldrich, Acros Organics, Merck, Aldrich e Fluka), além do lipidio polar cerebral suino
(PBL) (codigo do catalogo 141101) (Avanti Polar Lipids). A placa doadora utilizada foi uma
placa de filtragem de 96 pogos (Multiscreen® IP Sterile Plate, membrana PDVF, tamanho do
poro de 0,45 uM, codigo do catalogo MAIPS4510) e a placa aceitadora utilizada foi uma placa
de 96 pocos indenta (Multiscreen®, coédigo do catadlogo MAMCS9610), ambas da Millipore.
Unidades de membrana de filtro PDVF (diametro de 30 mm, tamanho do poro de 0,45 um) da
Symta® foram usadas para filtrar as amostras. Um leitor de placa UV de 96 pocos

(Thermoscientific, Multiskan Spectrum) foi usado para as medi¢des de UV.

Compostos de teste [(3-7 mg de cafeina, enoxacina, hidrocortisona, desipramina,

ofloxacina, piroxicam, testosterona), (15 mg de promazina) e 23 mg de verapamil e atenolol]
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foram dissolvidos em EtOH (1000 pL). Foram retirados 100 microlitros dessa solucdo estoque
de composto e adicionados 1400 uLL de EtOH e 3500 pL de tampao PBS pH=7,4 para alcancar
30% de concentracdo de EtOH no experimento. Essas solu¢des foram filtradas. A microplaca
aceitadora de 96 pogos foi preenchida com 180 pL de PBS/EtOH (70/30). A placa doadora de
96 pogos foi revestida com 4 pL de lipidio cerebral suino em dodecano (20 mg mL™') e, apds 5
minutos, foram adicionados 180 pL de cada solucdo de composto. Foram dissolvidos 1-2 mg
de cada acridinona, para ser determinado sua capacidade de passar pela barreira
hematoencefalica em 1500 pL de EtOH e 3500 pL de tampdo PBS pH=7,4, filtrados e, em

seguida, adicionados a placa doadora de 96 pocos.

A placa doadora foi cuidadosamente colocada sobre a placa aceitadora para formar um
"sanduiche", que foi deixado sem perturbacdes por 2h e 30 min a 25 °C. Durante esse tempo,
os compostos difundiram da placa doadora através da membrana lipidica cerebral para a placa
aceitadora. Apds a incubagdo, a placa doadora foi removida. O leitor de placa UV determinou
a concentragdo dos compostos € medicamentos comerciais nos pocos aceitadores e doadores.
Cada amostra foi analisada em trés a cinco comprimentos de onda, em 3 pocos e em duas
execucdes independentes. Os resultados séo apresentados como média [desvio padrio (DP)] e
a média das duas execugdes € relatada. Dez compostos de controle de qualidade (mencionados
anteriormente) com permeabilidade BBB conhecida foram incluidos em cada experimento para

validar o conjunto de analise.

75



5. CONCLUSAO

O presente trabalho idealizou mostrar como a rea¢do multicomponente de Hantzsch ¢
um método rapido e eficaz para a sintese de tetrahidroacridinonas. Dezesseis acridinonas foram
planejadas, entretanto, apenas quinze foram sintetizadas de forma efetiva, comprovando a
versatilidade desta reagdo quando se utiliza diferentes aldeidos e aminas, e a sua efetividade.
Todas as quinze foram caracterizadas por RMN e IV, sendo que as acridinonas 2, 11, 13, 14,
15 e 16 ja foram descritas previamente em trabalhos da autora.

A avaliacdo da inibi¢do das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase foi
realizada de forma efetiva, levando a resultados satisfatorios. Das 15 acridinonas avaliadas,
doze possuem inibicdo frente a AChE na faixa de 4-10 uM, sendo a molécula 1 a que possui a
melhor inibicdo (4,01£0,57uM), enquanto para butirilcolinesterase oito acridinonas possuem
atividades inibitdrias na faixa de 0-5 pM, e a molécula 14 demonstrou a melhor inibicdo
(0,99+£0,12uM). Os resultados de LE e LLE para ambas as enzimas mostram que apesar da
atividade inibitdria das acridinonas, as moléculas precisam passa por etapas de otimizacéo para
que assim possam progredir para etapas além da atual de quimica exploratoria. A avaliagdo in
silico das moléculas mostrou os residuos de aminoécidos que mais fazem interacdes com a série
de acridinonas, sendo o Trp®® o mais frequente em AChE e o Trp?! e a Phe’®® mais frequentes
em BChE, entretanto, para uma melhor correlagdo com os resultados in vitro, uma separagio

dos enantidmeros e uma avaliacdo in vitro deles isolados faz-se necessaria em trabalhos futuros.

O ensaio para determinacdo da atividade antioxidante demonstrou que as acridinonas
que possuem hidroxilas fenodlicas apresentam as melhores atividades (molécula 7 e 4),
entretanto, das quinze testadas apenas as acridinonas 15 e 16 apresentam resultados menores
que o padrio Trolox®. Ao avaliar a permeabilidade das moléculas na barreira
hematoencefalica, oito acridinonas demonstraram boa permeabilidade, conseguindo atravessar
a barreira, enquanto duas acridinonas demonstraram permeabilidade regular. Analisando o
conjunto de resultados obtidos as acridinonas 3, 5, 7, 12 e 13 destacam-se como as mais
promissoras, portanto, uma perspectiva do presente trabalho e avaliar tais moléculas quanto sua

neurotoxicidade e neuro protegdo.

Contudo, € possivel concluir que do ponto de vista da quimica exploratoria, o presente
trabalho obteve resultados promissores e que colabora para futuras pesquisas envolvendo

atividades anticolinesterase e antioxidante de tetrahidroacridinonas.
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CAPITULO II

SINTESE E AVALIACAO BIOLOGICA DE QUINAZOLINONAS
OBTIDAS ATRAVES DE REACAO MULTICOMPONENTE DE
BIGINELLI



RESUMO

As quinazolinonas sdo uma classe de compostos heterociclos que possuem diversas aplicagdes
medicinais relatadas, como antimicrobiana, anticancer, anti-inflamatoéria, antiviral e
anticonvulsivante. As quinazolinonas podem ser obtidas através da reacdo multicomponente de
Biginelli, utilizando como reagentes uma ureia, um aldeido e um composto dicarbonilico.
Previamente, no grupo de pesquisa, uma série de diidropirimidinonas foi sintetizada utilizando
a reacdo multicomponente de Biginelli, tendo como protédtipo o Monastrol, conhecido agente
antiproliferativo, e foram avaliadas quanto & sua atividade contra cepas de Plasmodium
falciparum. Quinazolinonas também ja demonstraram atividade anti-Chagas, conforme descrito
na literatura. Tendo como base o Monastrol e as diidropirimidinonas previamente sintetizadas,
uma série de vinte quinazolinonas foi proposta. Onze delas foram obtidas de maneira
satisfatoria (rendimentos de 11% a 67%), cinco ndo foram obtidas, e em quatro casos houve a
obtencdo de uma xantenodiona (rendimentos de 7% a 74%), que foi confirmada como um
subproduto possivel da reacdo de Biginelli. A avaliagdo do percentual de inibigdo de formas
amastigotas de Trypanosoma cruzi foi realizada para dez quinazolinonas, assim como a
seletividade frente a células LLC-MK2. A quinazolinona 4-(4-bromofenil)-7,7-dimetil-4,6,7,8-
tetrahidroquinazolino-2,5(1H,3H)-diona demonstrou uma inibigdo razoavel (54,3% de inibigdo
de amastigotas a 100uM), enquanto as quinazolinonas 4-(4-bromofenil)-7,7-dimetil-2-tioxo-
2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-5(1H)-ona e  4-(4-bromo  fenil)-1,7,7-trimetil-2-tioxo-
2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-5(1H)-ona apresentaram as melhores atividades (95.3 € 95.2%
de inibicdo de amastigotas a 100uM, respectivamente), sendo que a quinazolinona 4-(4-
bromofenil)-1,7,7-trimetil-2-tioxo0-2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-5(1H)-ona também
demonstrou uma importante seletividade. Destaca-se que a inibigdo frente as formas
amastigotas foi melhor para os compostos que possuem o substituinte 4-bromofenil. A atividade
antiproliferativa foi avaliada frente as linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231) e prostata
(DU-145) para oito moléculas. Os resultados mostram que apenas as quinazolinonas 4-(3-
hidroxifenil)-7,7-dimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-2,5(1H,3H)-diona e 4-(4-bromofenil)-
7,7-dimetil-2-tioxo-2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-5(1H)-ona  apresentam citotoxicidade
frente a linhagem MDA-MB-231 (40,26 uM e 53,30 uM, respectivamente) enquanto, frente a
linhagem celular DU-145, somente a molécula 4-(3-hidroxifenil)-7,7-dimetil-4,6,7,8-
tetrahidroquinazolino-2,5(1H,3H)-diona se mostrou pouco citotoxica (42,37 uM). Os valores
de Cls9 das moléculas  4-(3-hidroxifenil)-7,7-dimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-
2,5(1H,3H)-diona e 4-(4-bromofenil)-7,7-dimetil-2-tioxo-2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-
5(1H)-ona sdo muito superiores aos padrdes positivos (Doxorrubicina e Colchicina), indicando
que as moléculas testadas ndo possuem um bom perfil citotoxico frente a essas linhagens.
Contudo, o presente trabalho possui uma contribuigdo tanto para a quimica organica quanto
para a quimica medicinal do ponto de vista da quimica exploratéria, gerando diversas
perspectivas para trabalhos futuros.

Palavras-chave: xantenodionas; Tr)panosoma cruzi; cancer.
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ABSTRACT

Quinazolinones are a class of heterocyclic compounds with various reported medicinal
applications, such as antimicrobial, anticancer, anti-inflammatory, antiviral, and anticonvulsant
activities. These compounds can be synthesized through the multicomponent Biginelli reaction,
using urea, an aldehyde, and a dicarbonyl compound as reagents. Previously, in the research
group, a series of dihydropyrimidinones was synthesized using the Biginelli reaction, with
Monastrol-—a known antiproliferative agent—as a prototype. These compounds were evaluated
for their activity against Plasmodium falciparum strains. Quinazolinones have also
demonstrated anti-Chagas activity, as described in the literature. Based on Monastrol and
previously synthesized dihydropyrimidinones, a series of twenty quinazolinones was proposed.
Eleven were successfully obtained with yields ranging from 11% to 67%, five were not
synthesized, and in four cases, xanthenediones were obtained as byproducts (yields from 7% to
74%), confirmed as a possible outcome of the Biginelli reaction. The inhibition percentage of
Trypanosoma cruzi amastigote forms was evaluated for ten quinazolinones, along with
selectivity against LLC-MK2 cells. The quinazolinone 4-(4-bromophenyl)-7,7-dimethyl-
4,6,7,8-tetrahydroquinazolino-2,5(1H,3H)-dione demonstrated moderate inhibition (54.3%
inhibition of amastigotes at 100 uM). In contrast, 4-(4-bromophenyl)-7,7-dimethyl-2-thioxo-
2,3,4,6,7,8-hexahydroquinazolin-5(1H)-one and 4-(4-bromophenyl)-1,7,7-trimethyl-2-thioxo-
2,3,4,6,7,8-hexahydroquinazolin-5(1H)-one exhibited the highest activities (95.3% and 95.2%
inhibition of amastigotes at 100 uM, respectively), with the latter also demonstrating significant
selectivity. Notably, inhibition against amastigote forms was more pronounced in compounds
containing the 4-bromophenyl substituent. Antiproliferative activity was evaluated against
breast cancer (MDA-MB-231) and prostate cancer (DU-145) cell lines for eight molecules. The
results indicated that only 4-(3-hydroxyphenyl)-7,7-dimethyl-4,6,7,8-tetrahydroquinazolino-
2,5(1H,3H)-dione and 4-(4-bromophenyl)-7,7-dimethyl-2-thioxo-2,3,4,6,7,8-
hexahydroquinazolin-5(1H)-one exhibited cytotoxicity against the MDA-MB-231 line (IC50
values of 40.26 uM and 53.30 uM, respectively). Against the DU-145 line, only 4-(3-
hydroxyphenyl)-7,7-dimethyl-4,6,7,8-tetrahydroquinazolino-2,5(1H,3H)-dione showed weak
cytotoxicity (IC50 of 42.37 uM). The IC50 values of these molecules were significantly higher
than those of the positive controls (doxorubicin and colchicine), indicating that the tested
molecules do not exhibit strong cytotoxic profiles against these cancer lines. This study
contributes to both organic and medicinal chemistry from an exploratory chemistry perspective,
providing various avenues for future research.

Keywords: Xanthenediones; 7rypanosoma cruzi; Cancer.
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1. INTRODUCAO

1.1. Quinazolinonas

As quinazolinonas (QNZ) sio uma classe de compostos heterociclos. Elas sdo
caracterizadas pela presenca de dois anéis fundidos, onde um dos anéis possui a presenca de
nitrogénio. A presenca de uma carbonila também ¢ caracteristica das quinazolinonas, podendo
essa carbonila estar presente no anel nitrogenado ou no segundo anel. As quinazolinonas podem
ser obtidas através da reacdo multicomponente de Biginelli e sdo uma classe de heterociclos
que possuem diversas aplicagdes medicinais relatadas, como: antimicrobica, anticancer, anti-
inflamatoria, antiviral, anticonvulsiva, entre outras (HE et al., 2014; JAFARI et al., 2016;

NOURI et al., 2024).

1.2. Cancer

O cancer ¢ o nome dado pra doengas cujo crescimento celular é desordenado e andmalo,
podendo formar um emaranhado de células (tumores) e migrarem para outros o6rgaos e tecidos
proximos (metéstase). De acordo com a célula andmala, o cancer ¢ classificado. Devido aos
diversos tipos de células que temos no nosso corpo, mais de 100 diferentes tipos de canceres
sdo conhecidos. Fatores internos e externos podem ser a causa de um cancer, entre elas
destacam-se predisposi¢cdes genéticas, tabagismo e exposicdo excessiva ao sol. A doenca €
conhecidamente uma das maiores causas de mortalidade no Brasil e no mundo, tendo quase 20
milhdes de casos relatados em 2022 e sendo a causa da morte de 9.743.832 pessoas em todo
mundo no mesmo ano. As estimativas de incidéncia ¢ mortalidade mostram uma crescente,
como mostrado na figura 26, chegando a cerca de mais de 35 milhdes de novos casos em 2050
¢ mais de 18 milhdes de mortes (MINISTERIO DA SAUDE, 2024a; MINISTERIO DA
SAUDE, 2024b; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2024a;
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2024b).
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Todas as reagdes foram realizadas, primeiramente, através do protocolo 1. A
metodologia empregada no protocolo 1 foi baseada no trabalho de Yarim e colaboradores
(YARIM et al., 2003) e em trabalhos prévios do grupo de pesquisa. Utilizou-se 1,5 equivalente
da ureia, 1 equivalente da 5,5,-dimetil-1,3-ciclohexanidiona e 1 equivalente do aldeido, além
de 2 mL de etanol, acido cloridrico concentrado (3 gotas) e um agitador magnético. A reacdo ¢
mantida em refluxo e com agitacdo por 24 horas, e foram acompanhas por cromatografia de
camada delgada analitica. Esse protocolo foi escolhido devido ao fato de utilizar um catalisador
de baixo custo, além de, utilizar como solvente o etanol, um solvente com baixa toxicidade ao
meio ambiente, e, também, pelo fato da ndo utilizag¢@o de cromatografia por coluna, diminuindo

a geracdo de residuos e o impacto ambiental atrelado a sintese.

Ap6s o tempo reacional de 24 horas, as reacdes que conduziram aos produtos 17, 18,
19, 20, 22 e 35 apresentaram um precipitado que foi recolhido por filtragdo e recristalizados em
etanol. As rea¢des que conduziram aos produtos 21, 23, 25,27, 28, 29, 30 e 34 nio apresentaram
precipitado apos as 24 horas de reagdo, portanto, foram deixadas no freezer por 5 dias, e houve
a formagdo de precipitado, que foi recolhido por filtragdo a vacuo. Os precipitados recolhidos
dessas reagdes foram recristalizados em etanol. As reacdes de formacdo dos produtos 24, 26,
31, 32, 33 e 36 ndo apresentaram precipitados mesmo apos 5 dias a baixa temperatura, portanto,
foram vertidos em agua destilada, onde houve a formacgdo de um precipitado, que foi recolhido
por filtracdo, seguida de uma recristalizacdo em éter dietilico. As moléculas 24, 32 e 36 ndo
obtiveram precipitado apods a recristalizacdo, e devido ao apelo ambiental que justifica a ndo
utilizacdo de colunas cromatograficas, essas moléculas ndo foram caracterizadas. Todas as
outras foram caracterizadas através de ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensional
(hidrogénio e carbono) e infravermelho (IV). Os espectros referentes aos RMN de todas as
quinazolinonas encontram-se nos anexos 52 a 83 (paginas 257 a 288) e as atribui¢des dos sinais
pode ser encontrada no topico materiais e métodos, os espectros no IV de todas as moléculas

encontram-se nos anexos 84 a 91 (paginas 289 a 296).

Apos caracterizagdo, as moléculas 18, 19, 20, 21, 22, 23, 26, 27, 28, 34 ¢ 35 tiveram
suas estruturas esperadas confirmadas pelos métodos espectroscopicos e seus rendimentos
variaram de 11% a 61%. Quando comparados com os rendimentos da literatura por
metodologias similares, as reacdes apresentaram pouca variacdo, porém, sinteses envolvendo
catalisadores diversos, inclusive de alto custo, por diversas vezes possuem maiores
rendimentos. Entretanto, os rendimentos obtidos sdo considerados satisfatorios devido a

metodologia aplicada. Devido as semelhancgas estruturais das moléculas, apenas uma foi
95









Os dois sinais com os menores deslocamentos do espectro (6c 27.2 e 29.2 ppm) sdo
referentes aos carbonos das metilas 11 e 12. O carbono quaternario 9 é representado pelo sinal
dc 32.7 ppm. Os carbonos metilénicos (10 e 8) possuem sinais caracteristicos, sendo o sinal d¢
38.9 ppm referente ao carbono 10 e o sinal d¢ 50.3 ppm referente ao carbono 8. O sinal 6c 55.5
ppm ¢ referente ao carbono 22, e tem um deslocamento mais alto devido a estar ligado ao

oxigénio.

Os dois sinais referentes a carbonos metinicos (6c 114.2 e 128.0 ppm) sdo referentes a
dois carbonos cada um, pois sdo provenientes do anel 4-metoxifenil. Sendo os carbonos 17 e
19 responsaveis pelo sinal com menor deslocamento quimico e os carbonos 16 e 20
responsaveis pelo sinal com maior deslocamento quimico, novamente refor¢ando a presenca do

sistema para-substituido do tipo AA’BB’.

Os carbonos quaternarios sdo responsaveis pelos sinais acima da linha de base com
deslocamentos quimicos entre 108.8 ¢ 194,0 ppm. O sinal referente ao carbono 4 ¢ o de menor
deslocamento quimico (6c 108.8 ppm), seguido do sinal referente ao carbono 15 (6¢ 128.0
ppm), 5 (dc 148.9 ppm) e 18 (3¢ 159.1 ppm). O carbono 1 possui um deslocamento quimico
mais alto devido a dupla ligagdo com o enxofre (6¢c 174.8 ppm) e o carbono carbonilico 7, possui

o maior deslocamento quimico do espectro (6c 194.0 ppm).

Os deslocamentos quimicos obtidos para as quinazolinonas sdo semelhantes, a depender

da ureia utilizada. Tal fato permite uma elucidagdo das moléculas de modo mais facil.

Os espectros de infravermelho foram utilizados para complementar o entendimento a
respeito das estruturas das quinazolinonas obtidas de forma satisfatoria, por esse motivo o
espectro obtido para a molécula 21 (figura 34), foi escolhido para ser representativo para a série
(com as bandas mais representativas destacadas por letras), e algumas particularidades dos
outros compostos serdo exemplificadas. Todos os espectros de infravermelho podem ser vistos

nos anexos 84 a 91 (paginas 289 a 296).
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de carbonos metinicos em &c¢ 113.4 ppm (referente aos carbonos 16 ¢ 18) e 8¢ 129.3 ppm
(referente aos carbonos 15 e 15). Os 5 sinais carbonos quaternarios, dc 115.8, 136.4, 157.9,
162.0 e 196.5 ppm possuem clara diferenca no tamanho, isso se deve ao fato que os sinais em
dc 115.8, 162.0 e 196.5 ppm sdo referentes a 2 carbonos cada um (carbonos 2-4; 1-5; 7-25,
respectivamente), enquanto os sinais em d¢ 136.4 e 157.9 ppm sdo referentes a um carbono

cada um, carbonos provenientes do anel 4-metoxifenil (carbonos 17 e 14, respectivamente).

A auséncia de sinais referente a um segundo anel, e de uma segunda carbonila, esperados
para a molécula 29, confirmam a presenca da xantenodiona. Apesar, do espectro da molécula
29 ter sido realizado em cloroférmio, ndo sendo possivel portanto a obtencdo de sinais
referentes a protons que estejam ligados a nitrogénios, outras moléculas tiveram suas
caracterizacdes feitas utilizando DMSO-d6 como solvente, e ndo foi constatada a presenca de
NH na molécula. Tal evidéncia nos mostra que a ureia utilizada nas reagdes, que levaram as

moléculas 17, 25, 29 e 31, ndo estdo presentes no produto.

Os espectros de infravermelho das xantenodionas possuem um ponto a ser destacado,
sendo mais uma evidéncia clara da ndo obtengdo da quinazolinonas. A figura 37 mostra a regido
de absorgio entre 3900 e 2400 cm™! para a molécula 21 (A) e para molécula 29 (B). Como é
possivel observar, as bandas referentes a presenga do N-H estdo presentes na molécula 21, na
regido entre 3280-3300 cm’!, enquanto na molécula 29 ndo temos a presenga dessas bandas
caracteristicas da deformagdo axial de N-H. Tal fato evidencia a auséncia de N-H na molécula
29, corroborando a auséncia da ureia utilizada na estrutura do produto. Os espectros completos
das moléculas 17, 25, 29 e 31 podem ser vistos nos anexos 52, 53, 68, 69, 76, 77, 78 ¢ 79
(paginas 257-258; 273-274; 281 a 284).

A proposta de esquema de intermedidrios mais aceita para a obtengdo das
quinazolinonas (esquema 12) tem como primeira etapa a reacdo entre a ureia e o aldeido
utilizado levando a formagdo do intermediario I. Posteriormente, o intermediario I realiza uma
condensacdo de Knoevenagel com a dimedona, que estd em equilibrio ceto-endlico, para gerar

a quinazolinona desejada.
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a formacgdo de precipitados, porém, ao serem comparados com os precipitados obtidos pelo
protocolo 1, indicaram a presenca das xantenodionas de forma majoritaria ou Unica em todas
as reagdes, indicando que esses protocolos ndo foram eficazes na obtencdo das quinazolinonas
desejadas. Contudo, é possivel concluir que apesar da ndo obtengdo das quinazolinonas para
essas reacdes, um produto ndo esperado, porém caracterizado, foi obtido e abre uma nova
vertente para trabalhos futuros utilizando xantenodionas, uma vez que para as xantenodionas
sintetizadas ja foram atribuidas diversas propriedades farmacologicas como anticancer,
antitubercular e antimicrobial (BHAT et al.,, 2021; MULAKAYALA et al, 2012;
RAHIMIFARD et al., 2016).

Um resumo de todas as moléculas obtidas e caracterizadas, bem como os valores de

atividades relacionada, pode ser encontrado no anexo 92 (paginas 297).

3.2. Avaliacao da atividade anti-chagasica
A avaliagdo da atividade anti-chagasica foi realizada apenas para as moléculas 17.2, 18,

19, 20, 21, 22, 26, 27, 28 ¢ 34. O ensaio realizado tem como objetivo medir a citotoxicidade
dos compostos frente a formas amastigotas de 7. cruzi e frente a células LLC-MK2 para

determinar a seletividade dos compostos.

O ensaio frente a formas amastigotas de 7. cruzi utiliza um método colorimétrico
buscando avaliar a atividade das quinazolinonas em relagdo a capacidade de inibir ou matar o
parasita. O CPRG (clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo) ¢ um reagente amarelo
utilizado no ensaio. A enzima [-galactosidase é expressa pelo 7. cruzi transfectado e quando
ativa realiza a hidrdlise do CPRG gerando como produtos galactose e vermelho de clorofenol
(coloragdo vermelha), que pode ser detectado espectrofotometricamente. Parasitas mortos ou
com viabilidade celular comprometidos possui uma menor atividade da p-galactosidase,
interferindo diretamente na coloragdo produzida (figura 41A) (BUCKNER et al., 1996; CAL et
al., 2016).

A avaliagdo da citotoxicidade frente a células LLC-MK2 também ocorre por métodos
colorimétricos. As células LLC-MK2 sdo uma linhagem celular derivada de rim de macaco-
Rhesus. Para esse ensaio utiliza-se como reagente o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio), de coloracdo amarela, que, quando em contato com células
metabolicamente ativas € reduzido a formazan (coloragdo roxa). Essa reducdo s6 € possivel pois

células viaveis possuem enzimas oxidoredutases dependentes de NAD(P)H que reduzem o
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A insercdo de metila, proveniente da ureia utilizada, parece ser tolerada em moléculas
que possuem o 4-bromo como substituinte, uma vez que, ao comparamos as moléculas 18 e 26
vemos que a inser¢do da metila gerou uma diminuigio no percentual de inibi¢do, enquanto, ao
compararmos as moléculas 22 e 34 vemos que a inser¢do da metila ndo ocasionou uma mudanga

consideravel no percentual de inibi¢éo.

Para determinar a seletividade das quinazolinonas, as moléculas foram avaliadas
também frente a fibroblastos saudaveis (linhagem LLC-MK2). Para as moléculas 17.2, 18, 20,
26 ¢ 34, ndo foram observados diminui¢do da viabilidade celular. As moléculas 19, 21, 27 ¢ 28
possuem um percentual de inibicdo baixo, indicando que elas conseguem ultrapassar a
membrana celular e gerar algum dano celular a células saudaveis. Ja a molécula 22 apresentou
um percentual de inibi¢do de 46,7% a 200uM, o que indica que o composto ndo ¢ seletivo, e

estd comprometendo a viabilidade celular das células saudédveis e das células do parasita.

Os resultados de percentual de inibicdo indicam que as moléculas 22 e 34 apresentam
os melhores resultados para a porcentagem de inibicdo de amastigota, inibindo mais de 95%,
sendo a diferenca estrutural entre as duas apenas a insercdo do grupo metila (molécula 34).
Contudo, ao analisarmos os resultados de inibicdo de células LLC-MK2, ¢ possivel observar
que a molécula 22 possui uma inibi¢do frente a células saudaveis, o que ndo ¢ um perfil
desejavel, enquanto a molécula 34 ¢ seletiva. Tal fato, nos leva a definir que a presenga da
metila na molécula 34 confere uma maior seletividade a molécula, sendo, portanto, a melhor

molécula avaliada.

Do ponto de vista da quimica exploratoria, os resultados sdo promissores, uma vez que
abrem uma vertente para possiveis trabalhos futuros explorando quinazolinonas que possuem

como constituintes a N-metiltioureia € o 4-bromofenil.

3.3. Avaliacao da atividade antiproliferativa
Dentre as moléculas obtidas, 8 tiveram o seu perfil citotoxico avaliado frente a linhagens

celulares de cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-231) e prostata (DU-145), sdo elas
moléculas 17.2, 19, 20, 21, 22, 26, 27 ¢ 28.

Os valores de Clsp (concentragdo inibitéria de 50% da atividade) por meio de ensaios
de proliferacdo celular estdo apresentados na tabela 6. Estas medidas quantitativas estdo
relacionadas a poténcia de uma determinada substancia na inibi¢ao/toxicidade in vitro da fungdo

biologica em 50%. Os métodos in vitro sdo rapidos e permitem diferentes tipos de analises
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A avaliagdo frente a linhagem celular DU-145 indicou que apenas a molécula 20 se
mostrou pouco citotoxica, com um valor de Clso > 40pM, o que representa um valor muito
superior aos valores de Clso dos padrdes positivos Doxorrubicina (Clso = 0,014 + 0,001uM) e
Colchicina (Clso = 0,042 £ 0,012uM). Devido ao fato de todos os valores de Clsp serem maiores
que 10uM, nenhuma quinazolinona foi selecionada para avaliagdo em fibroblastos humano

saudaveis (HFF-1) para determinacédo da seletividade.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese das moléculas
Todas as sinteses foram sintetizadas no Laboratério de Diversidade Molecular e

Quimica Medicinal (LaDMol-QM) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRYJ).

As ureias utilizadas nas sinteses foram: ureia (CAS: 57-13-6); tioureia (CAS: 62-56-6);
N-metilureia (CAS: 598-50-5); N-metiltioureia (CAS: 598-52-7); N-fenilureia (CAS: 64-10-8).
O dicarbonilado utilizado foi a 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona (CAS: 126-81-8). Os aldeidos
utilizados foram: 4-metoxibenzaldeido (CAS: 126-81-8); 4-bromobenzaldeido (CAS: 1122-91-
4); 2-clorobenzaldeido (CAS: 89-98-5); 3-hidroxibenzaldeido (CAS: 100-83-4). Os
catalisadores utilizados foram: acido cloridrico concentrado (CAS: 7647-01-0); coreto de zinco

(CAS: 7646-85-7); iodo (CAS: 7553-56-2).

Os solventes utilizados, etanol absoluto, acetato de etila, n-hexano, dimetilsulféxido
deuterado e cloroformio deuterado foram fornecidos pela Sigma Aldrich (Saint Louis, MO,

EUA).

As reacdes foram acompanhadas através da cromatografia em camada delgada analitica
(CCD), com placas de silica gel Merck 60 F254 de 0,25 mm de espessura (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany), utilizando como eluente mistura de hexano e acetato de etila (75%) e
analisando na camara de luz UV (254 ou 366 nm) CN-15LC (Vilber Lourmat, Collégien,

France).

O isolamento do composto 17 foi realizado por cromatografia em coluna. Para a
confeccdo da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh (Merck). E como fase movel, foram

utilizados n-hexano e acetato de etila de forma gradiente.
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4.1.1. Protocolo 1

Em um tubo reacional adiciona-se 1 mmol da 5,5-dimetil-1,3-cicloexanodiona, 1 mmol
do aldeido, 1.5 mmol da ureia, 1 mL de solvente (etanol), 3 gotas de HCl e um agitador
magnético. A reacdo ¢ levada a uma chapa de aquecimento e agitacdo, com a temperatura e
agitacdo controladas (refluxo — 75°C) por 24h. A formacdo do produto ¢ confirmada por
cromatografia de camada delgada. O isolamento e purificagdo ocorrem através da filtracdo a
vacuo do precipitado formado, seguida de recristalizagdo em etanol, para obtengido do produto

puro a ser caracterizado.

4.1.2. Protocolo 2

Em um tubo reacional adiciona-se 1 mmol da 5,5-dimetil-1,3-cicloexanodiona, 1 mmol
do aldeido, 1.5 mmol da ureia, 1 mL de solvente (etanol), 20 mol% de ZnCl> e um agitador
magnético. A reacdo ¢ levada a uma chapa de aquecimento e agitacdo, com a temperatura e
agitacdo controladas (refluxo — 75°C) por 24h. A reagdo ¢ acompanhada por cromatografia de
camada delgada. O isolamento e purificagdo ocorrem quando ha a formagdo de precipitado,
através da filtracdo a vacuo do precipitado, seguida de recristalizagdo em etanol, para obtengdo

do produto puro a ser caracterizado.

4.1.3. Protocolo 3

Em um tubo reacional adiciona-se 2 mmol da 5,5-dimetil-1,3-cicloexanodiona, 1 mmol
do aldeido, 2 mmol da ureia, 16 gotas de solvente (etanol), 0,25 mmol de 1> e um agitador
magnético. A reacdo ¢ levada a uma chapa de aquecimento e agitacdo, com a temperatura e
agitacdo controladas (refluxo — 75°C) por 3-6h. A reacdo é acompanhada por cromatografia de
camada delgada. A mistura reacional foi tratada com solugdo aquosa de tiossulfato de sodio
(CAS: 10102-17-7), extraida com acetato de etila. A camada de acetato de etila foi lavada com
solucdo diluida de tiossulfato de sodio, seguida de agua destilada e teve sua secagem realizada
através do uso de sulfato de sédio anidro (CAS: 7757-82-6). A solugdo resultante teve seu
solvente evaporado dando origem a um produto sélido recristalizado em etanol, para obtencdo

do produto a ser caracterizado.
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4.2. Caracterizacio das moléculas
Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono (RMN !3C), realizadas em um espectrémetro da
marca Briiker de 500MHz (300 MHz para 'H e 75 MHz para *C), modelo Ultrashield Plus da
Central Analitica Multiusuario — PPGQ — UFRRIJ, usando dimetilsulféxido deuterado (DMSO-
d6) ou cloroférmio deuterado (CDCIl3) como solvente e tendo como padrdo interno o

tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) foram obtidos em partes por milhdo
(ppm).

Os pontos de fusdo dos compostos foram determinados em um aparelho da marca MS
Tecnopon, modelo PFM I1. Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro
Briiker, modelo FT-IR Vertex 70, pela técnica de ATR na faixa de 400 a 4000 cm-1. Ambos os

equipamentos pertencentes ao Instituto de Quimica da UFRRIJ.

As atribui¢des dos carbonos e hidrogénios obtidos no espectro de RMN de carbono e

hidrogénio, assim como o rendimento e pontos de fusdo das moléculas, sdo descritos a seguir.

e Composto 17.1 — 9-(4-metoxifenil0-3,3,6,6-tetrametil-3,4,5,6,7,9-hexahidro-1H-xanteno-
1,8(2H)-diona. Solido branco obtido com 74% de rendimento e ponto de fusdo de 243-
248°C.

1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.23-7.21 (H19 e H23 - d, 2H, J = 7.22 Hz), 6.78-6.77 (H20
e H22 ~d,2H, J=6.78 Hz, 4.72 (H9 - s, 1H), 3.76 (H24 — s, 3H), 2.47 (H4 e H14 — s, 4H),
2.27-2.24-2.21-2.17 (H2 e H12 - q, 4H), 1.12 (H8 e H17 — s, 6H), 1.02 (H7 e H16 — s, 6H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) 6: 196.5 (C5 ¢ C15 — C; sp2), 162.0 (C1 e C11 — C; sp2), 157.9
(C21 - C; sp2), 136.4 (C18 — C; sp2), 129.3 (C19 e C23 — CH; sp2), 115.81(C6 ¢ C10 — C;
sp2), 113.48(C20 e C22 — CH; sp2), 55.12(C24 — CHj3; sp3), 50.7 (C4 e C14 — CHa; sp3), 40.8
(C2eC12 - CHz; sp3), 32.2 (C3 e C13 - C; sp3), 30.9 (C9 — CH; sp3), 29.2 (C8 e C17 — CH3;
sp3), 27.3 (C7 e C16 — CHs3; sp3).

118



e Composto 17.2 — 4-(4-metoxifenil)-7,7-dimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-2,5(1 4,3 H)-
diona. Soélido branco obtido com 11% de rendimento e ponto de fusdo de 280-285°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.45 (H3 s, 1H), 7.72 (H1 —s, 1H), 7.15-7.13 (H14 e H18
~d,2H, J=17.14 Hz), 6.87-6.85 (H15 ¢ H17 - d, 2H, J = 6.86 Hz), 5.09 (H12 - s, 1H), 3.71
(H19 s, 3H), 2.42-2.39 (H9 — d, 1H), 2.28-2.24 (H9 - d, 1H), 2.20-2.17 (H5 — d, 1H), 2.03-
2.00 (H5 — d, 1H), 1.02 (HS - s, 3H), 0.90 (H7 s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 193.3 (C10 - C; sp2), 158.7 (C16 — C; sp2), 152.5 (C2
C; sp2), 152.3 (C4 - C; sp2), 137.3 (C13 - C; sp2), 127.8 (C14 e C18 — C; sp2), 114.0 (Cl5 e
C17 - C; sp2), 108.0 (C11 — C; sp2), 55.5 (C19 — CHs; sp3), 51.8 (C12 — CH; sp3), 50.2 (C9 —
CHa; sp3), 39.5 (C5 — CHa; sp3), 32.7 (C6 — C; sp3), 29.2 (C8 — CHs; sp3), 27.3 (C7 — CHs;
sp3).

e Composto 18 — 4-(4-bromofenil)-7,7-dimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-2,5(1H,3H)-

diona. Sélido branco obtido com 61% de rendimento e ponto de fusdo de maior que 300°C.

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) 8: 9.53 (H3 —s, 1H), 7.80 (H1 —s, 1H), 7.52-7.51 (H15 e H17
~d, 2H,J=7.52 Hz), 7.20-7.19 (H14 ¢ H18 - d, 2H, J = 7.19 Hz), 5.15 (H12 s, 1H), 2.43-
2.39 (H9 - d, 1H), 2.28-2.25-2.21-2.18 (H5 e H9 - dd, 2H), 2.04-2.01 (H5 - d, 1H), 1.01 (H8
s, 3H), 0.88 (H7 - s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 193.3 (C10 - C; sp2), 153.0 (C2 - C; sp2), 152.2 (C4 - C;
sp2), 144.4 (C13 — C; sp2), 131.6 (C15 e C17 — CH; sp2), 128.9 (C14 e C18 — CH; sp2), 120.6
(C16 — C; sp2), 107.4 (C11 — C; sp2), 52.0 (C12 — CH; sp3), 50.2 (C9 — CHa; sp3), 39.5 (CS5 -
CHa; sp3), 32.7 (C6 — C; sp3), 29.1 (C8 — CHs; sp3), 27.3 (C7 — CHs; sp3).
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e Composto 19 - 4-(2-clorofenil)-7,7-dimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-2,5(1H,3H)-
diona. Soélido branco obtido com 54% de rendimento e ponto de fusdo de 285-290°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.54 (H3 s, 1H), 7.71 (H1 - s, 1H), 7.40-7.38 (H17 - d,
1H, J = 7.39 Hz), 7.32-7.30-7.29-7.28-7.27-7.26-7.24 (H14, H15 e H16 - m, 3H), 5.57 (H12 -
s, 1H), 2.46-2.42 (H9 — d, 1H), 2.35-2.31 (H9 — d, 1H), 2.19-2.16 (H5 - d, 1H), 2.01-1.97 (H5
—d, 1H), 1.03 (H8 - s, 3H), 0.96 (H7 — s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 193.1 (C10 - C; sp2), 153.5 (C2 - C; sp2), 151.5 (C4 - C;
sp2), 141.6 (C13 — C; sp2), 132.3 (C18 — C; sp2), 130.0 (C17 — CH; sp2), 129.8 (C15 — CH;
sp2), 129.4 (C14 — CH; sp2), 127.8 (C16 — CH; sp2), 106.2 (C11 — C; sp2), 51.0 (C12 — CH;
sp3), 50.2 (C9 — CHa; sp3), 39.6 (C5 — CHa; sp3), 32.7 (C6 — C; sp3), 29.1 (C8 — CHs; sp3),
27.5 (C7 — CHs; sp3).

e Composto 20 — 4-(3-hidroxifenil)-7,7-dimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-2,5(1H,3 H)-
diona. Sélido branco obtido com 30% de rendimento e ponto de fusdo (degradacdo) de 292-

297°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 9.44 (H3 — s, 1H), 9.36 (H19 — s, 1H), 7.71 (H1 s, 1H),
7.10-7.08-7.06 (H15 - t, 1H), 6.68-6.67 (H16 ¢ H18 — m, 2H), 6.61- 6.59 (H14 - dd, 1H), 5.06
(H12 — d, 1H), 2.42-2.39 (H9 — d, 1H), 2.27-2.24 (H9  d, 1H), 2.21-2.18 (H5 — d, 1H), 2.05-
2.02 (H5 — d, 1H), 1.02 (HS - s, 3H), 0.90 (H7 s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 8: 193.3 (C10 - C; sp2), 157.7 (C19 — C; sp2), 152.7 (C2 —
C; sp2), 152.4 (C4 - C; sp2), 146.5 (C13 — C; sp2), 129.6 (C15 — CH; sp2), 117.2 (C14 — CH;
sp2), 114.4 (C16 — CH; sp2), 113.6 (C18 — CH; sp2), 107.9 (C11 — C; sp2), 52.2 (C12 — CH;
sp3), 50.3 (C9 — CHa; sp3), 39.6 (C5 — CHa; sp3), 32.7 (C6 — C; sp3), 29.2 (C8 — CHs; sp3),
27.3 (C7 — CHs; sp3).
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e Composto 21 - 4-(4-metoxifenil)-7,7-dimetil-2-tioxo-2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-
5(1H)-ona. Solido amarelo claro obtido com 22% de rendimento e ponto de fusdo de 273-
278°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 10.53 (H3 — s, 1H), 9.62 (H1 s, 1H), 7.13-7.12 (H14 ¢
H18 — d, 2H, J = 7.12 Hz), 6.90-6.88 (H15 ¢ H17 - d, 2H, J = 6.89 Hz), 5.12-5.11 (H12 - d,
1H), 3.72 (H19 - s, 3H), 2.46-2.42-2.39-2.35 (H9 - q, 2H), 2.24-2.21 (H5 - d, 1H), 2.07-2.04
(H5 — d, 1H), 1.02 (HS — s, 3H), 0.90 (H7 s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.0 (C10 - C; sp2), 174.8 (C2 - C; sp2), 159.1 (C4 - C;
sp2), 148.9 (C16 — C; sp2), 136.0 (C13 - C; sp2), 128.0 (C15 e C17 — CH; sp2), 1142 (Cl5 e
C17 — CH; sp2), 108.8 (C11 — C; sp2), 55.5 (C19 — CHs; sp3), 52.0 (C12 — CH; sp3), 50.3 (C9
— CHa; sp3), 38.9 (C5 — CHz; sp3), 32.7 (C6 — C; sp3), 29.2 (C8 — CHs; sp3), 27.2 (C7 — CHs;
sp3).

e Composto 22 — 4-(4-bromofenil)-7,7-dimetil-2-tioxo-2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-
5(1H)-ona. Sélido marrom obtido com 22% de rendimento e ponto de fusdo de 280-285°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 10.65 (H3 — s, 1H), 9.71 (H1 — s, 1H), 7.56-7.55 (H15 ¢
H17 -~ d, 2H, J=7.55 Hz), 7.17-7.15 (H14 e H18 — d, 2H, J = 7.16 Hz), 5.17-5.16 (H12 - d,
1H), 2.46-2.43 (H9 — d, 1H), 2.38-2.35 (H9 - d, 1H), 2.25-2.22 (H5  d, 1H), 2.08-2.05 (H5 -
d, 1H), 1.02 (HS s, 3H), 0.88 (H7 — s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.1 (C10 - C; sp2), 175.0 (C2 - C; sp2), 149.3 (C4 - C;
sp2), 143.1 (C13 — C; sp2), 131.9 (C15 e C17 — CH; sp2), 129.1 (Cl4 e C18 — CH; sp2), 121.1
(C16 — C; sp2), 108.1 (C11 — C; sp2), 52.1 (C12 — CH; sp3), 50.2 (C9 — CHa; sp3), 38.9 (CS5 —
CHa; sp3), 32.7 (C6 — C; sp3), 29.1 (C8 — CHs; sp3), 27.2 (C7 — CHs; sp3).
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e Composto 23 - 4-(2-clorofenil)-7,7-dimetil-2-tioxo-2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-
5(1H)-ona. Sélido branco obtido com 40% de rendimento e ponto de fusdo de 252-257°C.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 11.02 (H3 — s, 1H), 7.54-7.53-7.52 (H17 — m, 1H), 7.34-
7.33-7.32 (H14 ¢ H16 — t, 2H), 7.15-7.14-7.13 (H15 — m, 1H), 5.64 (H12 —s, 1H), 2.62 (H9 —
s, 2H), 2.38-2.35 (H5 - d, 1H), 2.24-2.21 (H5 - d, 1H), 1.09 (H8 s, 3H), 1.06 (H7 — s, 3H).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8: 194.5 (C10 - C; sp2), 165.7 (C2 - C; sp2), 154.4 (C4 - C;
sp2), 139.4 (C13 - C; sp2), 1322 (C18 - C; sp2), 130.5 (C17 — CH; sp2), 129.9 (C14 - CH;
sp2), 128.4 (C16 — CH; sp2), 127.2 (C15 - CH; sp2), 106.8 (C11 - C; sp2), 50.2 (C9 - CHy;
sp3), 41.1 (C5 — CHy; sp3), 38.8 (C12 — CH; sp3), 32.5 (C6 — C; sp3), 29.0 (C8 — CHs; sp3),
27.6 (C7 — CHs; sp3).

e Composto 25 — 9-(4-metoxifenil)-3,3,6,6-tetrametil-3,4,5,6,7,9-hexahidro-1H-xanteno-
1,8(2H)-diona. Solido branco obtido com 7% de rendimento e ponto de fusdo de 244-249°C.

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6: 7.07-7.06 (H19 e H23 — d, 2H, J = 7.07 Hz), 6.78-6.76
(H20 e H22 — d, 2H, J= 6.77 Hz), 4.46 (H9 — s, 1H), 3.68 (H24 — s, 3H), 2.27-2.24 (H2 e H12
—d, 2H), 2.09-2.06 (H2 e H12 — d, 2H), 1.03 (H8 e H17 — s, 6H), 0.90 (H7 e H16 — s, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) &: 196.5 (C5 e C15 - C; sp2), 163.1 (C1 e C11 - C; sp2),
129.4 (C19 e C23 — CH; sp2), 115.0 (C6 e C10 — C; sp2), 113.6 (C20 e C22 — CH; sp2), 55.3
(C24 — CH3; sp3), 50.5 (C4 e C14 — CHy; sp3), 32.3 (C3 e C13 — C; sp3), 30.7 (C9 — CH; sp3),
29.1 (C8 e C17 — CH3; sp3), 26.9 (C7 e C16 — CHs; sp3).
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e Composto 26 — 4-(4-bromofenil)-1,7,7-trimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-2,5(1 H,3 H)-
diona. Sélido bege obtido com 67% de rendimento e ponto de fusdo de 185-192°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 8.06 (H1 — s, 1H), 7.51-7.50 (H15 e H17 - d, 2H, J = 7.51
Hz), 7.18-7.16 (H14 e H18 - d, 2H, J=7.17 Hz), 5.17 (H12 — s, 1H), 3.14 (H3 - s, 3H), 2.70-
2.65 (H9 —d, 1H), 2.55 (H9 — s, 1H), 2.19-2.16 (H5 - d, 1H), 2.11-2.08 (H5 — d, 1H), 1.05 (H8
s, 3H), 0.94 (H7 - s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 193.8 (C10 - C; sp2), 154.6 (C2 - C; sp2), 152.9 (C4 - C;
sp2), 143.9 (C13 - C; sp2), 131.7 (C15 e C17 — CH; sp2), 128.7 (C14 e C18 — CH; sp2), 120.6
(C16 — C; sp2), 109.6 (C11 — C; sp2), 50.3 (C12 — CH; sp3), 49.3 (C9 — CHa; sp3), 39.2 (CS5 -
CHa; sp3), 32.6 (C6 — C; sp3), 29.8 (C3 — CHs; sp3), 28.9 (C8 — CHs; sp3), 27.9 (C7 — CHs;
sp3).

e Composto 27 — 4-(2-clorofenil)-1,7,7-trimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-2,5(1H,3 H)-
diona. Soélido branco obtido com 53% de rendimento e ponto de fusdo de 227-232°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 7.94 (H1 - d, 1H), 7.40-7.39 (H17 - m, 1H), 7.28-7.27-
7.26 (H14, H15 e H16 -~ m, 3H), 5.58 (H12 - d, 1H),3.19 (H3 s, 3H), 2.76-2.73 (H9 - d, 1H),
2.61-2.57 (H9 - d, 1H), 2.16-2.13 (H5 — d, 1H), 2.06-2.03 (H5 - d, 1H), 1.07 (H8 s, 3H), 1.01
(H7 s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 193.4 (C10 - C; sp2), 155.1 (C2 - C; sp2), 152.1 (C4 - C;
sp2), 141.2 (C13 — C; sp2), 132.4 (C18 — C; sp2), 130.0 (C17 — CH; sp2), 129.5 (C15 — CH;
sp2), 129.5 (C14 — CH; sp2), 127.9 (C16 — CH; sp2), 108.3 (C11 — C; sp2), 49.5 (C12 — CH;
sp3), 49.3 (C9 — CHa; sp3), 39.4 (C5 — CHa; sp3), 32.6 (C6 — C; sp3), 29.7 (C3 — CHs; sp3),
28.8 (C8 — CHs; sp3), 28.1 (C7 — CHs; sp3).
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e Composto 28 — 4-(3-hidroxifenil)-1,7,7-trimetil-4,6,7,8-tetrahidroquinazolino-2,5(1 4,3 H)-
diona. Soélido branco obtido com 13% de rendimento e ponto de fusdo de 225-230°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.37 (H19 - s, 1H), 7.98 (H1 - s, 1H), 7.09-7.07-7.06 (H15
—t, 1H, J=7.07 Hz), 6.64 (H14 e H16 — sl, 2H), 6.60-6.59 (H18 - d, 1H, J = 6.60 Hz), 5.10
(H12 s, 1H), 3.13 (H3 — s, 3H), 2.67-2.64 (H9 — d, 1H), 2.54 (H9 — s, 1H), 2.19-2.16 (H5 - d,
1H), 2.12-2.08 (H5 - d, 1H), 1.05 (HS — s, 3H), 0.96 (H7 — s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 8: 193.8 (C10 - C; sp2), 157.7 (C17 — C; sp2), 154.2 (C2 -
C; sp2), 153.3 (C4 - C; sp2), 146.0 (C13 — C; sp2), 129.7 (C15 — CH; sp2), 116.9 (C14 — CH;
sp2), 114.4 (C16 — CH; sp2), 113.4 (C18 — CH; sp2), 110.2 (C11 — C; sp2), 50.4 (C12 — CH;
sp3), 49.4 (C9 — CHa; sp3), 39.2 (C5 — CHa; sp3), 32.6 (C6 — C; sp3), 29.8 (C3 — CHs; sp3),
28.9 (C8 — CHj3; sp3), 27.9 (C7 — CHs; sp3).

e Composto 29 — 9-(4-metoxifenil)-3,3,6,6-tetrametil-3,4,5,6,7,9-hexahidro-1H-xanteno-
1,8(2H)-diona. Solido branco obtido com 52% de rendimento e ponto de fusdo de 241-
246°C.

1H NMR (500 MHz, CDCls) &: 7.23-7.21 (H19 e H23 — d, 2H, J = 7.22 Hz), 6.78-6.77 (H20
e H22 —d, 2H, J=6.77 Hz), 4.72 (H9 — s, 1H), 3.75 (H24 — s, 3H), 2.47 (H4 e H14 — s, 4H),
2.27-2.23-2.20-2.17 (H2 e H12 - q, 4H), 1.12 (H8 e H17 — s, 6H), 1.01 (H7 e H16 s, 6H).

13C NMR (126 MHz, CDCLs) 8: 196.5 (C5 e C15 - C; sp2), 162.0 (C1 e C11 - C; sp2), 157.9
(C21 - C; sp2), 136.4 (C18 — C; sp2), 129.3 (C19 e C23 — CH; sp2), 115.8 (C6 e C10 — C; sp2),
113.4 (C20 e C22 — CH; sp2), 55.1 (C24 — CHj; sp3), 50.7 (C4 e C14 — CHa; sp3), 40.8 (C2 e
C12 -~ CHy; sp3), 32.2 (C3 ¢ C13 — C; sp3), 30.9 (C9 - CH; sp3), 29.2 (C8 e C17 — CHa; sp3),
27.3(C7 ¢ C16 — CHs; sp3).
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e Composto 31 - 9-(2-clorofenil)-3,3,6,6-tetrametil-3,4,5,6,7,9-hexahidro-1H-xanteno-
1,8(2H)-diona. Solido branco obtido com 11% de rendimento e ponto de fusdo de 220-
225¢°C.

TH NMR (500 MHz, DMSO-de) 8: 7.27-7.26-7.24-7.23-7.21-7.20 (H19, H21 e H22 - m, 3H),
7.14-7.12-7.11 (H20 — td, 1H), 4.81 (H9 — s, 1H), 2.61-2.57 (H4 e H14 — d, 2H), 2.48-2.45 (H4
e H14 — d, 2H), 2.27-2.24 (H2 e H12 - d, 2H), 2.06-2.02 (H2 e H12 - d, 2H), 1.04 (H8 e H17
s, 6H), 0.91 (H7 e H16 s, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8: 196.3 (C20 e C22 - C; sp2), 163.7 (C1 e C11 - C; sp2),
133.3 (C23 - C; sp2), 129.9 (C22 — CH; sp2), 128.2 (C21 — CH; sp2), 126.9 (C20 — CH; sp2),
113.5 (C6 e C10 — C; sp2), 50.4 (C4 e C14 — CHy; sp3), 40.1 (C2 e C12 — CHy; sp3), 32.1 (C3
e C13 - C; sp3), 29.1 (C8 e C17 — CH3; sp3), 26.8 (C7 e C16 — CHs; sp3).

e Composto 34 — 4-(4-bromofenil)-1,7,7-trimetil-2-tioxo-2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-
5(1H)-ona. Sélido branco obtido com 19% de rendimento e ponto de fusdo de 224-229°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.90 (H1 — s, 1H), 7.54-7.52 (H15 e H17 - d, 2H, J = 7.53
Hz), 7.15-7.13 (H14 e H18 - d, 2H, J = 7.14 Hz), 5.20 (H12 — s, 1H), 3.54 (H3 - s, 3H), 2.81-
2.78 (H9 - d, 1H), 2.57-2.53 (H9 — d, 1H), 2.20 (H5 s, 2H), 1.04 (HS8 - s, 3H), 0.98 (H7 - s,
3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.9 (C10 - C; sp2), 178.6 (C2 - C; sp2), 151.6 (C4 - C;
sp2), 142.3 (C13 - C; sp2), 131.9 (C15 e C17 — CH; sp2), 128.7 (C14 e C18 — CH; sp2), 121.1
(C16 - C; sp2), 111.6 (C11 — C; sp2), 49.9 (C12 — CH; sp3), 49.3 (C9 — CHa; sp3), 39.4 (C5 -
CHz; sp3), 36.1 (C3 — CHs; sp3), 32.9 (C6 — C; sp3), 28.4 (C8 — CHs; sp3), 28.2 (C7 — CHs;
sp3).
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e Composto 35 - 4-(2-clorofenil)-1,7,7-trimetil-2-tioxo-2,3,4,6,7,8-hexahidroquinazolin-
5(1H)-ona. Sélido branco obtido com 22% de rendimento e ponto de fusdo de 261-266°C.

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 11.01 (H1 — s, 1H), 7.53 (H17 — s, 1H), 7.33 (H14 ¢ H16
s, 2H), 7.14 (H15 — s, 1H), 5.64 (H12 — s, 1H), 2.62 (H9 — s, 2H), 2.38-2.35 (H5 - d, 1H),
2.24-221 (H5 - d, 1H), 1.09 (H8 — s, 3H), 1.06 (H7 - s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) &: 194.5 (C10 — C; sp2), 165.7 (C2 - C; sp2), 154.3 (C4 - C;
sp2), 139.4 (C13 - C; sp2), 1322 (C18 - C; sp2), 130.5 (C17 — CH; sp2), 129.9 (C14 - CH;
sp2), 128.4 (C16 — CH; sp2), 127.2 (C15 - CH; sp2), 106.8 (C11 — C; sp3), 50.2 (C9 - CHy;
sp3), 41.1 (C5 — CHy; sp3), 38.8 (C3 — CHs; sp3), 32.5 (C6 — C; sp3), 29.0 (C8 — CHs; sp3),
27.6 (C7 — CHa; sp3).

4.3. Ensaio de atividade anti-chagasica
A avaliagdo da atividade anti-Tr) panosoma cruzi foi realizada apenas para as moléculas

17.2, 18, 19, 20, 21, 22, 26, 27, 28 ¢ 34. Os ensaios foram realizados pelo doutorando Afonso
Santine M. M. Velez, no Instituto de Veterinaria — UFRRJ, no Laboratério de Imunologia e

Virologia Veterinaria, sob a supervisdo da Professora Débora Decoté-Ricardo de Lima.

4.3.1. Cultivo de cé¢lulas LLC-MK2
As células LLC-MK2 (ATCC) sido fibroblastos que apresentam morfologia epitelial e

foram isoladas do rim de macacos rhesus (Macaca mulata). As células foram mantidas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) completo, suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB), em estufa a 37°C com controle de umidade e sob atmosfera a 5% de CO». O
indculo foi obtido pelo tratamento da monocamada de células com solucdo aquosa de 0,25%
m/v de tripsina e 1 mM de acido etileno-diamino acético (EDTA) por 5 min. Passagens na

proporgdo de 1:6 do volume do in6culo foram realizadas a cada 4-5 dias.

4.3.2. Cultivo de 7. Cruzi na forma amastigota
Células LLC-MK2 com 50% de confluéncia em garrafas de cultura de 175 cm? de area

de cultivo (T-175) foram infectadas com 5 x 107 formas amastigotas de T. cruzi da cepa

Tulahuen C2C4 LacZ, transfectada com plasmideo de Escherichia coli para a expressido
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citoplasmatica da enzima beta-galactosidase (BGal). Foi utilizado meio DMEM com 2% SFB.
Apo6s 24h, o meio foi removido e a monocamada de células lavada com tampéao fosfato-salino
(pH 7,2) (PBS). Meio DMEM com 2% SFB foi adicionado a cultura e renovado a cada 2 dias.
Formas amastigotas foram recolhidas do sobrenadante entre o 5° e 10° dias apds a infecgdo, e

separadas de células ndo aderidas por centrifugacdo diferencial.

4.3.3. Solucio estoque das misturas
As solugdes estoques dos compostos utilizados nos ensaios biologicos, foram obtidos

pela solubilizagdo destes em dimetilsulféxido (DMSO), na concentragdo de 30 e 50 mM. As
concentracdes utilizadas nos ensaios foram obtidas por meio da dilui¢do seriada das solucdes
estoque preparadas para cada mistura. As dilui¢des foram realizadas no proprio meio de cultura
do experimento, de forma que a concentracdo maxima de DMSO presente nas culturas de

células ndo ultrapassasse 0,3% v/v.

4.3.4. Atividade tripanocida contra 7. cruzi
Em uma placa de 96 pogos transparente, foi adicionada uma suspenséo de 2 x 10* células

LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram incubadas a 37°C (5% CO»)
por 3 h e em seguida lavadas com PBS para remocdo de células ndo aderidas. Uma suspensdo
contendo 5 x 10° formas amastigotas de 7. cruzi da cepa Tulahuen C2C4 LacZ, que expressa a
enzima f-galactosidase, foi adicionada as células, seguindo-se incubagdo a 37°C (5% CO) por
20 h para estabelecimento da infec¢do. Os parasitos ndo internalizados foram removidos por
trés lavagens sucessivas com PBS, seguindo-se tratamento com dilui¢cdes seriadas dos
compostos em concentracdes decrescentes (50-0,51 pM) em triplicatas, pré-diluidos em
DMEM + 2% SFB. Controles ndo tratado, veiculo (0,3% v/v DMSO) e branco (sem adicdo de
parasitos) foram incluidos no experimento. Benzonidazol foi utilizado em dilui¢do seriada
como controle positivo. Adicionaram-se entdo 30 uL. de solucdo 0,5 mM do substrato vermelho
de clorofenol p-galactopiranosideo (CPRG) em PBS com 0,9% v/v Igepal CA-630. Apds

incubacdo por 1,5 h a absorbancia foi medida a A = 570 nm com auxilio de um leitor de placas.

4.3.5. Citotoxicidade frente a células LLC-MK2
Em uma placa de 96 pogos transparente, foi adicionada uma suspenséo de 2 x 10* células

LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram incubadas a 37°C (5% CO»)

por 20 h e em seguida lavadas com PBS para remogao de células ndo aderidas. As células foram

127



tratadas com dilui¢des seriadas dos compostos em concentragdes decrescentes (100-1 uM) em
triplicatas, pré-diluidos em DMEM + 2% SFB. Controles ndo tratado, veiculo (0,3% v/v
DMSO) e branco (sem adi¢do de células) foram incluidos no experimento. Apos incubagio por
48 h o sobrenadante foi removido e a monocamada de células lavada com PBS, renovando-se
o meio de cultura em seguida. Adicionaram-se entdo 20 pL de solugdo 3,0 mM de sal de MTT,
seguindo-se incubacdo por mais 1,5h. O sobrenadante foi entdo removido e os cristais de
formazan de MTT dissolvidos pela adi¢ao de 100 pL/pogo de DMSO. Apds incubagdo por 1,5h
para dissolugdo dos cristais de MTT ao abrigo da luz e 37°C, a absorbancia foi medida a & =

570 nm com auxilio de um leitor de placas.

4.3.6. Tratamento estatistico dos dados
Os dados de absorbancia foram convertidos em valores de viabilidade relativa a média

do controle veiculo, descontados da média do controle branco, conforme a féormula abaixo:
Abs — Mp

My — Mp

V(%) = Viabilidade em %

V(%) =

Abs = Leitura de absorbancia em determinado poco

M3p =M¢édia da absorbancia da triplicata do Controle Branco

M, = Média da absorbancia da triplicata do Controle Veiculo
Os valores de percentuais foram inseridos no software GraphPad Prism 7, onde foram
realizados os calculos estatisticos e gerados os graficos apresentados. Para os calculos da
concentragdo inibitéria do crescimento em 50% (Clso) foi utilizado o modelo padrio do
software de regressdo ndo linear para valor de concentracdo de inibidor versus resposta
normalizada com inclinagdo variavel. Os resultados para os valores de Clso foram obtidos pela
média de ao menos 3 experimentos independentes. Para os testes de significancia estatistica foi

utilizada a analise de varidncia simples one-way ANOVA.

4.4. Ensaio de atividade antiproliferativa
A avaliagdo da atividade antiproliferativa foi realizada apenas para as quinazolinonas

17.2,19, 20, 21, 22, 26, 27 ¢ 28. Os ensaios foram realizados pelo Dr. Matheus da Silva Souza,
sob supervisdo do professor Dr. Adriano Defini Andricopulo, no Laboratério de Quimica

Medicinal e Computacional (USP — Sdo Carlos).
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4.4.1. Linhagens celulares
P ara avaliar os compostos foram utilizadas as seguintes linhagens de células:
(i) Célula tumoral epitelial de mama humana (MDA-MB-231// ATCC HTB-26TM);
(ii)  (i1) Célula tumoral epitelial de prostata humana (DU-145 // ATCC HTB-81TM).

As linhagens i foi mantida em DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium — Cultilab®,
Campinas, SP, BRA) e a linhagem ii em meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Intitute — Cultilab®, Campinas, SP, BRA). Ambos foram suplementados com 10% de soro fetal
bovino (SFB, GibcoTM, Waltham, MA, USA) e penicilina (200 U/ml), estreptomicina (100
pg/ml) e L-glutamina (2 mM) (Sigma-Aldrich®). As células em cultura foram mantidas em
estufa a 37°C e 5% de CO2 até atingir 75-90% de confluéncia. Com o intuito de garantir que
as células empregadas nos ensaios estivessem em condi¢des semelhantes, inicialmente foi
estabelecido um estoque de células por meio do congelamento nos seus respectivos nimeros de
passagem. O congelamento foi feito através da adigio de 3x10° células em uma solugio de SFB
contendo 5% de dimetilsulféxido (DMSO). Esta suspensdo celular foi acondicionada em
criotubos em freezer a —~80°C por 24h, o qual garantiu a reducdo gradual de temperatura. Apos
o congelamento, as células foram armazenadas em dewar com nitrogénio liquido (-196°C).
Todos os procedimentos envolvendo a manipulacdo de células foram realizados em condi¢des
de assepsia. Os materiais foram manipulados em fluxo laminar previamente exposto a luz
ultravioleta por 15min e desinfectado com etanol 70%. Para a realizacdo dos ensaios, as células
foram descongeladas em banho térmico a 37°C e cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm?
(Corning®, Corning, NY, USA). Uma vez alcancada a confluéncia da monocamada celular, as

células foram sub-cultivadas e, quando necessario, congeladas e/ou plaqueadas.

4.4.2. Preparacao das solucdes dos compostos
As solugdes-estoque dos compostos foram preparadas a 20 mM em 100% de DMSO; e

armazenadas a -80°C. Solu¢des de uso a 10 mM foram preparadas e armazenadas a -20°C. As
solugdes intermediarias foram preparadas no dia dos ensaios nos respectivos meios de cultura
de acordo com a linhagem celular, a partir das solugdes de uso, de modo a se obter uma
concentracdo de composto desejada e, ao mesmo tempo, de DMSO (com a finalidade de que
ndo ultrapassasse 1% no primeiro pogo da placa). Este acompanhamento do solvente foi
necessario para que a viabilidade celular na sua presenca ficasse dentro do que € considerado

seguro (> 90%) e ndo comprometesse a analise dos dados e o calculo do Clso real dos
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compostos-teste. As concentracdes utilizadas nos ensaios foram escolhidas a partir de estudos

pilotos (dados ndo apresentados).

4.4.3. Avaliacao da atividade antiproliferativa in vitro
O ensaio da resazurina também € conhecido como alamarBlue e se baseia na capacidade

das desidrogenases mitocondriais das células viaveis reduzirem o corante azul ndo fluorescente
chamado resazurina (fenoxazin-3-ona) na rosa resorufina. A propor¢do de células viaveis pode
ser quantificada usando um fluorimetro com leitor de microplaca equipado com um conjunto
de filtros de excitacdo a 560 nm e emissdo a 590 nm. Para este ensaio foram adicionadas 4x10°
(DU, MDA) células/100 pl de meio de cultura/pogo em placas estéreis de 96 (TPP™,
Trasadingen, Suiga). As placas foram incubadas por 24h em estufa a 37°C e 5% de COz. No
dia seguinte, 11 concentracdes dos controles e dos compostos-teste foram adicionadas em
diluicdo seriada com uma pipeta multicanal. Apds incubacdo por 72h, o meio foi descartado e
substituido por 120 pL/pogo de uma mistura (5:1, v/v) composta pelo respectivo meio de cultivo
(sem fenol e sem SFB) e resazurina (0,15 mg/ml) em solugdo salina tamponada com fosfato
(phosphate-by, fered saline, 1x PBS). Em seguida, as placas foram novamente colocadas na
estufa. O periodo de incubacg@o necessario para gerar um sinal de fluorescéncia suficiente acima
do background ¢é geralmente cerca de 1 a 4h, dependendo da atividade metabdlica das células,
da densidade de células por poco e outras condigdes tais como o tipo de meio de cultura. Apos
o periodo, elas foram analisadas em fluorimetro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices,
Sunnyvale, California, USA), em Acmissio de 588 nm. A viabilidade das células tratadas foi
expressa como porcentagem relativa com relagéo as células incubadas somente com meio de
cultura e o veiculo utilizado para solubilizar os compostos (controle negativo, DMSO).

Colchicina e Doxorrubicina foram utilizadas como controles positivos.
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5. CONCLUSAO

No presente trabalho vinte quinazolinonas foram propostas, sendo onze delas obtidas de
maneira satisfatoria e rendimentos variados (11% a 67%), cinco ndo obtidas e quatro que
tiveram a obtencdo de uma xantenodiona confirmada (rendimentos na faixa de 7% a 74%).
Dentre as onze quinazolinonas obtidas, a 28 e a 34 sdo inéditas na literatura. As quatro
xantenodionas obtidas, apesar de ndo serem inéditas na literatura foram caracterizadas, e foram
confirmadas como um subproduto possivel da reacdo e sua obtengdo leva a perspectivas para

trabalhos futuros buscando-se a avaliacdo biolégica das mesmas.

Os ensaios biologicos para todas as moléculas obtidas ndo foram possiveis de serem
realizados até submiss@o do presente trabalho, sendo uma perspectiva futura. A avaliagdo da
atividade anti-chagésica das quinazolinonas 17.2, 18, 19, 20, 21, 22, 26, 27, 28 ¢ 34 mostrou
que a molécula 18 possui uma inibi¢do razoavel, enquanto as quinazolinonas 22 e 34 possuem
uma atividade inibitéria promissora, sendo as melhores dentro da série. Destaca-se que a
inibicdo frente a formas amastigotas foram melhores para os compostos que possuem o
substituinte 4-bromofenil, sendo que a quinazolinonas 34 possui a maior seletividade, sendo,
portanto, a melhor molécula avaliada. Os resultados sdo promissores para possiveis trabalhos

futuros explorando composto que contenham o grupo 4-bromofenil.

A avaliagdo da atividade antiproliferativa das quinazolinonas 17.2, 19, 20, 21, 22, 26,
27 e 28 mostrou que as quinazolinonas 20 e 22 foram as Unicas a apresentarem citotoxicidade
frente a linhagem MDA-MB-231. Enquanto, frente a linhagem celular DU-145 apenas a
molécula 20 se mostrou pouco citotoxica. Entretanto, os valores foram muito superiores aos
padrdes positivos (Doxorrubicina e Colchicina). A quinazolinonas 20 mostrou uma auséncia de
seletividade ao inibir as duas linhagens com mesma poténcia. A auséncia de resultados ndo
permite a correlagdo estrutura e atividade, apenas sendo possivel inferir que as moléculas ndo

possuem um bom perfil citotoxico frente a essas linhagens.

Contudo, ¢é possivel concluir que o presente trabalho possui uma contribuigdo tanto para
quimica organica, quando para quimica medicinal do ponto de vista de quimica exploratoria,

gerando diversas perspectivas para trabalhos futuros.
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CAPITULO 111

SINTESE E AVALIACAO IN SILICO DE HETEROCICLOS OBTIDOS ATRAVES
DE REACAO MULTICOMPONENTE DE HANTZSCH PLANEJADOS COMO
INIBIDORES DE TUBULINA



RESUMO

O cancer ¢ o conjunto de mais de 100 doengas que atinge milhares de pessoas no Brasil e no
mundo. A Tubulina é uma proteina globular presente na forma de heterodimeros (a e B) que
desempenha fungdes criticas dentro da célula, portanto se tornou um alvo no tratamento de
diversos tipos de cancer. A Tubulina possui diversos sitios ativos sendo o sitio da Colchicina
um dos mais explorados. Diversos compostos possuem atividade inibitdria da polimerizacéo de
Tubulina devido a interag@o no sitio ativo da Colchicina, entre eles temos a Podofilotoxina, a
Colchicina e o composto LDQMC-014, sintetizado previamente no grupo de pesquisa através
da reacdo multicomponente de Hantzsch. A fim de explorar a versatilidade da reagdo de
Hantzsch, dez acridinodionas foram planejadas utilizando a lausona como dicarbonilado, além
de trés acridinonas utilizando aldeidos obtidos através de reacdo de acoplamento de Buchwald-
Hartwig e Suzuki-Miyaura. Posteriormente, as moléculas foram avaliadas (in silico) quanto a
interacdo com a Tubulina através de metodologia de ancoramento molecular. Dentre as dez
acridinodionas planejas, cinco tiveram suas estruturas confirmadas, sendo quatro moléculas
inéditas na literatura, duas foram obtidas de forma oxidada (inéditas na literatura) e trés
possuem indicacdo da presenca do produto desejado, entretanto com diversas impurezas. Os
aldeidos intermedidrios sintetizados por reacdo de acoplamento foram obtidos de maneira
efetiva, sendo um deles inédito na literatura, enquanto apenas duas das acridinonas
subsequentes foram obtidas de forma pura, também inéditas, enquanto uma delas necessita de
purifica¢des adicionais. O ancoramento molecular foi realizado de maneira efetiva, sendo
possivel a identificagdio dos residuos de aminoécidos principais nas intera¢gdes com o anel da
lausona e com o anel tri substituido, além de comprovar que a adicdo de um anel aromatico
afastando o anel acridinona do anel 3,4,5-trimetoxifenil ndo favorece as intera¢des no bolsdo
hidrofébico do sitio da Colchicina. Contudo, os resultados se mostram promissores, uma vez
que diversas moléculas apresentam scores satisfatorios, demonstrando a necessidade de testes
in vitro futuros. O presente trabalho corrobora a versatilidade da reagdo multicomponente de
Hantzsch para sintese de heterociclos com atividade inibitédria de Tubulina.

Palavras chaves: Acridinodionas; acridinonas; ancoramento molecular.

139



ABSTRACT

Cancer encompasses over 100 diseases affecting millions of people in Brazil and worldwide.
Tubulin, a globular protein existing as a and B heterodimers, performs critical cellular functions
and has thus become a key target for treating various cancers. Among tubulin's active sites, the
colchicine binding site is one of the most extensively studied. Several compounds, such as
podophyllotoxin, colchicine, and LDQMC-014 (previously synthesized by the research group
through the Hantzsch multicomponent reaction), inhibit tubulin polymerization by interacting
with this active site. To further explore the versatility of the Hantzsch reaction, ten
acridinodiones were designed using lawsone as the dicarbonyl compound, alongside three
acridinones synthesized with aldehydes obtained via Buchwald-Hartwig and Suzuki-Miyaura
coupling reactions. These molecules were subsequently evaluated in silico for their interaction
with tubulin through molecular docking studies. Among the ten designed acridinodiones, five
had their structures confirmed, with four being novel compounds. Two molecules were obtained
in their oxidized forms (also novel), while three showed evidence of the desired product but
contained impurities. The intermediate aldehydes synthesized through coupling reactions were
effectively obtained, including one novel compound. Of the subsequent acridinones, two were
isolated in pure form (both novel), while one requires additional purification. Molecular
docking studies were successfully conducted, identifying key amino acid residues involved in
interactions with the lawsone ring and the trisubstituted ring. The results confirmed that adding
an aromatic ring that distances the acridinone ring from the 3,4,5-trimethoxyphenyl ring does
not enhance interactions within the colchicine binding site's hydrophobic pocket. Nevertheless,
the findings are promising, as several molecules exhibited satisfactory docking scores,
justifying the need for future in vitro testing. This study underscores the versatility of the
Hantzsch multicomponent reaction for synthesizing heterocycles with potential tubulin-
inhibitory activity.

Keywords: Acridinodiones; Acridinones; Molecular docking.

140



1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

Céncer ¢ um conjunto de diversas doencas que possui um crescimento andmalo de
células. E a segunda maior causa de morte no mundo, gerando cerca de 9.6 milhdes de mortes
por ano. Diversos tratamentos estdo disponiveis para os diversos tipos da doencga, entretanto
novas terapias sdo necessarias aliando mais efetividade, menor prego e baixa incidéncia de

efeitos colaterais (WORLD HEALTH ORGANIZATIO, 2024a).

1.2. Tubulina

Um dos alvos moleculares validados para o tratamento do cancer ¢ a Tubulina. A
Tubulina ¢ uma proteina globular presente nas células eucaridticas. A proteina é composta por
dois heterodimeros (o e PB) que sofrem um processo dinamico de polimerizagdo e
despolimerizagdo para a formagéo de microtibulos (protofilamentos empacotados na forma de
cilindros ocos). Os microtibulos possuem fungdes essenciais na divisdo celular, uma vez que
esse protofilamentos sdo responsaveis pela formacéo de fibras do fuso mitético. Uma vez que
haja a interrupg¢do na dindmica de polimerizacdo da Tubulina, hd uma ruptura das fibras do fuso
mitético, interrompendo a mitose na fase G»/M, e ¢ devido a esse papel fundamental que a
Tubulina é considera um alvo para agentes quimioterapicos (MAKRIYANNIS; BIEGEL, 2003;
WADE, 2009).

A Tubulina possui 6 sitios de ligacdo distintos, sdo eles: taxane, vinca, laulimalide/
peloruside, maytansine, pironetin e conchicine (figura 42A). Quando uma molécula interage
com a Tubulina, a depender do sitio de ligagdo que ela se liga, sdo classificados como agentes
estabilizantes ou desestabilizantes. Sendo os estabilizantes responsavel pela supressdo da
dindmica de despolimerizacdo dos microtiibulos e os desestabilizantes responsavel pela
supressdo da dindamica de polimerizagdo (figura 42B). (SHUAI et al., 2021; STEINMETZ;
PROTA, 2018).

O sitio da Colchicina esta localizado entre dimeros e quando uma molécula interage
nesse sitio o empacotamento dos heterodimeros néo ¢ alinhada, impedindo assim a formacéo
do microtubulo (figura 42C), portanto, moléculas que interagem com o sitio da Colchicina sdo

conhecidas como agentes desestabilizantes. Estudos sugerem que esse sitio possui um bolsdo
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1.4. Reacao de Hantzsch

A reagdo multicomponente de Hantzsch ¢ um tipo de reag@o que pode ser utilizada para
a obtencdo de diidropiridinas (esquema 15A), quando utilizada sua metodologia classica, ou
para obtencdo de andlogos da Podofilotoxina, quando utilizada a metodologia modificada
descrita por Tratrat e colaboradores (esquema 15B). Devido a sua versatilidade, aliada a
economia atdmica nos produtos e a purificacdo simplificada, essa reacio é uma estratégia
valiosa na sintese de heterociclos variados (GRAEBIN et al., 2019; TRATRAT; GIORGI-
RENAULT; HUSSON, 2002).

1.5. Reacdes de acoplamento

Dentre as principais reagdes utilizadas em quimica orgénica, inclusive na sintese de
moléculas bioativas, temos as rea¢des de acoplamento catalisada por metais como paladio. Duas
das reacdes de acoplamento mais conhecidas sdo as reacdes de Suzuki-Miyaura e Buchwald-
Hartwig. A reacdo de Suzuki-Miyaura (esquema 15C) utiliza um organoborato e um (pseudo)
haleto de arila para a formagdo de uma ligacdes C-C. Ja a reacdo de Buchwald-Hartwig
(esquema 15D) busca a formacdo de uma ligacdo C-N ou C-O, para obtencdo de aril aminas ou
éteres, tendo como reagentes de partida um (pseudo) haleto de arila, e uma amina primaria ou
secundaria, ou alcool. Atualmente, diversas metodologias sdo reladas na literatura para as duas
reacdes, tendo suas aplicagdes expandidas uma vez que a utilizagdo de diversos reagentes e
metais como catalisadores foram implementadas (FARHANG et al., 2022; HERAVI et al.,
2021; JACOBY et al.,, 2024; SEN; YAMADA, 2024; TAKALE; KONG; THAKORE, 2022).
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Para a caracterizacdo da molécula 44 o simpleto em du 5,38 ppm ¢ o mais significativo
do espectro ¢ referente ao hidrogénio metinico ligado ao carbono 7, pois indica que houve a
ciclizagdo do produto. Os sinais entre 3,58 e 3,86 ppm sdo referentes aos hidrogénios das
metoxilas, sendo o sinal em du 3,58 ppm referente aos 3 hidrogénios ligados ao carbono 37, o
sinal em Oy 3,71 ppm referente aos 3 hidrogénios ligados ao carbono 35 e o sinal em dn 3,86
ppm referente aos 3 hidrogénios ligados ao carbono 36. Enquanto o sinal referente aos 6
hidrogénios equivalentes ligados aos carbonos das metoxilas 30 e 31 aparecem como um
simpleto em On 3,62 ppm. O sinal em du 6,43 ppm ¢ referente aos hidrogénios 22 e 26, que
possuem o mesmo ambiente quimico, sem nenhum hidrogénio vizinho, aparecendo assim como

simpletos. O simpleto em du 7,04 ppm ¢ referente ao hidrogénio 6, que esta orto ao nitrogénio.

Os sinais dos anéis aromaticos provenientes da lausona se encontram na faixa de
deslocamento quimico entre 7,65 e 8,33 ppm e possuem multiplicidade compativel com o
esperado. O tripleto em 8u 7,65-7,68 € referente ao hidrogénio 17 e o tripleto em &u 7,87-7,90
¢ referente ao hidrogénio 16. Os dois dupletos em 6u 7,97-7,99 e du 8,31-8,33 sdo referentes

aos hidrogénios 15 e 18, respectivamente.

Os dois simpletos em campo mais baixo no espectro sdo referentes aos hidrogénios 27 e
10. Sendo o sinal em du 8,15 ppm referente ao hidrogénio da hidroxila 27, que devido a
proximidade com o oxigénio (mais eletronegativo) estd mais desblindado, entretanto, devido a
possiveis troca com a agua, o deslocamento quimico desse sinal pode sofrer variagdes. Ja o
sinal em d&u 10,23 ppm referente ao hidrogénio 10 que por estar ligado ao nitrogénio (mais

eletronegativo) também esta mais desblindado.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Sintese das moléculas
Todas as acridinodionas e as acridinonas foram sintetizadas no Laboratorio de
Diversidade Molecular e Quimica Medicinal (LadMol-QM) da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ). Os intermedidrios das acridinonas foram sintetizadas na School of

Life Science da Universidade de Dundee, Escocia-UK.

Os reagentes e solventes utilizados na sintese de todos os produtos do presente trabalho

foram fornecidos pela Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).

As reacdes foram acompanhadas através da cromatografia em camada delgada analitica
(CCD), com placas de silica gel Merck 60 F254 de 0,25 mm de espessura (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany), utilizando como eluente mistura de hexano e acetato de etila (75%) e
analisando na camara de luz UV (254 ou 366 nm) CN-15LC (Vilber Lourmat, Collégien,

France).

A purificacdo das acridinodionas e das acridinonas finais realizadas por cromatografia
em coluna flash utilizou cromatografia liquida de adsor¢do em coluna, no equipamento Isolera
da Biotage®, modelo ISO-4SV (IQ-UFRRIJ). A purificacdo dos intermediarios das acridinonas
foram realizadas no equipamento CombiFlash da Teledyne®, modelo NextGen 300+ (JBCN-
University of Dundee). Para a confec¢do das pastilhas, utilizou-se silica gel 70-230 mesh
(Merck). Como fase movel, foram utilizadas as misturas solventes de acordo com as
propriedades fisico-quimicas de cada composto. As colunas utilizadas foram de acordo com a

especificagdo de cada fabricante.

4.1.1. Protocolo da sintese das acridinodionas
Em um tubo reacional adiciona-se 1 mmol da lausona, 1 mmol do aldeido, 1 mmol de
uma amina aromatica, 3 mL de solvente (etanol) e um agitador magnético. A reagdo ¢ levada a
uma chapa de aquecimento e agitacdo, com a temperatura e agitacdo controladas (refluxo —
75°C) por 24h. A formacdo do produto é confirmada por cromatografia de camada delgada. Em
caso de formacdo precipitado, uma filtracdo a vacuo ¢ realizada seguida de cromatografia flash
para purificacdo e isolamento do produto. Na auséncia de precipitado, a cromatografia flash ¢

realizada diretamente com o meio reacional utilizando como fase movel hexano:acetato de etila.
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4.1.2. Protocolo da reacao de acoplamento de Suzuki-Miyaura

Em um baldo adiciona-se 1 mmol do acido 3,4,5-trimetoxibenzenoborénico, 1,5 mmol
de carbonato de potassio, 0,005 mmol de tetrakis(trifenilfosfina)paladio, 0,5 mmol do
bromobenzaldeido equivalente e um agitador magnético. O baldo € entdo selado seguido da
troca de atmosfera por N». Posteriormente, adiciona-se 2 mL de tetrahidrofurano (seco). A
reacdo € aquecida a 100°C, sob agitagdo por 4 horas. Apos o tempo de reagdo, a reacdo ¢
resfriada e adiciona-se gotas de acido cloridrico (1M) até ndo formar mais bolhas. O solvente é
removido em rotavaporador seguido de purificacdo utilizando cromatografia flash utilizando

como fase mével heptano:acetato de etila.

4.1.3. Protocolo da reacao de Buchwald-Hartwig

Um tubo reacional foi preparado para reacdo por 1h a 100°C no forno. Posteriormente
o tubo € selado seguido da troca de atmosfera por N». Adiciona-se ao tubo 3,4,5-trimetoxianilina
(1 eq.), terc-butoxido de potassio (1.4 eq.), 4-iodobenzaldeido (1 eq.), trietilamina (0.15 eq.),
acetato de paladio (0.05 eq.), xphos (0.1 eq.) e um agitador magnético. Uma segunda troca de
atmosfera por N é realizada. Com o fluxo de nitrogénio conectado no tubo adiciona-se tert-
butanol (6 mL). A reagdo ¢ aquecida a 90°C, sob agitacdo por 24 horas. Ap6s o tempo de reacdo,
a reacdo ¢ filtrada com uso de celite e lavada com acetato de etila. O solvente é removido em
rotavaporador seguido de purificacdo utilizando cromatografia flash utilizando como fase

movel heptano:acetato de etila.

4.1.4. Protocolo da sintese das acridinonas

Em um tubo reacional adiciona-se 1 mmol da 1,3-ciclohexanodiona, 1 mmol do aldeido
(intermedidrio sintetizado previamente), 2 mmol da a-nafitilamina, 3 mL de solvente (etanol) e
um agitador magnético. A reacdo ¢ levada a uma chapa de aquecimento e agitagdo, com a
temperatura e agitacdo controladas (refluxo — 75°C) por 24h. A formagdo do produto ¢
confirmada por cromatografia de camada delgada. Em caso de formagdo precipitado, uma
filtracdo a vacuo ¢ realizada seguida de cromatografia flash para purificacido e isolamento do
produto. Na auséncia de precipitado, a cromatografia flash ¢é realizada diretamente com o meio

reacional utilizando como fase movel hexano:acetato de etila.
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4.1.5. Caracterizacao dos produtos

Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono (RMN !3C), além de anélises 2D (HSQC),
realizadas em um espectrometro da marca Bruker de 500MHz (500 MHz para 'H e 126 MHz
para 1°C) e 400MHz (400 MHz para 'H e 101 MHz para '*C), modelo Ultrashield Plus da
Central Analitica Multiusuario- PPGQ — UFRRJ e da Drug Discovery Unit da Universidade de
Dundee. O dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) foi utilizado como solvente e tendo como
padrio interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) foram obtidos em
partes por milhdo (ppm). O equipamento de LC-MS utilizado para confirmagdo dos
intermediarios ¢ da marca Shimadzu 2020, com coluna Hyprsil Gold (1.9um 50x2.1mm),

utilizando método acido (4gua-acetonitrila 5% a 95% - gradiente).

As atribui¢des dos carbonos e hidrogénios obtidos no espectro de RMN de carbono e

hidrogénio, assim como o rendimento, sdo descritos a seguir.

e Composto 38 — 7-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)dibenzo[b,/]acridino-8,13-dione. Solido

obtido com 3% de rendimento.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6: 9.47-9.46 (H25 — d, 1H), 9.17-9.15 (H31 — d, 1H), 8.67
(H22 —s, 1H), 8.08-8.07-8.05-8.04-8.00-7.98-7.97-7.92-7.91-7.87 (H5, H6, H7, H26, H28, H30
—m, 8H), 7.73-7.71-7.70 (H27 — t, 1H, J = 7.70 Hz), 7.50-7.48 (H8 — d, 1H, J = 7.49 Hz), 6.61
(H16 e H20 — s, 2H), 3.74 (H21 e H23 — s, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 179.9 (C10 - C; sp2), 179.7 (C3 - C; sp2), 152.4 (C2 - C;
sp2), 150.9 (C14 - C; sp2), 148.5 (C17 e C19 - C; sp2), 147.4 (C15 - C; sp2), 137.8 (C18 - C;
sp2), 136.0 (C7 — CH; sp2), 135.7 (C29 — C; sp2), 134.6 (C9 — C; sp2), 132.5 (C4 — C; sp2),
131.4 (C6 — CH; sp2), 130.8 (C24 — C; sp2), 130.5 (C26 — CH; sp2), 129.1 (C27 — CH; sp2),
128.5 (C30 — CH; sp2), 128.5 (C28 — CH; sp2), 128.3 (C8 — CH; sp2), 127.2 (C12 — C; sp2),
127.1 (C5 — CH; sp2), 125.9 (C13 — C; sp2), 125.7 (C31 — CH; sp2), 124.5 (C11 - C; sp2),

124.1 (C25 - CH; sp2), 106.5 (C16 € C20 — CH; sp2), 56.5 (C21 e C23 — CHs; sp3).
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e Composto 39 — 12-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)benzo[b][1,3]dioxolo[4,5-i]acridino-6,11-

dione. Solido obtido com 5% de rendimento.

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 8.82-8.80 (H5 — d, 1H, J = 8.81 Hz), 8.71 (H22 — s, 1H),
8.01-8.00 (H8 — d, 1H, J = 8.01 Hz), 7.90-7.89-7.87 (H7 — t, 1H, J = 7.89 Hz), 7.66-7.65-7.63
(H6 — t, 1H, J=7.65 Hz), 7.50 (H28 — s, 1H), 6.72 (H24 — s, 1H), 6.49 (H16 ¢ H20 - s, 2H),
6.24 (H26 — s, 2H), 3.71 (H21 e H23 — s, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8: 179.9 (C10 — C; sp2), 179.8 (C3 — C; sp2), 153.6 (C27
C; sp2), 151.5 (C25 — C; sp2), 149.9 (C2 - C; sp2), 149.3 (C15 - C; sp2), 148.5 (C17 e C19 —
C; sp2), 148.2 (C14 - C; sp2), 137.6 (C18 — C; sp2), 135.9 (C6 — CH; sp2), 135.4 (C4 - C; sp2)
132.0 (C9 - C; sp2), 131.1 (C7 — CH; sp2), 128.5 (C5 — CH; sp2), 127.5 (C12 — C; sp2), 126.5
(C8 — CH; sp2), 125.3 (C13 - C; sp2), 122.2 (C11 - C; sp2), 106.0 (C16 e C20 — CH; sp2),
105.8 (C24 — CH; sp2), 103.4 (C26 — CHz; sp3), 102.5 (C28 — CH; sp2), 56.5 (C21 e C23 —
CHs; sp3).

o Composto 40 — 12-(3,4,5-trimetoxifenil)-5,12-dihidrobenzo[b][1,3]dioxolo[4,5-i]acridino-

6,11-dione. Sélido obtido com 3% de rendimento.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.92 (H1 — s, 1H), 8.05-8.04-8.03 (H5 — dd, 1H, J = 8.04
Hz), 7.92-7.90 (H8 - dd, 1H, J = 7.91 Hz), 7.83-7.82-7.80 (H7 — dt, 1H, J = 7.82 Hz), 7.77-
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7.75-7.74 (H12 - dt, 1H, J="7.75 Hz), 7.07 (H28 —s, 1H), 6.91 (H24 s, 1H), 6.56 (H16 ¢ H20
s, 2H), 5.98 (H26 — s, 1H), 5.92 (H26 — s, 1H), 5.29 (H12 — s, 1H), 3.67 (H21 e H23 s, 6H),
3.55 (H22 - s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 181.1 (C10 — C; sp2), 180.8 (C3 — C; sp2), 1532 (Cl17 e
C19 - C; sp2), 146.9 (C25 — C; sp2), 144.5 (C27 — C; sp2), 143.9 (C4 - C; sp2), 140.1 (C14 —
C; sp2), 135.2 (C6 — CH; sp2), 133.0 (C18 — C; sp2), 133.0 (C7 — CH; sp2), 130.8 (C15 - C;
sp2), 129.7 (C9 — C; sp2), 126.2 (C5 — CH; sp2), 125.8 (C8 — CH; sp2), 111.9 (C4 - C; sp2),
109.1 (C24 — CH; sp2), 105.8 (C13 - C; sp2), 104.9 (C16 e C20 — CH; sp2), 101.6 (C26 — CHy;
sp3), 98.7 (C28 — CH; sp2), 60.3 (C12 — CHs; sp3), 56.2 (C21 e C23 — CH3; sp3), 41.0 (C12 -
CH; sp3).

e Composto 41 — 13-(3,4,5-trimetoxifenil)-6,13-dihidro-1H-benzo[i]pirazolo[3,4-aJacridino-

7,12-dione. Solido obtido com 55% de rendimento.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) &: 13.19 (H29 s, 1H), 10.47 (H1 — s, 1H), 8.47-8.46 (H27 —
d, 1H, J = 8.46 Hz), 8.04-8.03-8.01 (H24 ¢ H5 - m, 2H), 7.93-7.92-7.90 (H7 - t, 1H, J=7.92
Hz), 7.71-7.70-7.68 (H6 e H8 — m, 2H), 7.43-7.41 (H24 — d, 1H, J=7.42 Hz), 6.75 (H16 ¢ H20
s, 2H), 5.72 (H12 — s, 1H), 3.64 (H21 e H23 s, 6H), 3.52 (H22 - s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 180.1 (C10 — C; sp2), 175.4 (C3 — C; sp2), 1529 (C17 e
C19 - C; sp2), 149.2 (C2 - C; sp2), 145.6 (C14 - C; sp2), 141.5 (C18 — C; sp2), 136.6 (C15 —
C; sp2), 134.9 (C27 — CH; sp2), 134.7 (C7 — CH; sp2), 133.4 (C30 - C; sp2), 131.4 (C6 — CH;
sp2), 131.1 (C9 - C; sp2), 130.7 (C4 — C; sp2), 128.7 (C8 — CH; sp2), 124.4 (CS5 — CH; sp2),
121.4 (C26 — C; sp2), 120.3 (C25 — CH; sp2), 113.1 (C24 — CH; sp2), 111.0 (C13 - C; sp2),
105.8 (C16 e C20 — CH; sp2), 60.2 (C22 — CHs; sp3), 56.2 (C21 e C23 — CHj3; sp3), 36.4 (C12
— CH; sp3).
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e Composto 42 — 13-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-6,13-dihidro-1H-benzo[i]pirazolo[3,4-

alacridino-7,12-dione. So6lido obtido com 82% de rendimento.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 13.15 (H29 s, 1H), 10.43 (H1 — s, 1H), 8.46-8.45 46 (H27
~d, 1H, J = 8.46 Hz), 8.15 (H22 — s, 1H), 8.03-8.02-8.01 (H24 ¢ H5 - m, 2H), 7.92-7.91-7.89
(H7 —t, 1H, J=7.91 Hz), 7.70-7.69-7.68-7.66 (H6 ¢ HS - m, 2H), 7.42-7.40 (H24 - d, 1H, J =
7.41 Hz), 6.70 (H16 ¢ H20 — s, 2H), 5.68 (H12 — s, 1H), 3.62 (H21 e H23 — s, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8: 180.2 (C10 - C; sp2), 175.4 (C3 — C; sp2), 148.0 (C17 ¢
C19 - C; sp2), 145.4 (C14 - C; sp2), 136.1 (C15 — C; sp2), 134.9 (C18 — C; sp2), 134.9 (C27
~ CH; sp2), 134.6 (C7 — CH; sp2), 133.3 (C30 — C; sp2), 131.4 (C6 — CH; sp2), 131.10(C9 —
C; sp2), 130.8 (C4 — C; sp2), 128.7 (C8 — CH; sp2), 124.3 (C5 — CH; sp2), 121.3 (C26 — C;
sp2), 120.1 (C25 — CH; sp2), 113.0 (C24 — CH; sp2), 111.4 (C13 - C; sp2), 106.1 (C16 € C20
— CH; sp2), 56.5 (C21 e C23 — CH3; sp3), 36.0 (C12 — CH; sp3).

e Composto 44 - 12-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1,2,3-trimetoxi-5,12-

dihidrobenzo[b]Jacridino-6,11-dione. So6lido obtido com 85% de rendimento.

IH NMR (500 MHz, DMSO-de) 8: 10.23 (H1 — s, 1H), 8.33-8.31 (H5 — d, 1H, J = 8,32 Hz),
8.15 (H22 - s, 1H), 7.99-7.97 (H8 - d, 1H, J = 7,98 Hz), 7.90-7.88-7.87 (H7 — t, 1H, J = 7,98
Hz), 7.68-7.67-7.65 (H6 — t, 1H, J = 7,67 Hz), 7.04 (H24 — s, 1H), 6.43 (H16 e H20 s, 2H),
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5.38 (H12 — s, 1H), 3.86 (H28 — s, 3H), 3.71 (H30 s, 3H), 3.62 (H21 e H23 — s, 6H), 3.58
(H29 - s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 8: 180.3 (C10 — C; sp2), 175.1 (C3 — C; sp2), 153.0 (C25 —
C; sp2), 150.9 (C26 — C; sp2), 148.0 (C17 e C19 — C; sp2), 145.3 (C27 — C; sp2), 139.4 (C2 —
C; sp2), 137.3 (C12 — C; sp2), 134.8 (C6 — CH; sp2), 134.7 (C15 - C; sp2), 132.0 (C18 - C;
sp2), 131.3 (C7 — CH; sp2), 131.0 (C4 — C; sp2), 130.7 (C9 — C; sp2), 128.6 (C5 — CH; sp2),
124.0 (C8 — CH; sp2), 112.2 (C11 - C; sp2), 111.4 (C13 — C; sp2), 106.1 (C16 e C20 — CH;
sp2), 97.4 (C24 — CH; sp2), 60.9 (C30 — CHs; sp3), 60.8 (C28 — CHs; sp3), 56.5 (C21 e C23 —
CHs; sp3), 56.2 (C29 — CHs; sp3), 34.5 (C12 — CH; sp3).

e Composto 46 — 12-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-2,3-dimetoxi-5,12-

dihidrobenzo[b]acridino-6,11-dione. So6lido obtido com 3% de rendimento.

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 9.86 (H1 — s, 1H), 8.20 (H22 — s, 1H), 8.05-8.04 (HS5 — d,
1H, J = 8.05 Hz), 7.94-7.92 (HS — d, 1H, J=7.93 Hz), 7.84-7.83-7.82-7.81-7.80 (H7 — dt, 1H,
J=17.82 Hz), 7.77-7.76-7.75-7.74-7.73 (H6 — dt, 1H, J = 7.75 Hz), 7.17 (H24 — s, 1H), 6.89
(H27 s, 1H), 6.51 (H16 e H20 — s, 2H), 5.29 (H12 — s, 1H), 3.74 (H29 — s, 3H), 3.69 (H28 -
s, 3H), 3.66 (H21 e H23 — s, 6H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6: 181.0 (C10 — C; sp2), 181.0 (C3 — C; sp2), 148.4 (C25 —
C; sp2), 148.2 (C17 e C19 — C; sp2), 146.4 (C26 — C; sp2), 140.0 (C2 - C; sp2), 138.4 (C14 —
C; sp2), 135.2 (C7 — CH; sp2), 134.6 (C15 — C; sp2), 133.1 (C18 — C; sp2), 132.9 (C6 — CH;
sp2), 130.8 (C9 - C; sp2), 128.9 (C4 - C; sp2), 126.2 (C8 — CH; sp2), 125.8 (C5 — CH; sp2),
116.9 (C13 - C; sp2), 112.7 (C27 — CH; sp2), 112.4 (C11 - C; sp2), 105.3 (C16 e C20 — CH;
sp2), 101.9 (C24 — CH; sp2), 56.5 (C21 e C23 — CHs; sp3), 56.2 (C28 — CH3; sp3), 55.8 (C29
— CHs; sp3).
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e Composto 47 intermediario — 3',4',5'-trimetoxi-[ 1,1'-bifenil]-4-carbaldeido. So6lido obtido

com 90% de rendimento.

TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 10.06 (H1 s, 1H), 8.00-7.98-7.96-7.94 (H3, H4, H6 ¢ H7
~m, 4H), 7.04 (H9 e H13 - s, 2H), 3.89 (H14 e H16 - s, 6H), 3.72 (H15 — s, 3H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8: 193.2 (C1 - C; sp2), 153.8 (C10 e C12 - C; sp2), 146.4
(C5 — C; sp2), 138.4 (C11 — C; sp2), 135.4 (C2 — C; sp2), 134.9 (C8 — C; sp2), 130.4 (C3 e C7
~ CH; sp2), 127.9 (C4 e C6 — CH; sp2), 105.1 (C9 e C13 — CH; sp2), 60.5 (C15 — CHs; sp3),
56.5(C14 e C16 — CHs; sp3).

LCMS: tempo de retencdo =1.64 min; [M+1] = 273.

e Composto 47 final — 7-(3',4",5-trimetoxi-[1,1"-bifenil]-4-i1)-7,10,11,12-

tetrahidrobenzo[clacridin-8(9H)-one. Sélido obtido com 6% de rendimento.

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6: 9.37 (H1 — s, 1H), 8.50-8.48 (H16 — d, 1H, J = 8.49 Hz),
7.84-7.83 (H11 —d, 1H, J = 7.83 Hz), 7.60-7.59-7.57 (H14 — t, 1H, J = 7.59 Hz), 7.52-7.50-
7.49-7.48 (H13 e H15 — m, 2H), 7.46-7.44 (H20 e H24 - d, 2H), 7.35-7.33 (H10 - d, 1H, J =

7.34 Hz), 7.30-7.28 (H21 e H23 — d, 2H, J=7.29 Hz), 6.78 (H26 ¢ H30 — s, 2H), 5.28 (H8 - s,
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1H), 3.79 (H31 e H33 — s, 6H), 3.65 (H32 — s, 3H), 2.96-2.93 (H3 — m, 1H), 2.77-2.71 (H3 -
m, 1H), 2.32-2.27-2.23 (H5 - m, 2H), 2.01 (H4 — m, 1H), 1.92 (H4 - m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.4 (C6 — C; sp2), 154.2 (C2 — C; sp2), 153.5 (C27 ¢
C29 — C; sp2), 148.0 (C19 — C; sp2), 138.6 (C22 — C; sp2), 137.3 (C28 — C; sp2), 136.6 (C25
— C; sp2), 132.8 (C18 — C; sp2), 131.1 (C12 — C; sp2), 128.6 (C14 — CH; sp2), 128.3 (C15 —
CH; sp2), 127.9 (C20 e C24 — CH; sp2), 127.2 (C21 e C23 — CH; sp2), 126.2 (C13 — CH; sp2),
126.1 (C11 — CH; sp2), 123.1 (C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 — C; sp2), 121.7 (C16 — CH; sp2),
121.3 (C9 — C; sp2), 108.8 (C7 — C; sp2), 104.5 (C26 e C30 — CH; sp2), 60.4 (C32 — CHs; sp3),
56.3 (C31 e C33 — CHs; sp3), 40.2 (C8 — CH; sp3), 37.2 (C5 — CHz; sp3), 27.4 (C3 — CHa; sp3),
21.5 (C4 — CHa; sp3).

e Composto 48 intermediario — 3',4',5'-trimetoxi-[ 1,1'-bifenil]-3-carbaldeido. So6lido obtido

com 51% de rendimento.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 10.11 (H1 s, 1H), 8.23-8.22 (H3 — t, 1H, J = 8.23 Hz), 8.07-
8.06-8.05-8.04 (H7 — td, 1H, J = 8.06 Hz), 7.90-7.88 (H5 — dt, 1H, J = 7.89 Hz), 7.71-7.69-7.67
(H6 —t, 1H, J=7.69 Hz), 7.01 (H9 e H13 —s, 2H), 3.89 (H14 e H16 — s, 6H), 3.71(H15 s, 3H).

3C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6: 193.7 (C1 — C; sp2), 153.8 (C10 e C12 — C; sp2), 141.6 (C4 —
C; sp2), 138.0 (C2 — C; sp2), 137.2 (C11 — C; sp2), 135.1 (C8 — C; sp2), 133.3 (C7 — CH; sp2),
130.1 (C6 — CH; sp2), 128.7 (C3 — CH; sp2), 128.2 (C5 — CH; sp2), 104.8 (C9 e C13 — CH; sp3),
60.5 (C15 — CHs3; sp3), 56.5 (C14 e C16 — CHs; sp3).

LCMS: tempo de retencdo =1.64 min; [M+1] = 273.

e Composto 49 intermediario — 4-((3,4,5-trimetoxifenil)amino)benzaldeido. Solido obtido

com 33% de rendimento.
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TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.72 (H1 s, 1H), 8.86 (HS —s, 1H), 7.73-7.71 (H4 e H6
~d,2H,J=7.72 Hz), 7.11-7.09 (H3 e H7 - d, 2H, J=7.10 Hz), 6.51 (H10 e H14 s, 2H), 3.77
(H15 e H17 — s, 6H), 3.66 (H16 - s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8: 190.5 (C1 — C; sp2), 153.8 (C11 e C13 - C; sp2), 150.9
(C5 — C; sp2), 137.0 (C9 — C; sp2), 133.9 (C12 - C; sp2), 132.3 (C4 e C6 — CH; sp2), 127.6
(C2 - C;sp2), 1143 (C3 e C7 - CH; sp2), 99.0 (C10 e C14 — CH; sp2), 60.6 (C16 — CHs; sp3),
56.3 (C15 e C17 — CHs; sp3).

LCMS: tempo de retencdo =1.54 min; [M+1] = 288.

e Composto 49 final - 7-(4-((3,4,5-trimetoxifenil)amino)fenil)-7,10,11,12-

tetrahidrobenzo[clacridin-8(9H)-one. Sélido obtido com 30% de rendimento.

1
H
N

TH NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8: 9.31 (H1 — s, 1H), 8.47-8.46 (H16 — d, 1H, J = 8.47 Hz),
7.92 (H25 —s; 1H), 7.84-7.82 (H11 - d, 1H, J="7.83 Hz), 7.58-7.57-7.56 (H14 — t, 1H, J=7.57
Hz), 7.51-7.49-7.47 (H13 e H15 - m, 2H), 7.32-7.31 (H10 - d, 1H, J = 7.31 Hz), 7.07-7.05
(H20 e H24 — d, 2H, J = 7.06 Hz), 6.90-6.88 (H21 ¢ H23 — d, 2H, J = 6.89 Hz), 6.27 (H27 ¢
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H31 s, 2H), 5.15 (H8 s, 1H), 3.67 (H32 e H34 s, 6H), 3.56 (H33 s, 3H), 2.94-2.90 (H3
~m, 1H), 2.73-2.70-2.67 (H3 - m, 1H), 2.30-2.26-2.23 (H5 — m, 2H), 2.02-1.99 (H4 — m, 1H),
1.92-1.90 (H4 - m, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6: 194.6 (C6 — C; sp2), 154.0 (C2 — C; sp2), 153.7 (C28 ¢
C30 - C; sp2), 141.9 (C22 — C; sp2), 140.2 (C19 — C; sp2), 140.0 (C26 — C; sp2), 132.6 (C18
—C; sp2), 131.2 (C29 — C; sp2), 130.9 (C12 — C; sp2), 128.6 (C14 — CH; sp2), 128.4 (C15 —
CH; sp2), 128.3 (C20 e C24 — CH; sp2), 126.1 (C13 — CH; sp2), 126.0 (C11 — CH; sp2), 123.1
(C10 — CH; sp2), 122.6 (C17 — C; sp2), 121.8 (C9 — C; sp2), 121.6 (C16 — CH; sp2), 116.6
(C21 e C23 — CH; sp2), 109.1 (C7 — C; sp2), 94.7 (C27 e C31 — CH; sp2), 60.5 (C33 — CHz;
sp3), 56.0 (C32 e C34 — CHj3; sp3), 37.3 (C5 — CHa; sp3), 27.4 (C3 — CHy; sp3), 21.5 (C4 —
CHa; sp3).

4.2. Ancoramento molecular
As moléculas foram desenhadas, utilizando o programa ChemDraw® da PerkinElmer

Irformatics, Inc., versdo 22.0.0.22. As estruturas tridimensionais (3D) dos compostos foram
geradas no programa Vega ZZ, versdo 3.2.3 e minimizadas utilizando o campo de forca
AMIBCC. As cargas parciais foram calculadas pelo método Gasteiger. Para a realizacdo do
estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e a enzima, foi utilizada a
enzima com modelo disponivel no Protein Data Bank (PDB), cédigo SJCB e resolucdo de 2,30
A (ZHAO et al., 2017).

O programa utilizado para realizar o estudo de docking fo1 o GOLD, 2024.1.0 (Build
401958), da CCDC. O sitio de interacdo utilizado foi o mesmo ao qual ao NV4 estava co-
critalizada com um raio de 6A. A validagdo da proteina foi realizada através de redocking do
NV4. A proteina foi validada (RMSD médio de 10 rodadas de 0,852), tendo a funcdo de
pontuacio CHEMPLP como a melhor fungéo de pontuacdo, além de ter apresentado uma boa
sobreposicdo com o NV4 co-cristalizado. Desta forma, a fungdo CHEMPLP foi escolhida para
os procedimentos subsequentes de ancoramento molecular em Tubulina. No programa GOLD
as pontuacdes obtidas sdo apresentadas como valores adimensionais, os quais mensuram a
aptiddo do ligante em interagir com o centro da proteina, de modo que, maiores valores de

pontuacdo representam as melhores conformacdes e orienta¢des do ligante no biorreceptor.
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As imagens geradas foram obtidas através do software Discovery Studio Visualizer,
versdao 24.1.0.23298, da Dassault Systémes Biovia Corp, ou do software PyMOL Molecular
Graphics System, versdo 4.60 (build 31.0.101.5333) da Schrodinger Inc, LLC.
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5. CONCLUSAO
A reacdo multicomponente de Hantzsch € apresentada como uma metodologia rapida e
versatil para a obtencdo de heterociclo variados. A fim de demonstrar a versatilidade da reacdo
de Hantzsch dez acridinodionas e trés acridinonas foram planejadas, sendo obtidas utilizando a

metodologia modificada de Hantzsch.

As dez acridinodionas foram planejadas contendo a lausona a fim de explorar a
utilizacdo desse composto como dicarbonilado na reagdo de Hantzsch. Cinco das
acridinodionas planejadas foram sintetizadas de forma eficaz (40, 41, 42, 44 ¢ 46) sendo que
somente uma (40) possui relato prévio na literatura. Outras duas acridinodionas foram
sintetizadas com o anel central oxidado (38 e 39), sendo inéditas na literatura, entretanto, uma
vez que a oxidacdo das 1,4-diidropiridinas pode ocorrer de forma natural e o produto oxidado
¢ um metabolito conhecido, a sintese dos produtos oxidado ¢ considerada uma nova vertente
para o trabalho. As trés acridinodionas que ndo tiveram sua estrutura confirmada, possuem a
indicacdo da presenca do produto desejado, sendo necessario apenas otimiza¢des na
purificacdo. Contudo, ¢ possivel concluir que a utilizacdo da lausona mostrou a versatilidade

da reacdo de Hantzsch, abrindo novas vertentes para futuros trabalhos.

Trés acridinonas foram planejadas, sendo necessario a sintese de um aldeido
intermedidrio através de reagdes de acoplamento (Buchwald-Hartwig e Suzuki-Miyaura). A
utilizacdo da reacdo de Suzuki-Miyaura gerou a obtencido de 2 aldeidos intermediarios de forma
eficaz e a reacdo de Buchwald-Hartwig gerou a obtencdo de 1 aldeido intermediario de forma
eficaz, sendo esse aldeido inédito na literatura. A rea¢do de Hantzsch utilizando esses aldeidos
foi realizada, sendo apenas dois produtos obtidos de forma pura (47 e 49), os dois inéditos na
literatura. O produto 48 tem indica¢des da formagdo do produto, porém a purificagdo néo foi
satisfatoria. As sinteses se mostraram efetivas, gerando produtos inéditos, e demonstrando

como aldeidos diversos podem ser utilizados na reagdo multicomponente de Hantzsch.

O ancoramento molecular foi realizado a fim de demonstrar a interacdo entre as
moléculas sintetizadas e a proteina Tubulina. Os resultados demonstram os principais residuos
de aminoacidos envolvidos nas interagdes, demonstram também que as acridinonas ndo tem
interagdes no bolsdo hidrofobico desejado. Contudo, diversas moléculas possuem scores
considerados promissores, abrindo perspectivas para ensaios in Vitro que comprovem a

atividade inibitoria da proteina Tubulina.
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2. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho visou demonstrar a versatilidade das reacdes multicomponentes,
principalmente da reacdo multicomponente de Hantzsch e de Biginelli, na sintese de
heterociclos com propriedades bioativas.

O capitulo I apresentou a sintese de quinze moléculas através da metodologia
modificada da reacdo multicomponente de Hantzsch seguida de uma avaliacdo in vitro e in
silico das moléculas frente a alvos relacionados a doenca de Alzheimer (colinesterases a
atividade antioxidante). As moléculas, em sua maioria, demonstrar ser inibidoras de acetil e
butirilcolinesterase, sendo possivel demonstrar as principais interagdes que ocorrem entre as
moléculas e as proteinas. Quando avaliadas a atividade antioxidante, apenas duas acridinonas
apresentaram uma atividade menor do que o padrio, e, quando avaliadas a permeabilidade das
moléculas em barreira hematoencefalica, 8 acridinonas demonstraram uma boa permeabilidade.
O conjunto de resultados abre como perspectiva a avaliacdo das moléculas mais promissoras
em ensaios de neurotoxicidade e neuro protecio.

O capitulo I apresentou a sintese de onze quinazolinonas e quatro xantenodionas
através da reacdo multicomponente de Biginelli. As quinazolinonas foram avaliadas quanto a
seu potencial citotoxico frente a linhagens celulares de cancer e quanto a seu potencial
tripanocida. Os resultados dos ensaios indicam uma atividade tripanocida promissora para as
moléculas que contém o grupo 4-bromofenil, enquanto a atividade citotéxica ndo foi
satisfatoria, tendo como perspectivas os ensaios para as moléculas ainda ndo avaliadas.

O terceiro capitulo apresentou a sintese de sete acridinodionas e duas acridinonas,
ampliando o escopo do uso de reacdes de Hantzsch para sintese de compostos inibidores de
Tubulina, sendo oito moléculas inéditas na literatura. A avaliagdo in silico das moléculas
permitiu mapear as interagdes que ocorrem quando se utiliza a lausona como reagente da
reacdo, além de demonstrar a modificacdo de posicionamento no sitio da Colchicina ao
aumentar o tamanho da acridinonas. Entretanto, foi possivel mapear diversas moléculas
promissoras, tendo como uma perspectiva a avaliacdo in vitro das moléculas.

Contudo, o conjunto de resultados mostram-se promissores do ponto de vista de quimica
exploratoria, tendo trinta e nove moléculas sintetizadas através de reagdes multicomponentes.
O uso de reagdes multicomponentes se mostrou um método rapido, efetivo e versatil como

estratégia de sintese para novas moléculas bioativas, colaborando para trabalhos futuros.
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