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Resumo

Estudos de Ressonéancia Magneética Multinuclear e de Propriedades Fisico-

Quimicas e Bioldégicas de Quinazolinas Polissubstituidas

Paiavras-chave: quinazolinas, sintese, RMN de 'H e °C, coeficientes de particéo,

fungdo cardiovascular.

Este trabalho apresenta os resultados de sintese e dos estudos de RMN de He
3¢, de coeficientes de partico {logP} e de atividade biologica de derivados de 6,7-
dimetoxiguinazolinas. Os métodos gerais para a sintese de quinazolinas @ se
encontram descritos na literatura, mas foi necessario avaliar a melhor seqiiéncia para a
obtencdo dos compostos propostos neste trabalho. A primeira etapa envolve a
preparagio de uma quinazolin-4-ona 2a através da ciclizag@o in situ do acido 2-amino-
4 5-dimetoxibenzéico. A reagdo de 2a com SOCI/DMF forneceu o 6,7-dimetoxi-4-
cloroquinazolina (3a) e, finalmente, a reacéo do derivado 4-cloro (3a) com anilinas 3- e
4-substituidas (R= H, F, Cl1, Br, |, OCH;, CHa, C{O)CHs;, N{CH3); e NO;) forneceu as
6.7-dimetoxi-4-anilinoguinazolinas alvos. A caracterizagdo dos compostos sintetizados
foi feita através de seu ponto de fusdo, IV, analise elementar, espectrometria de
massas e de RMN. A atribuicdo correta dos sinais de RMN de 'H e '°C foi feita através
do uso de técnicas em 2D como HSQC, gHMBC e gCOS8Y. Os valores de logP foram
determinados através de dois métodos cromatograficos (Indice Cromatografico de
Hidrofobicidade e “Micro-Shake-Flask”) e afravées de varios métodos de calculo, como
clogP. Os vaiores de logP medidos foram, em muitos casos, 2 unidades menores do
que os estimados e sugerem alto carater lipofilico para as quinazolinas estudadas.
Embora, estes compostos representem uma importante classe de inibidores de tirosina
quinases, envolvidas no desenvolvimento de muitas doengas proliferativas {por
exemplo o cancer), os resultados preliminares dos ensaios biologicos sugerem uma

significativa atividade sobre a fungao contratil do coragao,
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Abstract

- Multinuciear Magnetic Resonance Studies And Biological And Physico-Chemical

Properties of Polysubstituted Quinazolines.

Keywords: quinazolines, synthesis, 'H and °C NMR, partition coefficients,

cardiovascular function,

This work presents results dealing with the synthesis, the 'H and *C NMR and
partition coefficient (logP) studies as well as the evaluation of biciogical activity of some
8,7-dimethoxyquinazoline derivatives. Synthetic methods for quinazolines have already
been described in the literature. -However, an evaluation of the best experimental
procedure was necessary during the course of this work. The first synthetic step deals
with the preparation of guinazolin-4-one 2a through in situ cyclization of 2-amino-4,5-
dimethoxybenzoic acid. 6,7-dimethoxy-4-chloroquinazoline (3a) was obtained by
reacting 2a with SOCI/DMF. Finally, reaction of the chloro derivative 3a with 3- and 4-
substituted anilines ( R=H, F, Ci, Br, |, OCH,, CHs, C{O)CH3, N(CH3)2 e NO;) furnished
the desired 6,7-dimetoxy-4-anilinoquinazolines. The compounds were characterized by
their melting point, elemental analysis, IR, mass and NMR spectra. The correct "H and
¥C NMR assignment were done through the use of some 2D technigques such as
HSQC, gHMBC and gCOSY. The jogP values were determined through two
chromatographic methods [Chromatographic Hydrophobicity Index (CHI) and micro-
shake-flask] and several calculation methods such as clogP. Measured logP values
were 2 Jog units lower than the estimated ones and they suggest a high lipophylic
character for the studied quinazolines. Although these compounds represent an
important  tyrosine-kinase inhibitor class involved in the development of some
profiferative diseases such as cancer, the biological assay preliminary results indicate a

significative activity on the heart contractile function.
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1.4-introdugao

O estudo de substancias com potencial atividade bioldgica apresenta ndo sé um
grande interesse académico, mas tambem social e economicc. Eventuals agentes
terapéuticos podem ser identificados a partir de triagem de extratos de produtos
naturais ou de materiais advindos de estratégias sintéticas. Uma vez identificado um
composto lider, um detalhado estudo de relagao estrutura-atividade deve ser realizadoe,
visando a maximizacao da atividade e a minimizagao dos eventuais efeitos colaterais
adversoes.

O planejamento e o desenvolvimento de novos medicamentos depende de varios
fatores, tais como a area de experiéncia dos pesquisadores (entre eles, quimicos,
meédicos, farmacéuticos, bidlogos, biofisicos, cristalégrafos, especialisias em RMN, elc.)
[1], 2 metodoiogia sintética, as tecnicas de ensaios utilizadas na avaliagéo bioldgica, ¢
tipo de farmaco, © conhecimento das propriedades fisico-quimicas, gue contribuem
significativamente para um entendimento methor do comportamento das substancias
em relacdo as suas propriedades bioldgicas, etc. Além disso, torna-se importante o
olanejamento de um processo que seja viavel, ou seja, com custo baixo, de facil
manuseio, de maneira a ser reproduzido no laboratério com © maior rendimenio
possivel, para posteriormente ser reproduzido em plantas piloto [2].

A classe das 4-anilinoquinazolinas representa um exemplo de compostos com
atividades biolodgicas importantes. Diversos estudos tém demonstrado que estes
compostos atuam como inibidores da atividade das tirosinas quinases do receptor do
sator de crescimento epidérmico (EGFR) [3-7]. A atividade acentuada dessas enzimas
tem sido correlacionada a proliferacao celular desordenada com a formagao de tumores
malignos. Portanto, o conhecimento do processo de inibicao da atividade dessas
enzimas através do uso de compostos, que apresentem poténcia e especificidade, pode
resultar na descoberta de novos quimioterapicos e na formulagdo de uma terapia
eficiente para o tratamentc do cancer [3-7]. Entretanto, os estudos com derivados de
quinazolinas n&o tém se limitado apenas a investigacdo do cancer. Outros exemplos de
quinazolinas biologicamente ativas tém sido apontados como potenciais farmacos para

o tratamento de diabetes [8-10], doengas da pele [8] e cardiovasculares [11-13].
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Estes dados apresentados pela literatura nos motivaram a elaboracdo de um

plano de trabalho de carater essencialmente académico {(ndo de competicdo com

laboratérios multinacionais), que englobou os diversos aspectos envolvidos na pesquisa

de novos farmacos, dentro dos limites das condigbes existentes na universidade e do

tempo habil de um projeto de doutorado. Assim, esse estudo visou fundamentalmente a

formacao de recursos humanos, no caso um doutor em quimica, ressa ares importante

do conhecimento.

1.2- Objetivos

O presente trabalho tem por objetivos sintetizar algumas 6,7-dimetéxi-4-N-

(feniljaminoquinazofinas 3'- e 4-substituidas e realizar estudos de ressonancia

magnetica multinuclear, de coeficientes de particao e de atividade biologica.

1-

Especificamente a proposta é:

Avaliar as etapas sintéticas para a obtencao dos intermediarios e dos compostos
alvo deste trabalho (Esquema 1);

Realizar uma completa caracterizacdo das estruturas de todos os composios
sintetizados, através do uso de RMN de 'H e de °C, infravermelho, analise
elementar e espectrometria de massas;

Alem disso, com a falta de estudos espectroscopicos sistematicos sobre estas
quinazolinas e seus intermediarios, principalmente de RMN de ™C. torna-se
importante a realizagéo de uma atribuicdo completa dos sinais. Para tanto,
pretende-se utilizar técnicas em 2D como gCOSY, HSQC e gHMBC:

Apos a obtengao, purificagdo e caracterizacao espectroscopica de todos os
compostos, realizar ensaios biologicos para avaliar a fungdo cardiaca. A partir
destes, pretende-se verificar a correspondéncia entre as variagbes estruturais e
as variagoes na atividade bioldgica;

Determinar experimentalmente, através do método tradicional (“shake-flask) e de

metodos cromatograficos (HPLC), os coeficientes de particdo no sistema n-
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octanol/agua e confrontar com os valores que serdc obtidos atraves de calculos

empiricos.

CH:O MNH, Acetato de
25T £ d
\/\ﬂ/ srmam; ina ;;0130
i 3)
cH,07 = cooH 1";°h° 3h
ta
CH3O\/\/ N\ﬁ RCgHaNH2 CH30 = N\\l Cloridrato de
3 ! | | : piridina
WN S N
CHLO Refluxo CH@W N2/190°C
ci 2h N R 12 h
S C
3a 4a-dj (R=meta)
4v'-4)*(R=para)
HOW Nao Etlf KzCO3/N2 CH4CH,0 N
| ;I pMF/250C \/\h/ =
e Y > i \
: 2 N
HO ; R CH;CH,0 7
g ]
5a-5] (R=meta) 6a-6] (R=rneta)
5b'-5]' (R=para) 8b'-6]' (R=para)
R=H (a), F (b), Cl (c}, Br (d}, | (e), OMe (f}, Me (g}, COMe (h), NMe2 (i}, NO2 (j}

Esquema 1- Sintese de derivados de 6,7-dietoxi-4-N-{fenil}aminoquinazolinas 3-e4-

substituidas (6a-6j e 6b’-6").
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2- Revisao Bibliografica

2.1- O Receptor EGF e as proteinas tirosinas quinases

O fator de crescimento epidérmico (EGF) & um polipeptideo, constituido por 53
aminoacidos, que estimula o crescimento de céluias epidérmicas e de varias outras
células [7,14,15]. O receptor do EGF ¢ uma glicoproteina da membrana plasmatica com
170 KDa, que possui uma regido de ligacio extracelular que fixa o EGF, uma regido
transmembranica e uma intracelular, a qual exibe atividade de tirosina quinase
[7.16,17]. A associagdo do EGF ao receptor resulta em uma ativacao da tirosina
quinase e conduz a autofosforilagdo de no minimo cinco tirosinas localizadas na
extremidade com COOH terminal [18,19]. Estes eventos inicisis sio seguidos de
fosforitag@o de varias proteinas, conduzindo a inlimeras atividades celulares [20-22].

As proteinas tirosinas quinases (PTKs) sdo um grupo de enzimas que catalisam
a transferéncia do fosfato terminal (y-fosfato) do ATP para o grupo OH fendlico de
residuos tirosina especificos [3,4,23]. Essas enzimas, particularmente aquelas
associadas aos receptores transmembranicos, apresentam um papel fundamental no
controle do crescimento celular. Portanto, a expressao acentuada da atividade da
tirosina quinase do receptor EGF, normal ou mutagénica, pode resultar em perda do
controle do crescimento celular e, entdo, levar a uma proliferacao irregular, associada a
formagao de tumores malignos [3.4,23]. Por outro lado, anticorpas monoclonais, que
blogueiam a fungdo do receptor EGF, causam a regressao de tumores em
camundongos portadores de carcinomas epidermoide humano A-431. colorretal SWo48
e nasofaringeo [24,25]. Diversos estudos demonstraram gue existem correlacBes entre
a atividade tirosina quinase do receptor EGF e cancer de mama, prostata, pulmao,
pescoco, esdfago e etc [3-7].

2.1.1- Classes estruturais que atuam como inibidores da atividade de tirosinas

quinases do receptor EGFR

Estudos tém demonstrado que a atividade acentuada das tirosinas quinases esta

correlacionada a doencgas proliferativas. O conhecimento do processo de inibicgo da
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atividade dessas enzimas da familia do receptor EGF (EGFR) parece ser o caminho
para a quimioterapia do cancer [5,6]. A partir dessa evidéncia, foi iniciada uma pesquisa
intensa no campo da sintese de estruturas capazes de atuar com poténcia e
especificidade sobre essas enzimas (“tyrphotins” — “tyrosine phosphorilation inhibitors”,
um nome geral sugeridc para o0s inibidores [6]). Enire essas classes estruturais
investigadas se destacam as quinazolinas, piridopirimidinas e pirrolopirimidinas [5.6].

As 4-anilinoguinazolinas foram descobertas ha 8 anos para o estudo do cancer g,
desde entdo, foram estabelecidas novas fronteiras no que se refere ao campo dos
inibidores de tirosina quinase do EGFR {3,26,27]. A 6,7-dimetdxi-4-N~(3"-
bromofenillaminoquinazolina (1) foi o primeiro composto identificado como inibidor
competitivo com o ATP em células A-431 {ICso de 0,025 nM), com elevada poiéncia e
alta especificidade sobre a alividade dessas enzimas [3] (Figura 1). Em seguida,
surgiram estudos mais detalhados sobre a fungao bioldgica de uma série de derivados
dessa classe estrutural [28-31]. Em 1996, foi apreseniada z 6,7-dietdxi-4-N-(3'-
bromofenillaminoguinazolina (2) com poténcia de 6 pM e com especificidade quase
total contra a tirosina quinase in vitro (Figura 1) [29].

Por causa da solubilidade baixa em meio aguoso dos derivados de 4-
anilinoguinazolinas, tais como 1 e 2, concluiu-se que havia a necessidade de preparar
analogos soldveis para realizar os testes biclogicos in vivo [32]. Ent&o, foi a partir desse
estudo que foram sintetizadas as 4-anilinoquinazolinas 3 (ZD 1839 - Iressa) e 4 (CP
358774 — Pfizer) {Figura 1). Estes dois compostos sdo apresentados como inibidores
reversiveis e competitivos com ¢ sitio do ATP. Atuaimente, estdo sendo testados no
tratamento de pacientes com cancer [32,33].

A 4-anilinoguinazolina 3 (ZD 1839 - Iressa) foi descoberta em 1996 e 0s testes
mostraram poténcias na faixa de 23 nM em células isoladas e 80 nM in vivo [5,34]. E
um inibidor oralmente ativo e com alta especificidade sobre as tirosinas quinases, sem
afetar outras quinases [5,33]. Os experimentos, em ratos tratados por um periodo de 4
meses, mostraram que © composto possui biodisponibilidade oral excelente e baixa
toxicidade [33.35]. Ja a quinazolina 4 (CP 358774 — Pfizer) mostrou ser eficiente in vitro

e in vivo, em celulas cancerosas de pescogo e cabega (1Cs; de 2 nM) [36].
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Figura 1- Inibidores reversiveis da familia do receptor EGF [5,32].

Na pesquisa de compostos com atividade especifica para as tirosinas quinases
do EGFR, tambem sao discutidos os inibidores irreversiveis [5]. Estes séo provenientes
de modificagbes estruturais dos derivados de quinazolinas, nos quais aceptores de
Michael foram colocados nas posicdes 6 ou 7 do anel quinazolinico, como por exemplo
nos compostos § (PD 168393) [37,38], 6 (CL-387785) [39,40] e 7 {C11033) [41] (Figura
2). Estes ligam-se covalentemente ao sitio de ligacdo do ATP na quinase do EGFR.
Dos compostos apresentados, destaca-se o 7 que possibilita a realizacdo dos
experimentos in vivo, devido & sua solubilidade em meio aquoso e, além disso,
encontra-se em fase de triagem clinica [32 41].

Estes compostos, através do grupo funcional aceptor de Michael, fazem 3 reagac
de alguitagdo da enzima na porgdo suffidria da Cys-773 [32,39,40], conforme
mecanismo apresentado no Esquema 2. Além disso, o modelo sugere que © grupo
amino da Lys-704, localizada proxima ao grupo sulfidrila, atua como um catalisador

basico para a reagao de adig&o de Michael [39,40].
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Figura 2- Alguns Inibidores irreversiveis da familia do EGFR, derivados de quinazolinas,

com aceptores de Michael na posigao 6 {32,37-41].
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Esquema 2- Mecanismo proposto para a alquilagéo do sitio ativo no EGFR [39,40].
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Alguns derivados de piridopirimidinas e pirrolopirimidinas também foram
investigados como inibidores da tirosina quinase do EGFR, entre eles se destacam o
pirido[3,4-d]pirimidina (8) (ICs; de 8 pM) [42] e o pirrolo[2,3-dlpirimidina (9) (ICs, de 4

nM) [43] (Figura 3).

i N - A g
CHaN :

? ] \f?‘ / !i \ N

H

N o
TN /NAN//
H
8 9

Figura 3- Exemplos de inibidores de outras classes estruturais [32i.

E importante ressaltar que o desenvolvimento de derivados de quinazolinas ndo

se limita apenas aos inibidores do EGFR [32]. Um bom exempio, é o composto 1 { v.
Figura 1, p. 8) que entrou em fase de triagem clinica peia Sugen (como SU 5271) para

uso no tratamento de doengas da pele, tais como “psoriasis” e cancer de pele [8].
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2.2.0s Nucleotideos ciclicos cAMP e cGMP e as fosfodiesterases

Os nucleotideos ciclicos cAMP (adencsina 3'.5-monofosfato ciclico} (10} e
cGMP (guanosina 3',5-monofosfaio ciclico) (11) s&o conhecidos como 0s mensageiros
secundarios de receptores acoplados as proteinas guinases A (PKA- proteina quinase
cAMP dependente) e G (PKG- proteina quinase cGMP depedente) e regulam muitas
funcBes em varios tecidos, tais como as do masculo cardiaco (vasoconsiricdo e
vasodilatacio) [44, 45] (Figura 4). As concentragbes de cAMP (10) e cGMP {11} no
interior das células si3c controladas através da ativagdo das enzimas adenilato e
guanilato ciclases em resposta as sinalizagdes extracelulares e inativados por hidrolise
a 5-AMP e 5-GMP airavés da acdo de uma familia de enzimas conhecidas como
fosfodiesterases {PDEs) [44-40].

NH2 0
| i
N N
&1y APy
N~ NN TSNH
Lo N Lo z
!
HO™ & o HO™ 0
O—P—OH o—p —OH
o o
cAMP (10) cGMP (11}

Figura 4- Estruturas dos nucleotideos ciclicos cAMP (10) e cGMP (11) [44,46].

O AMP ciclico (108) é sintetizado a partir do ATP (adenosina trifosfato) sob a agdo
da enzima adenilato ciclase (ATP—p cAMP + PPi). Muitas drogas, horménios e
neurotransmissores diferentes produzem seus efeitos ao aumentar ou reduzir a
atividade catalitica da adenilato ciclase, elevando ou diminuindo a concentragdo de
cAMP (10) no interior da célula. Este nucleotideo ciclico regula enzimas que participam
no metabolismo energético, divisdo e diferenciacdo celulares, transporte de ions, canais
idnicos e proteinas contrateis no musculo liso [44,47].

O GMP ciclico (11) & sintetizado a partir do GTP {guanosina trifosfato) sob a

acao da enzima guanilato ciclase (GTP —» cGMP + PPi). Esta enzima € ativada por
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substancias tais como o fator natriurético atrial (ANF) (receptores que ocorrem nas
células do muscule liso dos vasos sanglineos) e oxido nitrico (NQ) {encontrado no
musculo liso do coracdo e vasos sanglineos) [44-48]. A funcdo do cGMP (11) no
musculo cardiaco € sinalizar o relaxamento através da PKG e da retirada de Ca"
intracelular {477.

As fosfodiesterases (PDEs) sdio enzimas que catalisam 2z hidrélise de
nucleotideos ciclicos, cAMP (10) e cGMP (11) (Figura 4), para seus respectivos
monofosfatos 5'-nucleosideos (5'-AMP ¢ S-GMP) através da clivagem da ligagdo
fosfodiester entre os atomos de fdsforo e OXigénio da posicido 3’ dos nucleotideos [44-
47]. As PDEs sao classificadas em varias familias de isoenzimas, de acordo com a
sequénecia de aminoacidos, propriedade bioguimica e sensibilidade a varios agentes
farmacologicos [47].

Algumas PDEs s&o altamente especificas na hidrolise do cAMP (PDE4, PDE7 ¢
PDES8), outras sao especificas para o cGMP (PDES, PDEBS e PDE9) e algumas
apresentam especificidade para ambos cAMP e cGMP (PDE1, PDe2, PDE3 e PDE10)
[47]. No entanto, entre as 10 familias de PDEs, a fosfodiesterase do tipo 5 (PDES), que
& altamente especifica para cGMP, tem sido objeto de muita atengdo por parte dos
pesquisadores [47.49]. Como o nucleotideo ciclico cGMP controla funcdes vasculares,
um inibidor de PDES5, que eleva o nivel de cGMP no interior das celulas, € considerado
um farmaco potencial para o tratamento de doencas cardiovasculares, como por
exemplo, hipertensdo, angina, insuficiéncia cardiaca e impoténcia [46-49].

Para este fim, varias classes estruturais tém sido investigadas quanto a poténcia
e especificidade na inibicdo da PDES [46, 47]. Dentre estes inibidores, o Sildenafil (12,
Viagra), que € utilizado no fratamento de impoténcia, & reconhecido Como o mais
potente inibidor de PDES (ICso ~4 nM) [47]. O zaprinast (13) é o inibidor classico e
apresenta uma moderada seletividade para esta enzima (ICs0= 800 nM) [13, 47]. No
entanto, inibidores potentes e seletivos tais como DMPPO (14) [13,47] e derivados de
quinazolinas {15-17) [11-13,46] tém sido relatados como farmacos potenciais para o

tratamento de doencgas cardiovasculares (Figura 5).
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Figura 5- Inibidores de fosfodiesterase do tipo 5 (PDES) [11-13,46 47].
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2.3- Sintese de guinazolinas

A quinazolina (18) &€ uma 1,3-benzodiazina com a mesma estrutura que as bases
pirimidinicas (uracila, limina e citosina) presentes nos acidos nucléicos. O nome
quinazolina (Alemao: Chinazoline) [50] foi proposto devido a estes compostos serem

isbmeros [51] com as cinclinas (19) e quinoxalinas (20).

8 !.:3 8 gfg
7 Hg X2 ?E/\f/ \jz
5 -
N L 6\/13\1\]/ :
5 4 5 H
(18) {19} {20}

Uma revisao geral sobre os métodos de sintese de quinazolinas pode ser
encontrada em livros textos [51] e numa recente dissertacao [2]. Uma outra reviséo [50]
enfatiza que 0 material de partida mais empregado tem sido o acido antranilico (21),

conforme metodologia geral apresentada no Esquema 3,

R4=H, alquila
Ry=Substituinte a
escolher

Ra=H, alquila

a: formamida, acetato de formamidina, etc; b: POCI; ou SOCI/DMF; c: ArNH; ; d: P2Ss; e: Rsi, base.

Esquema 3- Etapas para a preparacao de 4-anilinoguinazolinas (26) [32].
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Nesse procedimento, o primeiro passo envolve a adicgdo de uma unidade de
carbono a um derivado do acide antranilico {21), que conduz a ciclizacdo in sifu para a
quinazolinona 22 {Esquema 3} [50]. Esta transformacac pode ser realizada utilizando-se
reagentes tais como acide férmico, formamida e amidinas [32]. A sintese deste
precursor, fol descrita em 1895 por Niementowski [51], que reagiu o acido antranilico
com formamida. No entanto, resultados superiores s3o freqientemente obfidos com
reagentes tais como acetato de formamidina [29,32]. O segunde passo na
derivatizacdo, envolve a conversdo do intermediario 22 para a 4-cloroquinazolina 23,
através da reacdo com cloreto de fosforila (POCI3) ou com cloreto de tionila contendo
uma quantidade catalitica de DMF [29,32]. Um procedimento alternativo, que € melhor
para quinazolinonas pouco soliveis, envolve a conversac para o analogo tiona 24
seguida de alquilacdo no enxofre para fornecer um derivado alguiltio 25 [32].
Finalmente, a reacdo ou do derivado 4-cloro (23) ou do 4-alquiltio (25) com um derivado
da anilina fornece o produto final {26) (Esquema 3).

Em 19886, foi descritoc um metodo eficiente de conversdo direta da quinazolinona
(22) para os derivados de 4-anilinoquinazolinas (26), utilizando pentdxido de fosforo,
N, N-dimetilcicloexilamina (DMCA) e uma amina ou o cloridrato da amina apropriada

{52]. conforme Esquema 4.

R,CeH NH, HCI NY&
P,0s, DMCA _N
N Rz

Esquema 4- Conversac direta de 22 para 4-anilinoguinazolinas (26}

Nos uitimos anos, o desenvolvimento de inibidores da atividade de tirosinas
quinases da familia do EGFR tem recebido muita atengao, tanto que numerosos artigos
[4-6,29,32,53] tém sido publicados. A sintese de drogas mais potentes tem sido
estimulada desde que trés derivados de quinazolinas foram encaminhados para o

processo de triagem clinica no tratamento de pacientes com cancer [32]. Os compostos
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sao: ZD 1839 (Iressa) (3) [33,35] (Astra-Zeneca), CP358774 (4) {Pfizer/OSI) [36] e

Ci1033 (7) (Parke-Davis) [41] (v. Figuras 1 e 2, pp. 8 e 9, respectivamente).
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a: CH{NHz)20Ac; b: HNO;, H;80,; ¢: SOCL, DMF: d: ArNHg; e: RoN(CH,)30Na; f: Fe/H™; g: EDCLHCI

Esquema 5- Etapas utilizadas na obtenc¢&o da 4-anilinoguinazolina 7 (C1 1033) [32].

Diversos caminhos sintéticos e procedimentos quimicos utilizados na produgao

de varios agentes farmacéuticos novos estdo compilados em uma recente revisio [32].

A sintese do agente clinico CI1033 (7) [38], como apresentada no Esquema 5. ilustra

uma parte destes caminhos sintéticos diferentes. Este foi obtido através da

manipulagao dos substituintes dos anéis, seja nos intermediarios quinazolinonas (28 e

29) ou nos derivados de 4-anilinoquinazolinas (32, 33 e 34). A nitracdo da

quinazoiinona 28 com HNO3/H,SO4 forneceu uma mistura de 6- e 8-nitroguinazolinona
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(29 e 30), com predominancia para o isGmero 6-nitro. O intermediaric 31 foi obtido com
SOCL/DMF e a reacado deste com 3-cloro-4-fluoroanilina forneceu © derivado 32. Na
sintese dos derivados mais substituidos foram utilizadas, com fregiiéncia, reagbes de
substituicao nucleofilica aromética, tal como na obtencéo dos intermediarios 32 e 33. A
substituicdo do &tomo 7-fluoro de 32 pelo alcdxido de 3-morfolinopropanol forneceu o
composto 33. A redugao do grupo nitro de 32 forneceu 34 e a acilagao do derivado
amina foi usada como a fonte de inibidor irreversivel 7 ( Cl 1033) [41]. Normalmente,
nessa transformacao utiliza-se reagentes tais como cloreto de acriicila e uma base ou ©
acido acrilico na presenca de cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil}-3-etilcarbodiimida
(EDCILHCH) [41].

H
I |
CyN CHN 0N~ CN HaN. - CN \ N _CN
\(I Eice @ Ga g g g ]
: e -
I | 38 |
35 % 3 SN(eHg), 37 TN(CHi: | N{CH3)g
dl
~
) [ n
i H N L |
H = \N/\//\ H /J\/\
\.N Br ! Br l’i‘l \N L Br
H;N . 2 !
0 NV\)\ 2 s \
2 “ F \)N e = | )N [ C,N Ny
| . . -~ i %. i
3 ~ N o . =
N N
39 40 6 (CL- 387,785)
a: (CHs)zNCH(OCH:;)z; b: CsHm, Pd, C; ¢ CH3CCCOzQCOE-BU; d: A!‘NHQ, HOAC, refluxo; e: Fe, H*.

Esquema 6- Etapas utilizadas na obtengao da 4-anilinoquinazolinag 6 (CL- 387785) [23,
39].

Um procedimento sintético totalmente diferente foi utilizado na obtencao do
agente clinico CL- 387785 (6) [39,40], conforme Esquema 6. Neste, o material de
partida foi um derivado da antranilonitrila (35), sendo gue a adi¢do da 3-bromoaniiina a

uma amidina terciaria preparada (36), conduziu & ciclizacdo in situ e subsequente
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rearranjo de Dimroth para ¢ produto 39, o qual apos reducdo do grupo nitro e acilagéo
da amina formada. levou aoc composto desejado 6 (CL-387785). O derivado 37 foj
obtido atraves da redugdo do grupamento nitro do intermediario 36 [39] e a
subsequente acilacdo da amina fornece 38 e 3 reagado deste com a 3-bromoaniiina,
seguido de rearranjo de Dimroth também conduz ao composto 8 (CL-387785).

Estes dois caminhos sintéticos apresentados ilustram apenas uma peguena
parte do universo da sintese dos inibidores de tirosinas quinases e, em particular, dos
cerivados de quinazolinas. S&o ainda abordadas na revisdo de Rewcastle e col. [32] ou
mais detalhadamente nos artigos originais [42,54], as etapas sintéticas para a obtencao
de compostos como azaquinazolinas [54], onde observa-se a troca de um ou mais
atomos de carbono por um de nitrogénio. Também sao apresentadas as etapas para a
formagao de quinazolinas triciclicas lineares [32,54] ou ndo-lineares [32,54] & assim
sucessivamente. Sendo que todos estes compostos séo importantes tanto pelos seus

aspectos quimico quanto bioldgico.
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2.4- Coeficientes de partigao

O carater hidrofébico ou lipofilico de um eventual farmaco e fundamental, pois
determina as condicdes de sua administragao e a facilidade com que ele vai alravessar
a membrana celular [55-58].

O coeficiente de partigdo foi, primeiramente, definido em 1872 por Berthelot e
Jungfleish [59]. Mas, a lipofilicidade ganhou uma grande importancia com relagédc a
atividade farmacolodgica a partir dos trabalhos de Meyer [60] e Overton [61] que
descreveram uma relacao entre solubilidade lipidica e © efeito narcotico de algumas
drogas [62]. No entanto, foi somente a partir dos trabalhos de Hansch e col. [35,56] que
a lipofilicidade/hidrofobicidade passou a ser reconhecida, por pesquisadores das mais
diversas areas, como um dos parametros mais importanies no estudo guantitativo das
relacdes estrutura-atividade (QSAR) [62]. Normalmente, a lipofilicidade é caracterizada
em termos dos valores de coeficiente de particdo (P), um pardmetro molecular gue
descreve o equilibrio de particionamento de uma molécula de soluto entre a agua e um
solvente organico imiscivel, sendo o sistema n-octanol/agua o preferido {62], pois
representa um modelo bom para muitos processos bioldgicos [63]. Também encontra-
se disponivel uma ampla base de dados medidos [58] e varios métodos de calculos
[64,65] que fornecem uma valiosa ajuda quando se deseja estimar os valores de logP.

O octanol ndo € um solvente de manuseio facil, pois possui cheiro forte, &
parcialmente sollvel em agua e forma emulsdo com a mesma. No entanto, ele possui o
grupamento hidroxila que ¢ capaz de formar ligagdo de hidrogénio, tornando-o
especialmente bom para simular/modelar a distribuicdo da membrana biologica e assim
estudar o comportamento das moléculas de droga no sistema biolégico [62].

Os coeficientes de particdo, na forma de logP, podem ser determinados atraveés
do método “shake-flask” para o sistema octanol/agua, bem como para outros sistemas
de solvente/agua [66]. Entretanto, as dificuldades encontradas no método “shake-flask”

podem ser contornadas com a utilizacdo de métodos cromatograficos (HPLC) [67-70].
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2.4.1- Determinacao dos valores de logP através do método “Shake Flask”
tradicional [66]

Considere um frasco contendo uma solugdo do soluto B em agua e um certo
volume de um solvente orgénico. Este analito, depois de um tempo sob agitagdo, se
distribuira entre as fases aquosa e organica. Se o solvente escolhido é mais denso do

que a agua, a distribuigdo sera como mostrada na Figura 6 [66].

Fase Aamesa)

EeselOiganica

Figura 6- Equilibrio entre uma fase aquosa (A) e uma fase organica {S) mais densa do

que a agua.

A determinacéo dos valores das concentracdes de equilibrio C° e C* de um
determinado composto nas fases aquosa e orgénica nos fornece o coeficiente de

particao P, que pode ser definido como:

P= [concentragdo molar da fase orgénica no equilibrio)/{concentracdo molar da fase

aguosa no equilibrio]
P=C.°/C" (1)

Onde o subescrito e refere-se ao estado de equilibrio.

O método “shake flask” foi planejado para determinar o coeficiente de particio de
compostos ativos na regido ultravioleta entre duas fases, aguosa e organica. Através
das medidas de absorbancia fornecidas peio espectrémetro de UV, o pesguisador pode

conferir o decréscimo da concentracio do soluto de interesse na solucio aquosa [66].
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Entdo, de acordo com a teoria temos [66]:

No inicio do experimento, c nimero de moles do soluto B em agua, noA, &:
net= Cot . VA (2)
onde Cy* & a concentracao inicial em agua em mol.L™ e V" é o volume de adgua em L.
No equilibrio, o nimero de moles do soluto B em agua, ne, torna-se:
ne = C° . VA (3}
O nimero de moles de B na fase organica &:
ne= Ce® . V° (4)
Logo,
ne°= ng™ - ne™ (5)

De acordo com as Equacdes 2, 3 e 4, a Equacao 5 pode ser reescrita como a

seguir:

C.o.Vve=C . vh—Cc /vt (6)

Entao, _
G = (C™ . VA= Cl VAN (7)

Substituindo Ces° na Equacao 1, obtemos:

P= (Co . VA = Cl . VA (C . VP) (8)

 UNICAMP
BIBLIGTECA CenTRAL
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Finalmente,
P= (VAIV®) L (CoMCH) = 1] (9)

De acordo com a lei de Lambert-Beer, a concentracdo do soluto B em agua, Co°

1

¢ proporcional a sua absorbancia, A, como pode ser verificado na Equacao 10:
A=¢ . Co™ | (10)

Onde ¢, cujas unidades s&o mol.L.cm™, é o coeficiente de absorptividade molar do
soiute B. | € o caminho otico da célula de UV,
Considerando-se um caminho ético de 1 cm e substituindo C* e C.* na Equacao

9 por (Ag/s) e (Aele) respectivamente, pode-se obter:
P= (VAIVE) | [(Ad/A)-1] (11)

Como se pode notar na Equagéo 11, o coeficiente de particdo, P, & altamente
dependente da razdo dos volumes VAV® Este parametro desempenha um papel
importante na determinacao de P [66].

O método “Shake-flask” torna-se inviavel para compostos com baixa solubilidade,
baixa absorbancia no UV e com valores extremos de coeficientes de particdo, além
desta técnica requerer quantidade na ordem de miligramas de droga pura. Entéo, para
estes sistemas, metodos especiais foram desenvolvidos, tais como os experimentos
utilizando HPLC [62].

2.42- Indice  Cromatografico de Hidrofobicidade (Chromatographic
Hydrophobicity index {CHI)

Valkd e col. [62,63,68-70] reportaram um método novo, o indice cromatografico
de hidrofobicidade (CHI), que serve como uma alternativa para as medidas de f0gPoct.

O indice & derivado dos tempos de retencdo (tR) obtidos através de um HPLC de
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gradiente rapido de fase reversa. De acordo com o artigo recente de Valkd [62] na
cromatografia de fase reversa, a relencac € governada por forgas hidrofébicas e tem
sido reconhecida como um meétodo eficiente para a determinacgéo da lipofilicidade.

O CHI & uma medida de hidrofobicidade/lipofilicidade, ou seja, mosltra se ©
composto prefere um ambiente lipidico ou aquoso. Sua aplicacao tem sido mostrada
em correlacdo com a distribuiggo e particdo do composlo entre plasma e tecidos.
sangue e cérebro, absorgao intestinal, permeabilidade na pele, efc [62, 68-70].

Algumas das vantagens nz utilizagdo de metodos cromatograficos na
determinacdo da lipofilicidade sao [62]!

- nac ha necessidade de se determinar a concentragao;

- pequenas impurezas sao separadas do componente principal;

- requer quantidade pequena de substancia: e por gltimo,

- 0 método pode ser completamente automatizado.

Camo medir os valores de CHI?

Inicialmente, o sistema de HPLC precisa ser calibrado [62,70]. Entao, escoihe-se,
previamente, uma mistura padrdo (teofilina, fenitetrazol, benzimidazol, cochicina,
fenilteofilina, acetofenona, indel, propiofenona, butirofenona € valerofenona) com
valores de CHI conhecidos {Tabela 3, v. p. 50). Em seguica, mede-se os tempos de
retencao (IR) para os 10 compostos em um sistema de fase reversa (Figura 7). Uma
regressao linear (Figura 8) enire os tempos de retencdo e os valores de CHI
estabelecidos é felta para obter o coeficiente A e a constante B da Equagao 12 {62,68-

701.

CHi= Atr + B {12}

Mantendo as mesmas condicbes aplicadas & mistura padrdo, as constantes A e
B da linha reta podem ser usadas para converter 0s tempos de retencao do gradiente
de composios novos para valores de CHI (CHL= Atgc + B). Para a maioria dos

compostos organicos, o CHI esta entre O (hidrofilico) a 100 (lipofilico), mas obter
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valores fora desta faixa é possivel [71]. Esta faixa de valores se aproxima da
porcentagem de volume de solvente organico necessario para promover uma

distribuic&o uniforme entre as fases mdvel 2 estacionaria [68-71].

Figura 7- Cromatograma tipico da mistura padrdo, em pH 7.4, com gradiente de
acetonitrila. (Coluna: Luna C-18 (2), 50 X 4.6 mm, Sum, gradiente de acetonitrila com
fluxo de 2.0 mL/min) [82].

Os valores de CHI obtidos para um composto dependerdo do tipo de fase
estacionaria, tipo de fase orgénica (acetonitrila ou metanoi), e para compostos acidos
ou basicos, do pH [62]. Os tempos de reten¢do de alguns dos componentes da mistura
modeio variam com o pH e isto acontece porque alguns componentes possuem carga
em pH alto ou baixo [70,71].

Para obter valores de CHI com gradiente de metanol, uma mistura de
alquilariicetonas & usada (octanofenona, heptanofenona, hexanofenona, valerofenona,
butirofenona, propiofenona, acetofenona, acetanilida e paracetamol). Seus

componentes e seus valores de CHigeon estdo listados na Tabela 4 {v.p. 52).
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Calibracdode CHlem pH 7.4 y = 54,095x% - 71,01
B’ = 0,9986

120
100
80
60
40
20
0

CHI conhecidos

1,4 1.9 2.4 2.9 3,4

termpo de retengao

Figura 8- Tempos de retengao vs valores de CHI da mistura padrao, em pH 7,4 [62].

Os valores de CHI podem ser convertidos para a escala de logP e serem

reportados como CHllogP [62,71].

CHllogPacny= 0,0525 * CHlacn — 1,467 (13)
e
CHIllogP meow= 80,0735 * CHbyeon — 3,7523 (14)

As constantes das Equacdes 13 e 14 foram obtidas através de um grafico de
valores de CHI (em pH 7.4 e coluna Inertsil ODS2) versus logP (em pH 7.4 atraves do
método “micro shake-flask”) medidos para uma mistura de compostos contendo
moléculas neutras, carregadas positivamente e negativamente, utilizando acetonitrila e
metanol como modificadores organicos, respectivamente [62].

O método CHI revela-se como uma alternativa para a determinagdo dos valores
de coeficientes de particdo, logP. Este método é recomendado, especialmente quando
o logP é maior do que 3,5, ou seja, 0s compostos ém baixa solubilidade em agua, bem

como verificar a lipofilicidade dos compostos em valores de pH neutro, alto e baixo.
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Estes valores podem ser usados para verificar ou corrigir os valores de coeficientes de
particdo calculados [62,63,68-71].

2.4.3- Método “Micro-Shake-Fiask” {logP no sistema octanoi-agua) [62,67].

Este € um dos metodos especiais planejados para determinar os valores de
coeficientes de particdo no sistema octanol-agua {logP} de compostos com baixa
solubilidade, baixa absorbéncia no UV e com valores extremos de coeficientes de
particao [62,671].

O metodo “"micro-shake-flask” utiliza um HPLC de fase reversa para a
determinacao dos valores de lipofilicidade. As medidas da concentragao do composio,
em ambas as fases aquosa e octanol, sdo realizadas depois que as fases envolvidas na
particao atingem o equilibrio e estdo compietamente separadas 162.67].

Este experimento requer quantidades pequenas de amostra (~10 ng). O volume
total de particionamento € de aproximadamente 1 mL e o da amostra dissolvida & de
200 ul. O sistema aceita solugdes em dimetilsulfoxido (DMSO). No experimento,
observa-se 0 decréscimo da area do pico da fase aquosa no cromatograma, devido a
particdo do composto para a fase do octanol [62].

A aplicagao de métodos cromatograficos, principalmente o de gradiente rapido,
proporciona maiores vantagens as medidas de lipofilicidade no sistema octanol-agua
em comparagdo com 0 método “shake-flask” tradicional. As medidas podem ser
completamente automaticas, utilizam quantidades pequenas de amostra, sem a
necessidade de alto grau de pureza e o tempo de analise pode ser reduzido de 5-7
minutos por amostra [62].

2.4.4- Equacgao de solvatagdo linear de Abraham

A hidrofobicidade ou lipofilicidade é uma propriedade complexa da molécula.
Tem sido apresentado que varios fatores moleculares tém um papel importante no
carater lipofilico total dos compostos [69]. O modelo geral da equacao de solvatacdo

(Eg. 15) tem sido sugerido por Abraham [72-74] para descrever varios processos de
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particio de moléculas, tais como aqueies envolvidos no transporte de solutos entre
fases cromatograficas [62,68-70], parti¢des solvente-solvente, distribuicdo da barreira

sangue-cérebro e permeabilidade na peie [62]:
SP =c+rRy+sm; *arug +bIB" + vV, (15}

Onde SP é uma propriedade do soluto relacionada a energia linear livre {por exemplo, ¢
logaritmo dos coeficientes de particdo, solubilidade, parametros de retencao do RP-
HPLC, teis como leg k, log k., etc.) e as variaveis explicativas sdo descritoras do soiute
[72-74], tais como: Rz é um excesso de refrag@o molar (descreve efeitos de dispersaoc),
=" & a polarizabilidade/dipolaridade do soluto, Ta," e TB." s80 a acidez ou basicidade
total ou efetiva da ligagdo de hidrogénic do soluto e Vi € o volume caracteristico de
McGowan {em cm’/100 mol) que pode ser calculado para qualquer soluto através da
estrutura molecular, usando uma tabela de constantes atdmicas [75]. As constantes de
regressdo ¢, I, S, @, b e v (obtidas por analise de regressao linear muitipla) fepresentam
as caracteristicas da combinacéo de sistemas de solventes particulares (por exemplo,
salventes de particionamento e fase estacionaria e movel) [72,74,76]. Estas constantes
refletem as diferencas entre os sistemas de duas fases. A equacao de solvatagdo (15)
proporciona uma excelente ferramenta para descrever as contribuicoes de seletividade
polares ou apolares do sistema da fase movel ou estacionaria [76]. Os descritores
molecuiares para aproximadamente 4000 compostos estdo compilados em uma base
de dados {77]. Para aplicar a Equagdo 15, ha necessidade de um conjunto de solutos
com descritores conhecidos e suficientemente variados para descrever todas as
interaches na equacgac e de um numero suficiente para estabelecer a validade
estatistica do modelo [69].

Ha numerosos métodos disponiveis para estimar processos de transferéncias de
uma fase para outra. No entanto, muito poucos métodos sdo baseados nos principios
da quimica padrdo e que possam ser aplicados para todos os tipos de processos de
transferéncia [78].

Alguns anos atrds, Kamlet e col. [79,80] estabeleceram relacbes lineares de

energia livre entre propriedades e descritores do soluto baseados em medidas
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solvatocrdmicas. Os termos que corrigem a polarizabilidade, a acidez e basicidade da
ligacao de hidrogénio, a dipolaridade/polarizabilidade e o volume [72] foram usados
como descritores do soluto. Abraham [77] modificou estes descritores e os derivou a
partir das propriedades dos solutos como apresentado na Equacgéo 15. O método de
Abraham [72] esta preocupado especificamente com propriedades relacionadas ao
transporte do soluto, que s&o quantitativamente avaliadas através de logl ou iogP e,
que por sua vez, estao relacionadas & energia de Gibbs.

Os descritores do soluio, da Equacdo 15, podem ser calculados a partir da
estrutura do composto, usando aproximacdes das contribuigbes dos fragmentos, tais
como o tamanho, a dipolaridade/polarizabilidade e a capacidade da ligacdc de
hidrogénio de cada molécula [72,811].

2.4.4.1- Desenvolvimento dos descritores da ligagio de hidrogénio

Primeiramente, foram feitas as escalas da ligacdo de hidrogénio 1:1 [82-85]
usando o sistema acido-base (Equacdo 16), em tetraclorometano a 298 K.

A TB (16)

Uma quantidade grande de constantes de equilibrio de acidos complexando com
uma variedade de bases padrdes estao disponiveis na literatura. Abraham e col. [82,83]
colocaram todas estas constantes de equilibrio em uma escala de acidez, indicadas
como Ka". Assim, foi observado que a origem da escala foi de —1,1, com as constantes
na forma de concentragdo molar. Este valor foi deslocado para zero e a escala foi

expressa pela Equacao 17,
oz"= (log Ko™ + 1,1)/4.636 (17)
De maneira similar, para bases complexando com um certo numerc de acidos

padroes, uma escala de basicidade geral (Equagao 18) foi desenvolvida como log Kg"
[84,85].
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B.'= (log Ke" + 1,1}/ 4.636 (18)

A analise da complexagao 1:1, em tetracioreto de carbono, foi desenvolvida
através da Equacgio geral (Eg. 19) que correlacionou 1312 valores de log K com um
desvio padrao de apenas 0,093 [72]:

log K {em CClL)= 7,354 oy 827 — 1,094 (19)
N= 1312, R= 0,991, dp= 0,003

Os vaiores de o, e . foram as primeiras escalas gerais de acidez e basicidade
da ligacdo de hidrogénio reportadas [81]. Todos os valores de og e P, referem-se &
complexacdo 1:1. No entanto, o objetivo foi obter descritores da ligacao de hidrogénio
total ou efetivo que referem-se a situacdo na qual o soluto esteja rodeado por moieculas
de solvente. Entdo, todos aqueles grupos funcionais acidos ou basicos do soiuto
estardo potencialmente envolvidos nas interagbes acido-base aoc mesmo tempo
[72,74,81]. Neste caso, ha duas razbes do porque isto difere da ligacdo de hidrogénic
1:1. Primeiro, um grupo funcional basico, com varios pares de elétrons livres, pode
interagir com mais do que uma molécula de solvente acido, mas {por definicéo) estara
envolvido somente com uma molécula do acido na complexacdo 1:1. Segundo, se ha
dois grupos funcionais na mesma molécula, XRY, entdo ambos X e Y, interagirao
simultaneamente com as moléculas do solvente, enquanto que na complexagéo 1:1
(novamente por definig@o) X pode interagir somenie quando Y nao interagir e vice-versa
[74].

Os descritores da acidez e basicidade da ligagdo de hidrogénio s&o denotados
como Yoo e 8.7 [72,74]. Como estes parametros relatam o soluto rodeado pelo
solvente, eles tém que ser obtidos através de experimentos que refletem esta situagao.
Além disso, outras interagdes soluto-solvente precisam ser consideradas [81]. Varios
orocessos tém sido usados nas determinagbes dos descritores da equacao de
solvatagéo (Eq. 15), entre eles incluem-se a cromatografia gas-liquido [86,87], partigbes
agua-solvente [88-90], HPLC [91] e 2 solubilidade [92].
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2.4.4.2- Desenvolvimento dos descritores ", R, e V,

O descritor dos efeitos de dipolo/dipolc e dipolo/dipolo induzido inciui a
polarizabilidade e a dipolaridade (TCQH). Seria Util se estes dois efeitos pudessem ser
separados e, entac, Abraham e col. [81] tentaram fazer isto através do uso da refracao
molar, MR. Este termo &, usualmente, definido como uma funcac do indice de refracao

n e do volume do liquido, Vi, (Equacao 20).
MR=(n* = 1)Viq / (n% + 2) (20)

A fim de evitar um parametro experimental extra, foi decidido usar uma refracéo

molar modificada, MR, (note o fator 10 no numerador) (Equacao 21},
MR= 10 (02 — 1)V / (02 + 2) 21

Em ambos os casos, ha dificuldade em correlacionar MR ou MR, com 0 volume.
Para contornar isso, um excesso de refragdo molar (Ry) foi definido [93] como MR,
menos (MR )acano (para um alcano de mesmo volume Vy que o do composto em
questdo) (Equacédo 22),

Rzz MRx - (MRx)aicano (22)
(MRx)alcanc: 23831 95 * VX alcano — 0,52553 (23)

O descritor R, pode ser obtido através das Equacbes 21 e 22 a partir do indice
de refragdo do liquido puro do composto a 293 K. Se isto néo for possivel, o indice de
refragéo pode ser calculado ou o valor de R, pode ser estimado através da soma dos
valores conhecidos dos fragmentos da molécula (81, 93].

Com relacao ao descritor V,, quanto maior o soluto, maior seré a cavidade
formada no solvente e, portanto, maiores serdo as interagbes solvente-solvente

desfeitas. O Volume V, {(em cm*/100 mol) pode ser facilmente calculado pelc metodo de
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McGowan [75], no qual as constantes dos atomos sao simpiesmente somadas e o vaior
6,56 cm® subtraido de cada ligagdo. O numero de ligagbes precisa ser conhecido (todas
as ligacdes, se simples, dupla ou tripla sdo contadas como uma) e este valor pode ser

obtido para qualguer molécula usando o aigoritmo de Abraham (Equagao 24) [72.81],
B=N-1+R (24)

onde B é o numero de ligagbes da molecula, N ¢ 0 numero total de atomes e R é ¢
numero de anéis. Entdo, para o cicloexano e benzeno R=1; para a difenilamina ou

naftaleno R=2.
2.4.4.3- Os coeficientes de regressiao

Os descritores do soluto representam a influéncia do solvente nas varias
interacbes das fases soluto-solvente. Portanto, os coeficientes de regressdoc, r. s, a, b
e v correspondem ao efeito de complementaridade das fases nestas interagbes. Os
coeficientes podem, enido, serem considerados como as constantes do sistema gue
caracterizam e contem a informac¢ao guimica sobre a fase em questao [69,81].

A constante ¢ ndo é um coeficiente simples de interpretar porque sempre
incorporara contribuicbes do estado padréo [81]. Ja o coeficiente r mostra a tendéncia
da fase para interagir com o soluto através dos pares de eletrons =z e n [69,81].
Normalmente, o valor de r & positivo mas para fases que contém atomos de fluor ele
pode ser negativo. A tendéncia de uma fase interagir com solutos dipolares/polarizaveis
& mostrada pelo valor de s [69,81].

O coeficiente a mostra a basicidade da ligacdo de hidrogénio da fase {porque
solutos acidos interagirdo com uma fase basica). Similarmente, o coeficiente b ¢ uma
medida da acidez da ligagao de hidrogénio da fase (porque solutos basicos irac
interagir com uma fase acida). Por ultimo, o coeficiente v (medida da lipofilicidade da
fase) € uma resultante dos efeitos de cavidade e dispersao e € positivo exceto para

solucdo de gases e vapores de agua [69,81].
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Os coeficientes da equacao de solvatagdo (15) devem obedecer os principios
gerais da quimica [72]. Um bom exemplo para ilustrar a informagao quimica contida nas
constantes do sistema € a particdo de solutos entre duas fases. Agui, as constantes do
sisterna irfo refletir as diferengas das propriedades das duas fases e, portanto, podem
ter valores positivos ou negativos. O sistema agua-octanol importante é caracterizado
pela Equacdc 25 [62,72,811:

10gPoe= 0,088 + 0,562R; + 1,05412" + 0,034T 0" ~3,4605p," +3.814V, (25)

Desta forma, o octanol (na verdade o octanol “molhado”} revelou-se com maior
capacidade para interagir com os pares de elétrons 7 e n do que a agua {coeficiente r
positivo), no entanto, € menos dipolar/polarizavel do gue a agua (cosficiente s
negativo). O octanci apresenta quase a mesma basicidade da ligacao de hidrogénio da
agua (coeficiente a proximo de zero), mas possui acidez da ligagdo de hidrogénio mais
fraca (coeficiente b negativo). O coeficiente v significa que o octanol & bem mais capaz
de interagir com solutos através das forgas de dispersdo do que a agua e/ou que a
energia requerida para formar um tamanho de cavidade no octanol @ menor do que na
agua [62,72,81].
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3- Parte Experimental
2.1- Instrumentacao geral, reagentes e solventes

» Os espectros de massas de baixa resolugéo foram obtidos em um especirbmetro VG
auto-Spec (Varian) e as andlises elementares {(C, H, N) foram obtidas em um
equipamento Perkin-Elmer {modelo 2400).
e Espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrdmetro Perkin-Elmer (FTIR-
1600, FTIR-1605).
« Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrometro de RMN de 500 MHz
(INOVA-500 da Varian).
= Ponto de fus&o —~ Microguimica, Modelo MQAPF-301.
« Evaporador rotativo — Asten (250 rpm) e Wheaton (200 rpm);

Os reagentes utilizados foram comerciais {Aldrich). Os solventes utilizados nas
sinteses e extracgtes foram de gualidade {écnica ou PA, purificados e tratados segundo

procedimentos da literatura [94].
3.2- Sintese dos compostos
Todas as etapas utilizadas na sintese dos intermediarios e dos compostos alvos

estdo apresentadas no Esquema 1 (v. objetivos, p. 5).

3.2.1) 6,7-Dimetoxi-4-quinazolinona (2a) [29]

Ta

1
Acetaio de CHLO_7 8 g N
formamidina ‘\ 2
e ;
o 8a 6 NE
140°C CH;0 107 H

$h 5 4
e

1a

2a

Uma mistura de acido 2-amino-4,5-dimetdxibenzoico (1,0 g, 5,08 mmol) e acetato

de formamidina (4,50 g, 43,3 mmol} foi colocada em baldo de 50 mL. A mistura solida
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foi aquecida a 140°C em um banho de silicone por 8 h. Durante ¢ aquecimento, houve a
fusdo dos sélidos e, em seguida, a ressolidificacdo do meio reacional. A mistura foi
deixada esfriar e, entdo, adicionou-se solugdo de NaOH (0,33 mol.L™") até ajustar o pH
para 8. O solido rosa cinzento foi coletado através de filtracdo em funil de Blchner,
lavado com agua (3 x 10 mL) e seco sob vacuo para fornecer o composto desejado
(0,79 g, 3,83 mmol, 78%j}, que foi usado sem purificacdc na proxima etapa: p.f. 206-
298°C (Lit. [29], p.f. 295-298°C); RMN de 'H [500 MHz, (CD3),SO, ppm] 5: 12,07 (1H. s,
H-3), 8,00 (1H. s, H-2), 7,45 (1H, s, H-5), 7,14 (1H, 5, H-8), 3,81 (3H, s, H-6a), 3,87 {3H,
s, H-7a).

3.2.2) 6,7-Dimetoxi-4-cloro-quinazolina (3a) [29]

S0CIH CH e N
CH;,O 7/ ﬁz 2 3 \/\/ \2

DMF

et
6' Refiuxo Ga P> N 3
CHeO \5 10 “H 3h CHso/\/\/

ias
o}

2a 3a

Uma suspensao de 6,7-dimetoxi-4-quinazolinona (2a) (0,79 g, 3,83 mmol) em
cloreto de tionila (7,0 mL) contendo 10 gotas de N,N-dimethylformamida (DMF) foi
agitada e aquecida sob refluxo por 3 h, até que uma solucio fosse obtida. A mistura
reacional foi deixada esfriar a temperatura ambiente. O meio reacional foi diluido em
diclorometano e agua (160 mL) e colocado em banho de gelo. Sob agitagdo, o material
foi tratado com 30 mi de solugdo saturada de Na,COs Na,CO; sélido foi,
cuidadosamente, adicionado ate que o pH fosse ajustado para a faixa 7-8. Em seguida,
a fase aquosa foi extraida com CH>Clz (2 x 30 mL) e o combinado de fase organica foi
lavado com solugdo salina (2 x 10 mL.), seco sobre sulfato de magnesio, filirado e o
solvente foi evaporado em evaporador rotatério para fornecer a 6 7-dimetoxi-4-
cloroquinazolina (3a) como um soiido amarelo (0,68 g, 3,03 mmol, 79%), que foi usado
sem purificagdo na proxima etapa: p.f. 185-187°C. RMN de "H [500 MHz, (CD3),SO,
ppm] &: 8,90 (1H, s, H-2), 7,39 (1H, s, H-5), 7,34 (1H, s, H-8), 4,08 (6H, s, H-6a e H-7a).
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IV (KBr/ cm™) v: 2975 (C-H), 1619 {C-N de aromatico), 1511 (C-C de aromatico), 1233
(C-0O-C), 789 (C-H), 872 (C-CI).

3.2.3) 6,7-Dimetoxi-4-N-{3'- ou 4'-(R)-fenillaminoquinazolina (4a-4j e 4b’-4}’). Com
substituintes R= H {a), F (b}, Ci (¢}, Br {d), | (e}, OMe (f}, Me {(g). COMe (h), NMe; (i)
e NO2 {j} [29]

CH30\/\\/Nw 2 RCgH N, 5%36 T W 2
6a ~a N3 Refiuxo Sa N3
CH3O s 10 74 21 CH:{,O 5 10 | 4
Ci N\/f\\ 3
4R
3a . 8 4
4a-4j {meia) 5
4b'-4j" {para)

Procedimento geral de substituicdo do cloro: uma mistura de 6,7-dimetdxi-4-cloro-
quinazolina (3a) (0,10 g, 0,445 mmol) e da anilina correspondente (5,50 mmol) em
isopropanol (20 mL) foi agitada mecanicamenie e aquecida a temperatura de refluxo
por 2 horas. Foi observado que quando o aguecimento da mistura reacional atingiu a
faixa de temperatura de 70-90°C. o solido se dissolvia completamente e, em seguida,
havia o inicio da precipitacdo do composto desejado, mostrando que a reagao de
substituicdo nucleofilica aromatica estava acontecendo. Os solidos amarelos foram
filtrados, lavados com isopropanol (2 x 50 mL) e apds secagem sob vacuo foram
obtidos os compostos desejados. Os produtos foram isolados como cloridratos atraves
de filiracdo direta da mistura reacional.

Os compostos sintetizados foram:

Cloridrato de 6,7-Dimetéxi-4-N-{fenil)aminoquinazolina (4a): rendimento de 0,11C g
(0,346 mmol, 77,0%): p.f. 268-270°C (Lit.[29] p.f. > 250 °C). RMN de 'H [500 MHz,
(CD3);S0, ppm] &: 11,46 (1H, s, NH), 8,80 (1H, s, H-2), 8,35 {1H, s, H-5), 7,70 (2H, d,
2 Jn= 8,0 Hz, H-2" e H-6"), 7,50 (2H, t, *Jp.u= 8,0 Hz, H-3' e H-57), 7.38 (1H, s, H-8), 7,32
(1H, 1. Wpn= 8,0 Hz, H-4), 4,04 (3H, s, H-6a), 4,01 (3H, s, H-7a). IV (KBricm™") v: 3418
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(N-H), 3062 (C-H de aromatico), 1635-1459 (C-N de aromdtico), 1459 (C-C de
aromatico), 1279 (C-O-C), 867-748 (C-H). MS(EI), m/z (%) 281,1 [M™] (84,25), 280 1
[M-HI" (100). Analise caiculada para CreMisN3O2 HCL: C, 60,48; H, 5,07; N, 1322
Determinada: C, 60,48; H, 482, N, 13,16,

Cloridrato de 6,?-Dimetéxi-4»N—(3’—f!uoro)feniiaminoquinazoiéna {(4bj): rendimento de
0,100 g (0,298 mmol, 87%): p.f. 219-221°C (Lit. [29] p.f. 253-254°C). RMN de 'H 1500
MHz, (CDs)80, ppm] & 11,51 (1H, s, NH), 8,86 (1H, s, H-2), 8,41 (1H, s, H-5), 7,74
(1H, dt, *Jur= 11,0 Hz & “Jpp= 2,2 Hz, H-2)), 7.63 (1H, ddd, *J= 8,3 Hz e *Jmeis= 2.2 Hz.
“Jmetz ~ 1,0 Hz, H-6"), 7,52 (1H, dt, = 8,3 Hz e Ype= 6,7 Hz, H-5'), 7,39 (1H, s, H-8).
7,15 (1H, tdd, *Jrn = *Jne= 8,3 Hz, *Jpn= 2,2 Hz € “Juw ~ 1.0 Hz, H-4), 4,04 (3H, s, H-
Ga}, 4,00 (3H, s, H-7a). IV (KBr/em™") v: 3412 (N-H), 3062 (C-H de aromatico), 1635 (C-
N de aromatico), 1490 (C=C de aromatico), 1279 (C-O-C}, 985 (C-F), 872-774 (C-H).
MS(ED, miz (%): 299.0 [M™] (91,4), 2980 IM-HI" (100). Analise calculada para
CieH1aN3OF. HCI: C, 57.24; H, 4,50; N, 12,51. Determinada- C, 57.14; H, 4,38: N,
12,34.

Cloridrato de 6,7~Dimetéxi-4-N—(4’-ﬂuoro)fenilaminoquEnazolina (4b’): rendimento
de 0,098 g (0,292 mmol, 65%): p.f. 269-272°C. RMN de 'H [500 MHz, (CD3).S0, ppm]
6: 11,56 (1H, s, NH), 8,79 (1H, s, H-2), 8,40 (1H, s, H-5), 7,75 {2H, dd, *J= 9,0 Hz e *J..
F= 5,0 Hz, H-2" e H-67), 7,38 (1H, s, H-8), 7,32 (2H, t, °J= 9,0 Hz, H-3' e H-5"), 4,02 (3H,
s, H-6a), 3,98 (3H, s, H-7a). IV (KBricm™) v: 3418 (N-H), 3031 (C-H de aromatico), 1635
(C-N de aromatico), 1511 (C-N de aromatico), 1284 (C-0-C), 826 (C-F), 774 (C-H).
MS(ED), m/z (%) 2991 [M™] (92), 2981 [M-H[" (100). Analise calculada para
CreHaNsOF.HCE C, 57,24, H, 4,50; N, 12,51. Determinada: C, 57,22; H, 4,41; N,
12,38.

Cloridrato de 6,7-Dimetéx§-4-N—(3’-cioro)fenilaminoquinazolina (4¢): rendimento de
0,113 g (0,321 mmol, 72%): p.f. 226-228°C (Lit. [29], p.f. 261-262°C). RMN de 'H [500
MHz, (CD3)80, ppm] &: 11,60 (1H, s, NH), 8,88 (1H, s, H-2), 8,45 (1H, s, H-5), 7.93
(1H, &, %= 2,0 Hz, H-2'), 7.77 (1H, ddd, *J= 8,0 Hz, “J= 2.0 Hz e *J~ 1.0 Hz, H-4"), 7 51
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(1H, t, %= 8,0 Hz, H-5), 7,40 {1H, s, H-8), 7,37 (1H, ddd, *J= 8,0 Hz, *J= 2,0 Hz e “J~
1.0 Hz, H-6'), 4,04 (3H, s, H-63), 4,00 (3H, s, H-7a). IV (KBr/icm™) v: 3428 (N-H), 3041
(C-H de aromatico), 1640 (C-N de aromatico), 1521 (C-C de aromatico), 1284 (C-O-C),
991 (C-Cl), 877-774 (C-H). MS(El), miz (%): 315,0 [M"] (71,3), 314.0 [M-H]" (100).
Analise calculada para CigH1aN3OCLHCE C, 54.56; H, 4,29; N, 11,93. Determinada: C,
54 43 H, 4,17; N, 11,27.

Cloridrato  de  8,7-Dimetéxi-4-N-(4’-cloro)fenilaminoquinazolina  (4¢’} [10]
rendimento de 0,105 g (0,298 mmol, 67%): p.f. 282-284°C. RMN de 'H [500 MHz,
(CD2)S0, pprm) & 11,16 (1H, s, NH); 8,74 (1H, s, H-2); 8,28 (1H, s, H-5), 7,79 (2H, d,
3j= 8.5 Hz, H-2" e H-6"), 7,50 (2H, d, °J= 8,5 Mz, H-3' e H-5), 7,33 (1H, s, H-8), 4.00
(3H, s, H-6a); 3,97 (3H, s, H-7a}. IV (KBriocm™) vi 3397 (N-H), 3041 (C-H de aromatico),
1635 (C-N de aromaticc), 1516 (C-C de aromatico), 1243 (C-O-C), 985 (C-CI), 857-774
(C-H). MS(ED), m/z (%) 3150 M*™] (82,8), 314,0 [M-H]" (100). Analise calculada para
CieH::N3sOCLHCIE C, 54,56; H, 4,29; N, 11,93. Determinada: C, 54,77 H, 4 49 N,
11,27.

Cloridrato de 6,7-Dimetoxi-4-N-(3’-bromo)fenilaminoquinazoiina (4d): rendimento
de 0,165 g (0,416 mmol, 93%): p.f. 263-265°C (Lit. [29], p.f. 264-266°C). RMN de 'H
1500 MHz, (CD3)2S0, ppm] &: 11,70 (1H, s, NH), 8,88 (1H, s, H-2), 8,45 (1H, s H-5), 8,04
(1H, t, J= 2,0 Hz, H-2'), 7,80 (1H, ddd, *J= 8,0 Hz, *J= 2,0 Hz € *J ~ 1,0 Hz, H-4"), 7,49
(1H, ddd, 3J= 8,0 Hz, “J= 2,0 Hz e *J ~ 1,0 Hz, H-6), 7,43 (1H, 1, °J= 8,0 Hz, H-5), 7,39
(1H, s, H-8), 4,03 (3H, s, H-6a), 4,00 (3H, s, H-7a); IV (KBricm™) v: 3418 (N-H), 3031
(C-H de aromatico), 1640 (C-N de aromatico), 1521 (C-C de aromatico), 1279 (C-O-C),
872-779 (C-H), 600 { C-Br). MS(El), m/z (%): 359,0 [M™] (77.5), 360,0 [M-H]" (100).
Analise calculada para CisHisN3;O2Br.HCLE C, 48,45; H, 3,81; N, 10,59. Determinada: C,
48.85: H, 3,54; N, 10,64.

Cloridrato de 6,7-Dimetéxi-4-N-(4’-bromo)fenilaminoquinazolina (4d’). rendimento
de 0,126 g (0,318 mmol, 71%): p.f. 277-279°C. RMN de 'H [500 MHz, (CD3):80, ppm]
5. 11,19 (1H, s, NH), 8,88 (1H, s, H-2), 8,22 (1H, s, H-5), 7.7 (4H, singleto intenso, H-
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2, H-3, H-5" e H-6), 7,32 (1H, s, H-8), 4,04 (3H, s, H-6a), 4,02 (3H, s, H-7a). IV
(KBriem™) v: 3449 ( N-H), 3144 (C-H de aromatico), 1629 (C-N de aromatico), 1516 (C-
C de aromatico), 1284 (C-O-C), 867-774 (C-H), 501 (C-Br). MS(E!), m/z (%): 358,8 [M™]
(81,1), 358,9 [M-HJ" (100). Andlise calculada para CisH1sNaO,Br.HCI: C, 48,45 H, 3,81
N, 10,59. Determinada: C, 48,38, H, 3,61: N, 10,54,

Cloridrato de 6,7-Dimetoxi-4-N-(3’-i odo)fenilaminoquinazolina {4e}: rendimento de
0.119 g {0,268 mmol, 60%): p.f. 218-220°C (Lit. [29], p.f. 273°C). RMN de "H [500 MHz,
(CD1)2SO, ppm] 6: 11,50 (1H, s, NH), 8,85 (1H, s, H-2), 8,39 (1H, s H-5), 8,15 (1H, 1, “J=
1,5 Hz, H-2), 7,81 (1H, ddd, *J= 8,0 Hz, *J= 1,5 Hz ¢ *J ~ 1,0 Hz, H-4)), 7.70 (1H, ddd,
*J=8,0Hz, “J=15Hze " ~ 1,0 Hz, H-6"), 7.39 (1H, s, H-8), 7.27 (1H. £ 3J= 8.0 Hz. H-
57, 4,03 (BH, s, H-6a), 4,00 (3H, s, H-7a). IV (KBricm™} v 3418 (N-H), 3026 {C-H de
aromatico), 1629 (C-N de aromatico), 1516 (C-C de aromatico), 1279 (C-0-C), 877-779
(C-H), 800 ( C-1). MS(ED, miz (%): 406,9 [M*] (95), 405,9 {!\{’gmﬂj'* (100). Analise
calculada para CssH14N3O2LHCL C, 43,31; H, 3.41; N, 9.47. Determinada: C, 43,26; H,
3,35 N, 9,26.

Cloridrato de 6,7-Dimetoxi-4-N-(4’-iodo)fenilaminoquinazolina (4e’): rendimento de
0,121 g (0,273 mmol, 61%): p.f. 266-269°C. RMN de 'H [500 MHz, (CD3)S0, ppmj &:
11,50 (1H, s, NH), 8,83 (1H, s, H-2), 8,38 (1H, s, H-5), 7,82 (2H, d, °J= 8,5 Hz, H-3 e H-
5), 7,58 (2H, d, °J= 8,5 Hz, H-2' e H-6"), 7,37 (1H, s, H-8), 4,02 (3H, s, H-Ba), 4,00 (3H,
s, H-7a). IV (KBricm™} v: 3397 (N-H), 3031 (C-H de aromatico), 1635 (C-N de
aromatico), 1516 (C-C de aromatico), 1290 (C-O-C), 872-779 (C-H), 501 (C-1). MS(E),
m/z (%): 407,0 [M™] (100), 406,0 [M-H]" (93,2). Analise caiculada para CigH14N3O1 HCH
C, 43,31, H, 3.41; N, 9,47. Determinada: C, 43,44; H, 3,42; N, 9,28.

Cloridrato de 6,7-Dimetdxi-4-N-(3’-metdxi)fenilaminoquinazolina (4f). rendimento de
0,094 g (0,270 mmol, 61%): p.f. 216-218°C. RMN de "M [500 MHz, (CD3),S0, ppm] &:
1139 (1H, s, NH), 8,81 (1H, s, H-2), 8,37 (1H, s, H-5), 7,39 (1H, s, H-8), 7,39 (1H, t, 3J=
8,0 Hz; H-5), 7,35 (1H, t, *J= 2,0 Hz, H-2"), 7,31 (1H, ddd, 3J= 8,0 Hz, *J= 2.0 Hz & *J ~
1,0 Hz, H-6'), 6,90 (1H, ddd, °J= 8,0 Hz, “J= 2,5 Hz e *J ~ 1,0 Hz, H-4"), 4.03 (3H, s, H-
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6a), 4,00 (3H, s, H-7a), 3,80 (3H, s, H-7"). IV (KBricm™) v 3438 (N-H), 3005 (C-H de
aromatico), 1635 (C-N de aromatico), 1496 (C-C de aromatico), 1279 (C-O-C), 872-774
(C-H). MS(ED, mv/z (%): 311,0 [M™] (79.3), 310,0 [M-H]" (100). Andlise calculada para
CyrH7NzOs HC: C, 58,71: H, 5,22; N, 12,08. Determinada: C, 58,52; H, 5,60; N, 12,17.

Cloridrato de 6,7-Dimetoxi-4-N-(4’-metodxijfenilaminoguinazolina (4} rendimentc
de 0,101 g (0,291 mmol, 85%): p.f. 205-207°C. RMN de 'H [500 MHz, (CD3):SC, ppm]
811,52 (1H, s, NH), 8,76 (1H, s, H-2), 8,38 {1H, s, H-5), 7,59 (2H, d, *J= 9.0 Hz H-2' e
H-6), 7,38 (1H. s, H-8), 7,02 (2H, d, *J= 9,0 Hz, H-3 e H-5), 4,01 (3H, s, H-6a), 3,97
(3H, s, H-7a), 3.80 (3H, s, H-7"). IV (KBricm™) v: 3403 (N-H), 2949 (C-H de aromatico),
1635 (C-N de aromatico), 1518 (C-C de aromatico), 1243 (C-0O-C), 862-774 (C-H).
MS(ED, miz (%) 311,171 [M™] (160), 310,71 [M-H]" (84,9). Analise calculada para
Ci7H17N30-.HCE C, 58,71, H, 5,22; N, 12,08. Determinada: C, 68,68, H, 5,03; N, 12,10.

Cloridrato de 6,7-Dimetoxi-4-N-(3’-metil)fenilaminoquinazoiina (4g) [4]: rendimento
de 0,075 g (0,226 mmol, 51%): p.f. 221-223°C. RMN de H [500 MHz, (CD;).S0, ppm]
& 11,24 (1H, s, NH), 8,78 (1H, s, H-2), 8,29 (1H, s, H-5), 7,50 (2H, sobreposiczo de
sinais, H-2" e H-5"), 7,36 (2H, sobreposicao de sinais, H-8 e H-67), 7,14 (1H, d, *J= 8,0
Hz, H-4"), 4,02 (3H, s, H-6a), 3,99 (3H, s, H-7a), 2,37 (3H, s, H-7"}. IV (KBr/icm™) v: 3418
(N-H), 3008 (C-H de aromatico), 1635 (C-N de aromatico), 1511 (C-C de aromatico),
1279 (C-0O-C), 775 (C-H). MS(El), miz (%): 295,0 [M"] (87.4), 294,0 [M-H]" (100).
Analise calculada para C+7H7N3O2 . HCE C, 61,54; H, 5,47; N, 12,66. Determinada: C,
61,96; H, 5,55; N, 12,96

Cloridrato de 6,7-Dimetoxi-4-N-(4’-metil)fenilaminoquinazolina (4g’): rendimento de
0,096 g (0,290 mmol, 65%): p.f. 227-229°C. RMN de 'H [500 MHz, (CD2).S0O, ppm] &:
11,26 (1H, s, NH), 8,75 (1H, s, H-2), 8,30 (1H, s, H-5), 7,57 (2H, d, %J=8,3 Hz, H-2 e H-
6, 7,36 (1H, s, H-8), 7,28 {2H, d, %)= 8,3 Hz, H-3' e H-5'), 4,01 (3H, s, H-6a), 3,98 (3H,
s. H-7a), 2,35 (3H, s, H-7)). IV (KBriem™) v: 3419 (N-H), 2949 (C-H), 1635 (C-N de
aromatico), 1506 (C-C de aromatico), 1279 (C-O-C), 867-779 (C-H). MS(El), m/z (%):
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2951 [M"] (85,1), 294,1 [M-H]" (100); Analise calculada para Ci7H17N2O5.HCI: C, 81,54;
H, 547, N, 12,66. Determinada: C, 61,27; H, 5,53 N_, 12.42.

Ciloridrato de 6,7~£Bimetéxé»4-N—(3’wacetii)feniiam%noquénazoiina {4h): rendimento de
0.097 g (0.270 mmol, 61%): p.f. 219-221°C. RMN de 'H [500 MHz, (CD;),S0, por} &
11,49 (1H, s, NH), 8,79 (1H, s, H-2), 845 (1H, s, H-5), 8,34 (1H, t, *J= 2.0 Hz, H-2',
8,10 (1H, ddd, *J= 8,1 Hz, *J= 2,1 Hz, “J= 1,1 Hz, H-6'), 7,87 (1H, ddd, °J= 8,0 Hz, “J=
1,7 Hz, “J= 1,1 Hz, H-4"), 7.62 (1H, 1, *J= 8,0 Hz, H-57), 7,42 (1H, s, H-8), 4,05 (3H, s, H-
6a), 3,99 (3H, s, H-Ta), 2,63 (3H, 5, H-8). IV (KBr/cm™) v: 3428 (N-H), 3036 {C-H de
aromatico), 1681 (C=0), 1635 (C-N de aromatico), 1516 (C-C de aromatico), 1279 (C-
O-C). 882-779 (C-H). MS(EN), m/z (%): 323,0 [M"] (83,9), 322,0 [M-H]" (100). Analise
caiculada para CigHi7N2O3. HCI C, 60,09; H, 5,04: N, 11.68. Determinada: C, 89,07; H,
4,69; N, 11,72.

Cloridrato de 6,?-Dimetéxi-4-N~(4’-acetiE)fenilaminoquinazolina (4h’): rendimento de
0,110 g (0,306 mmol, 69%): p.f. 218-220C. RMN de H (500 MHz, (CD;3),S0, ppm] 3:
11,33 (1H, s, NH), 8,84 (1H, s, H-2), 8,35 (1H, 5, H-5), 8,03 (2H, d, *J= 9.0 Hz, H-3' & H-
5,798 (2H, d, °J= 9,0 Hz, H-2' e H-67), 7,36 (1H, s, H-8), 4,03 (3H, s, H-6a), 3,98 (3H,
s, H-7a), 2,60 (3H, s, H-8'). IV (KBr/crm™) v: 3412 (N-H), 2995 {C-H de aromatico), 1671
(C=0), 1635 (C-N de aromatico), 1516 (C-C de aromatica), 1279 (C-O-C), 872-779 (C-
H). MS(El), m/z (%): 323,1 [M"] (73), 3221 [M-H]" (100). Analise calculada para
C1eH1zN3O3.HCI: C, 60,09; H, 5,04;: N, 11,68. Determinada: C,59,07; H, 467: N, 11,73.

Cloridratc  de 6,T-Dimetéxi-4-Nw(3’-N’,N’-c§imetil)feniiaminoquinazolina (4i):
rendimento de 0,128 g (0,355 mmoi; 80%): p.f. 198-200°C. RMN de 'H [500 MHz,
(CDs)280, ppm] 6: 10,39 (1H, s, NH), 8,60 (1H, s, H-2), 8,11 (1H, s, H-5), 7,27 (1H, s, H-
8), 7.22 (1H, t, *J= 8,0 Hz, H-3'), 7,10 (2H, sobreposicéo de H-2’ e H-6"), 6,59 (1H, ddd.,
*J=82Hz “J=24Hze % ~ 1,0 Hz, H-4’), 3,99 (3H, s, H-6a), 3,95 (3H, s, H-7a), 2,93
(6H, s, H-7" e H-8"). IV (KBr/em™) v: 3418 (N-H), 3119 (C-H de aromatico), 1624 (C-N de
aromatico), 1511 (C-C de aromatico), 1228 (C-O-C), 846-764 (5 =C-H). MS(EI), m/z (%):
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3241 [M™1{(100), 323,1 [M-HI" (75,5). Analise calculada para CigHzoN.O2.HCI: C, 58,91;
M 5.87: N, 15,53. Determinada: C, 60,01; H, 5,66; N, 15,62

Cioridratc de  6,7-Dimetoxi-4-N-(4’-N’ N'-dimetil)fenilaminoquinazolina  {4i"):
rendimento de 0,110 g (0,305 mmol, 69%): p.f. 204-206°C. RMN de 'H [500 MHz,
(CD3)2S0, pprm] & 11,83 (1H, 5, NH), 8,80 (1H, s, H-2), 8,51 (1H, s, H-5), 7.80 (2H, d,
3= 8,50 Hz, H-2' e H-67), 7,59 (2H, d, *J= 8,50 Hz, H-3" e H-5'), 7,42 (1H, s, H-8), 4,03
(3H, s, H-Ba), 3,98 (3H, s, H-7a), 3,11 (6H, s, H-7"). MS(El), m/z (%}): 324.1 ™1 (100),
3231 IM-HIT (23,2); Analise calcuiada para C1aHzoN4sO2 HCL: C, 59,91; H, 5,87; N,
15.53. Determinada: C, 59,34; H, 5,60; N, 15,29.

Cloridrato de 6,7-Dimetoxi-4-N-(3’-nitro}fenilaminoquinazolina {4j). rendimento de
0,093 g (0,256 mmol, 58%): p.f. 279-281°C. RMN de "H [500 MHz, (CD:),S0, ppm] &
11,10 {(1H, s, NH), 8,82 (1H, s H-2), 8,76 (1H, t, “4= 2,0 Hz, H-2'), 8,34 (1H, s, H-5), 8,33
(1H, ddd, *J= 8,0 Hz, *J= 2,2 Hz, *J ~ 1,0 Hz, H-4), 8,07 (1H, ddd, 3= 82 Hz, “J=22
Hz e %) ~ 1,0 Hz, H-6), 7,74 (1H, t, °J= 8,5 Hz, H-5"), 7,31 (1H, s, H-8), 4,04 (3H, s, H-
6a), 4,00 (3H, s, H-7a). IV (KBr/cm™") v: 3443 (N-H), 3026 (C-H de aromatico), 1635 (C-
N de aromatico), 1511 (C-C de aromatico), 1532 (NO;), 1284 (C-O-C), 872-733 (C-H).
MS(ED), m/z (%) 326,0 [M"] (100), 3250 [M-H]" (83,5). Analise calculada para
C1eH1aN4Oo HCI: C, 52,97; H, 4,17; N, 15,44. Determinada: C, 52,68; H, 4,04; N, 15,04.

Cloridrato de 6,7-Dimetéxi-4-N-(4"-nitro)fenilaminoquinazolina (4j’): rendimento de
0,121 g {0,334 mmol, 75%): p.f. 228-230°C. RMN de "H [500 MHz, (CD3);SO, ppm] &:
10,70 (1H, s, NH), 8,78 (1H, s, H-2), 8,32 (2H, d, *j= 9,0 Hz, H-3' e H-5", 8,18 (2H, d,
*J= 9.0 Hz, H-2 e H-6), 8,11 (1H, s, H-5), 7,31 (1H, s, H-8), 4,02 (3H, s, H-6a), 4.00
(3H, s, H-7a). IV (KBriem™) v: 3428 (N-H), 3119 (C-H de aromético), 1635 (C-N de
aromatico), 1511 (C-C de aromatico), 1573 (NOy), 1279 (C-O-C), 867-779 {C-H).
MS(EI), m/z (%) 326,1 [M™] (86,9), 3251 [M-H]® (100). Anédlise calculada para
CisHuN.O4. HCE C, 52,97, H, 4,17, N, 15,44 Determinada: C,52,76; H, 4,10; N, 14,98.
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3.2.4) Sintese dos derivados fenolicos (5a-5) e 5b’-5)"), quarta etapa do Esquema 1
{v. Objetivos, p.5).

CHSOWN\ﬁ 30\/\\/&%
(] A )
i [ Reagentes utilizados
CHLO = !/ nas tentativas 1.4 HO)\/YN
N N
HT SN HT SN
N <"
N
4a-dj (meta) 5a-5] {meta) S
4b'-4" {para) Sb'-5§ {para)
j R=H {a}, F (b}, Cl {c}, Br {d), ! {e}, OMe (f), Me (g), COMe {h}, NMe, (i) e NO, (i)

1a. Tentativa [10,29]

Uma mistura de 0,10 g (0,278 mmoi} de 6.7-dimetoxi-4-(N-3-bromo-
fenilaminojquinazolina e 3,00 g (26,2 mmol) de cloridrato de piridina foi aquecida, sob
atmosfera de Ny e agitacido, a 190°C por 12 horas. Apos resfriamento, o residuo oleoso
foi lavado com 20 mL de agua destilada, sendo coletado, ao final, 15 mg de um sélido
marrom identificado por RMN de '"H como o material de partida. Nao foi obtido o

composto alvo.

2a. Tentativa [94]

Uma mistura de 0,10 g (0,278 mmol) 6.7-dimetoxi-4-(N-3-bromofenil)-
aminoguinazolina e 8 mL de é&cido bromidrico (48%; utilizado apos destilacao) foi
aquecida a temperatura de refluxo por 8 horas. Preparou-se um banho de metanol em
gelo para absorver o0 brometo de metila que poderia estar se desenvolvendo durante o
refluxo.

Para isofar o fenol, tratou-se o residuo no baldo com carbonato de sodio agquoso
ate pH alcalino e extraiu-se a mistura com éter (6 x 30 mL). Lavou-se o extrato etéreo
com solugac aquosa saturada de carbonato de sodio €, em seguida, tratou-se com
solucdo aquosa de hidroxido de sédio 2 moll”™ (10 mL). Apds acidificacdo do meio, o
fenol foi extraido com éter (3 x 20 mL). Deixou-se o exirato por 4 horas em sulfato de

magnesio e, em seguida, filtrou-se em funil de vidro e o solvente foi evaporado em rota-
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evaporador. O residuo amarelo {30 mg) foi seco sob vacuo. Nao foi obtido o fenol de

interesse.

Utilizando-se ¢ mesmo procedimento adotado na Za. tentativa, reagiu-se a
guinazolina com Ml {57%; utilizado apss destilacdo). Tambem, com este reagente, néo
foi obtido o fenol de interesse.

3a. Tentativa [95-98]

Em uma balao de 3 bocas, ao qual foi conectado um funil de adicdo e um tubo
com agente secante (CaClz), foram adicionados 0,10 g (0,278 mmol) de 6,7-dimetdxi-4-
N-{3-bromo)fenilaminoquinazolina {4d) em 5 mL de diclorometano (super seco). A esta
suspensio foram adicionados, vagarosamente, 14 mL de uma solugéo de tribrometo de
boro em diclorometano. A mistura reacional fol deixada, a temperatura ambiente, sob
agitacdo por 24 horas. ApOs esse periode, adicionou-se, lentamente, 50 ml de agua
para hidrolisar ¢ excesso de reagente e o complexo de boro (alcoxiborano). O produto
fenolico foi coletado atraves de extracdo com éter (3 X 30 mL). O exirato etereo foi
deixado por 4 horas em sulfato de magneésio anidro. Apds filtragem em funil de vidro, o
solvente foi evaporado em rota evaporador para fornecer um solido levemente amarelo.

infelizmente, ndo foi obtido o derivado fendlico.

OBS.: Este mesmo procedimento foi repetide utilizando-se 0s compostos 6,7-dimetoxi-
4-guinazolinona (2a), 6,7-dimetoxi-4-cloroquinazolina (3a)}, B8,7-dimetoxi-4-
anilinoquinazolina (4a) e 6,7-dimetdxi-4-N-(4'-fluoro)fenilaminoquinazolina (4b’), como

material de partida. No entanto, também para estes compostos, ndo foi obtido sucesso.

4a. Tentativa [99]

Em um baldo de 100 mL de trés bocas, ao qual foi conectado um funii de adigdo
e um tubo com agente secante (CaCly), foram adicionados 0,75 g (5,60 mol) de brometo
de aluminio. Em seguida, adicionou-se gota a gota, sob agitacao, 1,0 mL de etanotiol.
Apos ter deixado a mistura 15 min sob agitagdo em um banhc de gelo, adicionou-se

uma suspensdo que continha 0,10 g (0,278 mmol) de 6,7-dimetoxi-4-N-(3'-
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bromo)jfenitaminoguinazolina (4d) em 1mL de diclorometano seco. O banho de gelo foi
retirado e a mistura reacional foi deixada, a temperatura ambiente, sob agitacao por 12
horas. Apds esse periodo, adicionou-se, lentamente, 10 mL de agua para hidrolisar o
excesso de reagente. Em seguida, com sclugdo de carbonato de sodio elevou-se o pH
para 8 e, entdo, o composto foi extraido com diclorometano (3 X 50 mL). A fase
organica foi lavada com solugdo salina, seca em sulfato de sodio por 1 hora e,
finalmente, apGs filtragem, o diclorometano foi evaporado em rota evaporador para

fornecer um composto amarelo. Foi obtide o composto de partida e n&o o fendlico.

5a. tentativa [29,100]

- Alquilagdo do 4-metilcatecol e do acido 3,4-diidréxibenzoéico

HO = I X CH3CH20r>/X
| H - Ji
T
HO CHiCH,0™
X= CH; {4-metilcatecol)
X= COOH (acido 3,4-diidroxibenzéico)

Em um baldo de 100 mL de trés bocas, provido de agitador magnético, funil de
adicao e condensador de refluxo com tubo de cloreto de calcio, colocou-se uma solucao
de 1 g (1,34 mol) de 4-metilcatecol em 15 mL de éter etilico anidro e adicionou-se 0,8 g
(5,36 mol} de hidreto de sodio, mantendo-se a mistura sob agitacdo por 1 hora. Apcés
esse periodo, adicionou-se 8,40 g (4,40 mL; 5,36 mol) de iodeto de etita em 5 mL de
eter anidro, gota a gota, e refluxou-se a mistura por 6 horas. Adicionou-se agua
destilada (10 ml) e foi feita a extragdo da fase aquosa com éter (3 X 50mL). A fase
eterea foi seca com sulfato de sédic e o solvente foi evaporado em rota evaporador.

Nao foi abtido o composto alquilado.

Este procedimento também foi repetido para o acido 3.,4-diidréxibenzoico,
utilizando-se a seguintes quantidades de material: 1 g (6,5 mmol) do acido; 0,8 g de
NaH (5,36 mol) e 3.0 g (1,5 mL, 19 mmol) de icdeto de etila. Também neste caso nac
foi obtido o composto alquilado.
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Em ambos 0s casos houve a formacao de um sal insoluvel {fenclato de sodio)

em éter, no momento da adic@o do hidreto de sodio.

6a. tentativa [100]

- Alquilagdo do acido 3,4-diidréxibenzdico

Para uma mistura de 1,0 g (6,5 mmol} do acido 3,4-diidroxibenzoico, 1,80 g {13
mmol) de carbonato de potassio e de 20 mL de DMF foram adicionados 3,0 g {1,5 mi;
19 mmol) de iodeto de etila. A mistura reacional foi aquecida, a temperatura de refluxo,
por 6 horas. Um complemento de mais 1,5 mL de iodeto de etila e 0,90 g de carbonato
de potassio foram adicionados e a reagdo fol mantida sob refluxo por mais trés horas.
Apbs esse periodo, a mistura reacional foi, ent&o, filtrada. G material insoldvel foi
lavado com DMF e, entdo, o filtrado e o solvente de lavagem foram juntados e
evaporados em evaporador rotatério. O residuo foi lavado com agua, filtrado e seco sob

vacuo. Nao foi obtido o composto desejado.
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3.3. RMN de "H e de *C

Na obtencao dos espectros de RMN de 'H e de "°C {'H} dos compostos
sintetizados fol utilizado um espectrémetro de RMN de 500 MH» {(INOVA 500 da
VARIAN). As condicGes experimentais de RMN de 'H e de ™*C {'H} estao apresentadas
nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Condigbes experimentais de RMN de "H em um equipamento de 500 MHz

Condigdes Experimentais de RMN de 'H

Espectrdmetro INOVA-500
Solvente BMSQO
Concentracao 15-20 mg.mt”
Referéncia 0,03% TMS {v/v)
sfrg (FreqUéncia) 489,88 MHz
Tn (NGcleo) H

At (Tempo de Aquisicio) 4,000 s

np (Numero de Pontos de Dados) 84 K

sw (L.argura Espectral) 16 ppm

d1 (Tempo de espera da reciclagem) 0

nt (Numero de Transientes/Incremento) 32

fn (Preenchimento de Zero) 84 K

Ib {Largura de Linha) 03-09H=z
Temperatura ambiente

Tabela 2. Condicbes experimentais de RMN de °C {1H} en um

agquipamento de 500 MHz

Condigbes Experimentais de RIMN de °C

Espectréometro INOVA-500
Scivente DMSO
Concentracio 15-20 mg.mL”
Referéncia 0,03% TMS (viv)
sfrg (Freqléncia) 125,696 MHz
nt (Ntcleo) e

at (Tempo de Aquisicéo) 1,024 5

np (Numero de Pontos de Dados) 84 K

sw (Largura Espectral) 256 ppm

d1 (Tempo de espera da reciclagem) 1,5

nt (Namero de Transientes/incremento) 10000-18000
fn (Preenchimento de Zero) 64 K

b (L.argura de Linha) 1 Hz
Temperatura ambiente
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Para se obter uma melhoria na resolugdo de aiguns sinais de hidrogénios
(principaimente dos duplo duplo dubletos de H-4'e H-6' que apareceram distorcidos em
dubletos), na série das quinazolinas com N-fenila m-substituidas (4a-4j). utilizou-se
funcbes de apodizagdo (gf = 1.2s e b = -0,80 Hz).

Para uma atribuico mais precisa dos sinais de RMN de 'H e de *C{'H}, utilizou-
se os experimentos bidimensionais gCOSY ('H-"H), HSQC (Jew) & gHMBC ("Jew). Na
aquisicao dos diagramas de contorno gHMBC foi utilizado "Je.=8,0 Hz. O experimento
gCOSY ajudou na atribuicdo dos sinais de hidrogénios, principaimente das metoxilas
ligadas nas posigcbes 6 e 7 do anel quinazolinico. Ja o diagrama de contorno HSQC
contribuiu para a atribuigdo dos sinais dos carbonos metinicos. Os sinais dos carbonos
quaterndrios foram atribuidos corretamente através das correlagbes a longa disiancia,

observadas no diagrama de contorno gHMBC.
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3.4- Coeficientes de Partigdo

3.4.1- Determinacdo do indice cromatografico de hidrofobicidade {CHI} através de

HPLC de gradiente rapido de fase reversa em valores de pH baixo, neutro e alto

[62,70].

Este metodo foi desenvolvido e completamente automatizado por Valkd [62] nos
laboratorios de Ciéncias Fisicas da GlaxoSmithKline Medicine Research Centre,

Stevenage, Inglaterra.

Os parametros instrumentais estio apresentados abaixo:

HPLC HP Hewlett — Packard
Série 1100
Coluna analitica 50 X 4.6 mm
Sum Luna C-18 (2) Phenomenex
Cat#: 00B-4252-E0
Fase movel ver 3.4.1.1
Gradiente Tempo Fase movel | Fase movel
{min) A (%) B (%)
0 100 0
0.5 100 0
3 ¢ 100
3.5 0 100
3.7 100 0
4.5 100 0
Fluxo 2.0mbL/min
Temperatura 25°C
Deteccao UV @ 230nm e 254 nm
Volume de injegdo Jul
Tempo aproximado de corrida 5 min
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As 6,7-dimetdxi-4-anilinoguinazolinas (3a, 4a-4j e 4b’-4j’") esiudadas foram
sintetizadas conforme apresentado na Parte Experimental 3.2 (v. p. 33). As amostras
foram preparadas pela dissolucac de aproximadamenie 1 mg de cada guinazolina em
0,5 mlL de solucao de acetonitrila 50% (v/v) (Rathburn, Walkerburn, UK) ¢ 0,5 mL
acetato de aménio 50% (viv) 50 mM L (Fisons, Loughborough, UK}, solugdo de pH
7.4. Uma aliguota da solucdo (3ul) foi injetada no sistema de HPLC.

A aguisicao e o processamento dos dados foram executados em um PC Hewielt

Packard com software Chemstation HP (Hewlett — Packard).
3.4.1.1- Preparacgo das fases moveis

Trés fases moveis diferentes foram usadas como fase movel A para g analise
das 4-anilinoquinazolinas 3a, 4a-4j e 4b’-4j’. Primeiramente, para obter um valor
equivalente ao iogP.e, em pH 7,4, foi usado um tampao de acetato de amdnio com
concentragdo de 50 mM. Para reduzir a ionizagdo de compostos basicos, o pH da
solucdo de acetato de amonio 50 mM foi ajustado para pH 10,5 com amdnia
concentrada. Por Gitimo, foi usado como fase mavel 0,01 mol. L' de acido fosforico (pH
2,0) para as medidas dos tempos de retencdo das quinazolinas em pH &cido.

Como modificadores organicos, B, utilizou-se acetonitrila ou metanol.
3.4.1.2- Calibragao do HPLC

Primeiramente, as solucdes padrfes foram injetadas no sistema HPLC e seus
tempos de retencgdo foram medidos. A mistura padrdo continha os compostos
apresentados na Tabela 3 em uma concentragdo de aproximadamente 0,2 mg/mL em
acetonitrila:agua (50:50, v/v). Para obter os valores de CHI com gradiente de metanol,
uma mistura padrac um pouco diferente foi usada [0,2mg/mL em metanol:agua (50:50,
viv)]. Seus componentes e seus valores de CHiyeon ©5t50 listados na Tabela 4.

Um cromatograma tipico da mistura teste € mostrado na Figura 7 (v. p. 24). Para
se obter as equacdes da linha reta a partir das analises de regresséo, foram

construidos graficos dos tempos de retengdo obtidos (tR) versus os valores de CHI da
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mistura padrao, nos respectivos valores de pH e modificadores organicos, conforme
listado nas Tabelas 3 e 4.

Os termpos de retencdo de alguns dos componentes da mistura teste variam com
0 pH, porque estes possuem cargas em valores de pH baixo ou alto, O tempo de
retengdo da acetofencna, propiofenona, butirofenona e da valerofenona é constante,
em todos os valores de pH [62].

Os graficos de calibragao para as medidas de CHI sdc mostrados nas Figuras 9-
12. O coeficiente (A) e intersegdo (B) da linha reta {Equacao 26) foram usados para
converter 0s tempos de retencdo (tR) do gradiente das 6 7-dimetéxi-4-
anilinoguinazolinas (3a, 4a-4j e 4b’-4j*), medidos sob as mesmas condi¢bes da mistura

teste, para valores de CHI, em cada valor de pH que é representado por a.
CHL: = AtR, + B {28)
Tabela 3- Os valores de CHI conhecidos [62,69,70] e os tempos “ée retengac (IR} dos

compostos da mistura padréo para a calibracdo do gradiente do HPLC para medidas de

CHI em trés valores diferentes de pH, usando gradiente de acetonitrila.

Compostos CHIly 4 em CHlys em CHl; o em
_ tR (7,4) tR (10,5) tR (2,0)
padrao pH 7,4 pH 10,5 pH 2,0
Teofilina 1,294 18,40 1,080 4,97 1,032 6,30

Feniltetrazol 1,396 | 23,60 1,331 15,98 1,299 | 17,90
Benzimidazol 1,539 | 34,30 1,525 30,61 1,736 | 42,20
Cochicina 1,768 | 42,00 1,759 43,86 1,915 | 43,90
Fenilteofilina 1,906 | 51,20 2,013 51,30 2,007 | 51,70
Acetofenona 2,103 | 65,10 2,091 64,12 2,093 | 64,10
Indoi 2,271 71,50 2,252 72,07 2,268 | 72,10
Propicfenona 2,359 77,40 2,349 77,42 2,350 77,40
Butirofenona 2,552 | 87,50 2,544 87,33 2,545 | 87,30
Valerofenona 2,727 | 96,20 2,721 96,36 2,723 | 96,40
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Calibracio para medidas de CHiempH 7.4 y = 54,587x - 51,936
R=0,9987
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Tempos de retengdo (iR, min}

Figura 9- Gréfico dos tempos de retengdo (iR) versus valores de CHI da mistura

padradc, em pH 7.4, com gradiente de acetonitrila.

Calibragfio para medidas de CHl em pH 10.5

120

R= 0,9968

y = 56,879x - 57,45
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Figura 10- Grafico dos tempos de retengao (tR) versus valores de CHI da mistura

padrao, em pH 10,5, com gradiente de acetonitrila.

51
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Calibragio para medidas de CHl em pH 2.0 y =54 7x - 53,295
R=0.9930
120

100
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&G
40

Valores de CHI
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Tempos de retengdo (tR, min)

Figura 11- Grafico dos tempos de retengao (tR) versus valores de CHI da mistura

padrao, em pH 2.0, com gradiente de acetonitriia.

Tabela 4- Os valores de CHi estabelecidos [62,69,70] e os tempos de retencao obtidos
dos compostos da mistura padrao para a calibragdo do gradiente do HPLC para
medidas de CHI em pH 7.4, usando gradiente de metanol.

Compostos tR (7.4} CHI; 4 em
padrao pH 7.4
Octanofenona 3,260 96,11

Heptanofenona | 3,171 93,95
Hexanofenona | 3,065 | 91,32
Valerofenona 2,933 | 87,53
Butirofenona 2,773 83,53
Propiofenona 2,585 78,29
Acetofenona 2,333 69,17

Acetanilida 2,060 | 54,50
Paracetamol 1,563 @ 40,80
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Calibragio para medidas de CHiempH 7.4 y = 33,514x - 11,169
R= §,9943

120

100
80
6a
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Valores de CiH
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Tempos de retencio {IR, min)

Figura 12- Grafico dos tempos de retengao (IR) versus valores de CHI da mistura

padrao, em pH 7,4, com gradiente de metanol.

Como pode ser verificado nos gréficos de regressao linear acima, os coeficientes
de correlagdo (R= 0,9987; 0,9968; 0,9930 e 0,9943, respectivamente) mostram muito
boa concordancia entre os dados (tempos de retencdo versus valores de CHI da
mistura teste). Tem sido apresentado [62,70] que a reprodutibilidade das medidas para

compostos novos pode ser dentro de = 2 unidades do indice CHI.
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3.4.2- Determinacac do coeficiente de particdo, logP, no sistema octanolagua
atraves das analises em HPLC (Método “Micro-Shake-Flask™) [67].

Este meétodo foi desenvolvido e completamente automatizado por Hill [67] nos
laboratorios de Ciéncias Fisicas da GlaxoSmithKline Medicine Research Centre,
Stevenage, Inglaterra.

Nesta parte do trabalho, sera descrito o procedimentc para a determinacio dos
valores de lipofilicidade para os compostos 3a, 4a-4j e 4b’-4j’ (v. Esquema 1, p. 5),
considerando a distribuicdo/particac dos mesmos no sistema de solventes octanol/agua
tradicional. Com o0s dados experimentais em maos foi possivel confrontar com os
valores obtidos através de métodos de calculos.

Sem a utilizacdo desta técnica {"micro-shake-flask”), que aceita ¢ uso de DMSO
para a dissolugac dos compostos, ndo seria possivel a obtencdo desses resultados.
Uma vez que o método “shake-flask” tradicional tem por regra, primeiro a dissolugdo do
composto em agua e depois apenas a analise da distribuigdo do mesmo na fase do
octanol. As quinazolinas estudadas, bem como uma grande maioria de ouiros

f&rmacos, s30 muitc pouco sollveis em &gua, o gue inviabiliza o método tradicional.
3.4.2.1- Preparacado das solugdes saturadas para medidas de particao [67]
» O tampao de fosfato em pH 7,4, 50mM.
Para 1 litro:
1,309g de KH.PO4 (MM= 136,09 g.mol™)
7.185g de NapHPO,.2H,0 (MM=177.99 g.mol™)
Foi precisc medir o pH da solucao e ajusta-lo conforme requerido.

» Octan-1-ol, em grau analitico.

Misturou-se aproximadamente 1 litro da solugao tampao e 200 mL de octanol e a

mistura foi agitada por no mininoc 5 horas até que as duas fases estivessem em
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equilibrio. A faixa de agitag&o foi branda o suficiente para permitir uma mistura razoavel
e também para impedir a formagdo de uma emulsao, que ¢ dificil de ser separada.

A mistura foi transferida para um funil de separagdo para permitir a separagéo
das duas fases. Em seguida, cada sclugdo (lampao e octanol) foi deixada escorrer em
seus frascos determinados. Entdo, cada solugdo foi filtrada utilizando os seguintes

papéis filtro:

Solugdc tampéo — Whatman no. 1

Octanol — Whatman 1PS, papei separador de fase de silicone.

O padrao interno, normalmente fenol, foi entdo adicionado ao octanol, 10 mg/100

ml.

3.4.2.2- Preparacio das amosiras a serem analisadas

As 20 quinazolinas foram preparadas em solugbes com concentragdes de 10 mM
em DMSO.

3.4.2.3- Solugoes da partigao

Em um frasco de vidro (viavel para o HPLC, Chromacol Gold) com capacidade
para 2 mL e tampa selante, foram colocadas as seguintes solugoes:
20 ul da solugdo de quinazolina (10 mM em DMSO)
980 ul da solucio tamp&o aguosa, saturada com octanol.
200 ul de octanol, saturado com soluggo tampé&o aquosa, com padrao
interno {fenol).
O preparo da solugdo de particionamento foi executado com um ‘robot” de
dispersaoc de liquido.
Os frascos das amostras foram selados e deixados em um misturador rotatorio
por no minimo 1,5 h para permitir o equilibrio completo {distribuicdo da amostra entre as

fases octanol/agua).
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Foi preparado um branco, usando 20 ul de DMSO e 200 ul de octanol sem o

padrao interno.

3.4.2.4- Medidas

A analise no HPLC foi feita em ambas as fases (octandlica e aguosa) e utilizou

um gradiente genérico, como descrito abaixo:

HPLC Agilent (HP)
modelo 1100
Coluna analitica 50 X 4.6 mm

sum Luna C-18 (2} Phenomenex
Cat#: 00B-4252-E0

Fases moveis A- H0O + 0,1% HiPO,
B- 95% MeCN + 5% H,0 + 0,1% H3PO,
Gradiente genérico Tempo Fase movel | Fase mével
(min) A (%) B (%)
6-0,5 100 0
05-40 0 100 (linear)
4,0-55 0 100
55-5,7 100 0
5,7-7,5 100 0
Fluxo 1,5 mL/min
Volumes de injecdo Fase aquosa - 10 uL

Fase do octanol — 1 ul.

Temperatura 40°C
Deteccao UV @ 215, 230, 256, 350 e 450 nm

Tempo do ciclo 7,5 minutos
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O equipamento foi programado para realizar o estagio de mistura e injegcdo. Na
injecao de 10 ul. da fase aguosa, a agulha do injetor pode penetrar na fase aquosa
sem, no enianto, carregar qualguer traco da fase do octanol. Para a analise da fase
octanodlica, antes de fazer a injecd0 na coluna, o equipamento removeu 1 ul da fase do
octanol e 10 uL de metanol {de outro frasco) e fez a mistura dos dois volumes.

A determinacdo do branco foi realizada em todas as elapas.
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3.4.3- Os valores dos coeficientes de particdo, logP, cobtidos através de alguns

meétodos de calculos

Varios metodos de calculos estao disponiveis para que os coeficientes de
particao no sistema octanol/dgua (logP) possam ser estimados a partir da estrutura
quimica [62]. Sendo que, o programa mais amplamente usado e antigo é o “MedChem
clogP” (Daylight Chemical information Systems), que é baseado no uso de valores de
logP de fragmentos moieculares derivados de uma database imensa de dados medidos
[64]. Ha também meétodos de calculos que s3o baseados nas constantes dos
fragmentos atdmicos, ou outros descritores 2D da estrutura quimica, tal como ACD/logP
{651

Abraham [72-74] sugeriu uma relagdo linear de energia livie (LFER) pars
descrever varios processos de particdo das moiéculas. A Equacdo 15 apresenta a

equacdo de soivatagao (v. p. 27):
SP =¢ + 1Ry + sm" + aXo,” + bYp," + v, (15)

onde SP e uma propriedade do soiuto (como por exemplo, solubilidade e logaritmo do
coeficiente de particdo) e as variaveis explicativas sao descritoras do soluto e as
constantes de regressdo ¢, r, s, a, b e v {(obtidas por analise de regressao linear
multipla) representam as caracteristicas da combinagao particular de sistemas de
solventes [62,72-74]. Os descritores moleculares (Ry, m, Tao™, P e V,) sdo
calculados utilizando-se o programa ABSOLV [72,81]. Os dados sdo calculados a partir
das estruturas quimicas dos compostos (“Smiles”), desenhadas no programa clogP
[64]. O programa ABSOLV inclui varios métodos semi-empiricos de calculos de
propriedades fisico-quimicas (logP em varios sistemas de solventes e de HPLC) e
biologicas. Todos estes modelos foram desenvolvidos e testados por Platts e col
[73.81] a partir da parametrizagdo com dados experimentais. Os valores do volume
caracteristico de McGowan (V,), em unidades de cm®/100 mol, foram calculados a partir
da estrutura molecular usando os volumes atdmicos, constantes da figacdo [75] e ©

algoritmo de Abraham [72] para o nimero de ligagtes.
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3.4.4- Determinacao dos valores de logP através do meétodo Shake-flask
tradicional [66]

Esta parte foi desenvolvida no laboratério de Fisico-Quimica do Dr. Michael H.
Abraham, na “University College London™, em Londres.

Esie foi o primeiro método lestado experimentaimenie para as determinacdes
dos coeficientes de particdo. Para esse fim, o Dr. Abraham sugeriu um composto
modelo (A, 4-nitropiridina-N-6xido) para serem deierminados os valores de logh em
varios sistemas de solvente/agua. Assim, foi feito um bom treinamento para a

determinacgdo de coeficientes de particao através do método “shake-flask” tradicional.

E interessante ressaltar que, esta etapa experimental foi focalizada no uso de
solventes que s3o0 mais densos do que a agua, de maneira a facilitar o experimento.
Tais solventes podem ser cloroférmic, diclorometano, tetraclorometano, 1.2-
dicloroetano, clorobenzeno, bromobenzeno e etc.

Normalmentie, o experimento é realizado como descrito no Esquema 7 [66]:
Primeira etapa - E necessario que o composto selecionado seja ativo na regido UV.

Procurar na literatura o comprimento de onda maximo do composto, imax., que €
o valor em que o soluto tem a maior absorbancia no UV e seu coeficiente de
absorptividade molar, ¢, € o maior. Se ndo ha dados disponiveis, eles tém que ser
determinados.

Além disso, alguns compostos ndo serdo sollveis em agua mas em solventes
organicos tais como acetona, metanol e etc. A alternativa e, entdo, preparar uma

solugdo estogue do analito em um dos solventes organicos e dissolver alguma
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quantidade desta solugio estoque em agua para obter a solugdo desejada. E claro que
somente solventes que sdo solliveis em agua serdo considerados!

Abaixo segue um esguema experimental [66]:

1- Composto ativo no UV

H

!

2- Determinacao de iy, ‘

l

3- Determinacao de ¢

i

4- Preparacao da solucdo
aquosa inicial

:

6- Estimar a proporcdo de ¢
volume (V/VS)

l

7- Experimento

i

8- Determinacdo de P

5- Estimar o valorde P

Esquema 7- Caminho experimental para a determinacao dos coeficientes de particao
(logP) pelo método “shake-flask”.



Farte Experimental 81

Segunda etapa - O soluto na fase aquosa ou em agua e mais uma pequena
guaniidade de solvente € analisado por espectroscopia no UV entre 800 e 200 nm de
forma a determinar o comprimento de onda no qual a absorbancia € maxima.

Em geral, uma solugdo do analito (107 a 107 mol/L) € preparada e analisada na
regido do UV. Solugdes de concentracdes maiores ou menores do que a citada acima

podem ser requeridas, dependendo da sensibilidade do analito estudado no UV.

Terceira etapa — Uma vez que © valor do iqa € determinade, o coeficiente de
absorptividade molar do soluto, neste comprimento de onda, pode ser obtido.

Este experimenio consiste em preparar uma série de solugdes cobrindo uma
faixa de concentracées, por exemplo de 107 a 107, A absorbancia, A, de cada solugao
& medida no valor de imax. Os valores de A sdo, entdo, plotados contra os valores de C
(conceniragdes) correspondentes. Um reta deveria ser obtida. De acordo com a
Equagdo 10 (v. Revisao Bibliografica 2.4.1, p. 22) e devido a largura da célula de UV
ser igual a 1 cm, o valor do coeficiente de absorptividade molér € obtidc a partir da
inclinacao da reta.

Embora o valor de £ ndo seja requerido na determinacéo de P, veja Equacac 11
(v. Revisdo Bibliografica 2.4.1, p. 22), ele € importante para verificar se a correlagéo
finear entre A e a concenifracdo, C, é respeitada naguela faixa de concentracao

escolhida.

Quarta etapa - A concentragdo inicial & determinada atraves do grafico de A contra C.
A conceniracao que conduz ao maior valor de absorbancia (A) € freqlUentemente a

escolhida.

Quinta etapa — E interessante estimar previamente o valor de P, porgue isto pode

ajudar na escolha da frac@o de volume, VAVE,
Os valores de P podem ser estimados atraves do uso do metodo de

fragmentacgéao [64].
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Sexta etapa —~ A proporgdo de voiume pode ser calculada a partir da Equacgao 11 {v.
p.22).

Em seguida, a fragdo Ay/A., pode ser estabelecida pelo pesquisador. Ay 2
absorbancia da soluggo inicial, que foi medida. A, pode ser algum valor de absorbancia
bem abaixo de Aq. Por exemplo, se Ay é igual a 1.5, A, poderia ser igual a 0.5, a
proporcao dos dois sendo 3.

Se P=30
Entdo, através da Eq. 11, (VA/V®)=30/[(1.5/0.5)-11=15
Vvi= 15 %S

O volume da fase aquosa precisa ser 15 vezes maior do gue 0 volume da fase
organica.
Conforme pbde ser verificado acima, quanto maior é o valor de P maior sera o

excesso da solugao agquosa.

Setima etapa — Uma vez que a proporcao de volume foi estimada, o experimento pode
ser iniciado.

O volume apropriado da fase organica ¢ adicionado & solucao aquosa.

As fases sdo agitadas por no minimo trés horas de maneira a alcancar o
equilibrio.

Para saber se o equilibrio é alcancado, é necessario medir a absorbancia do
soluto na fase aquosa a cada hora. Assim, o pesquisador pode acompanhar o
decrescimo na absorbancia conforme o soluto se distribui nas duas fases. Um grafico
da absorbancia versus tempo deve ser feito. O equilibric & alcancado quando 2

absorbancia n&o muda mais.
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3.5- O efeito de compostos quinazolinicos sobre a fungéo contratil do coracéo

Os resultados de atividade bioldgica para algumas das 8,7-dimetOxi-4-
anilinoquinazolinas sintetizadas, foram obtidos no laboratério de Fisiopatologia
Cardiovascular (FCM-UNICAMP) pelos alunos de mestrado Rodrigo Miguel Marin e
Jénifer Silmara Mataruco Sant'Ana, sob a orientacio do Dr. Kleber Gomes Franchini
[101,1021%

Para testar os efeitos das 6,7-dimetdxi-4-anilinoguinazolinas 3a, 4b°, 4d, 4e, 4¢’,
4h, 4i’, 4i & 4§’ (v. Esquema 1, p. 5) sobre a funco contratil do coraglo utilizamos
preparacdo de coracidc isolado do fipe Langendorff. Nesta preparagéo o coragao €
perfundido com tampédc HEPES oxigenado contendo em mM (20 HEPES, 137 NaCl, 12
MgSQ., 5 KCI, 1,5 CaClz & 16 D-glucose). C coragao de rato Wistar macho & conectado
nela acrta ascendente ao reservatério de tampéo e entdo perfundido a uma pressao

hidrostatica de 70 mmHg, de acordo com o esqguema da Figura 13.

Figura 13- Esquema do sistema de perfusdo de coragéo isolado e registro da pressao

ventricular esguerda utilizado.
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A funglo cardiaca foi avaliada através da pressdc gerada pela contragac
isovolumétrica em um baldo de tatex posicionado no ventriculo esquerdo. A onda de
pressdo pulsatil gerada no baldo intraventricular foi detectada por transdutor de pressdo
conectado ao balao, através de canula de polistilenc, preenchida com solucéo salina. O
sinal de pressaéoc fol amplificade e, através de um converscr analégico/digital,
digitalizado e armazenado em computador para a anélise através do programa Windag.

A preparacdo de coragdo isolado do tipo Langendorff (Figura 13) tem sido
largamente empregada para se avaliar a funcdo contratil do ventriculo esquerdo. Esie
experimenic avalia o desempenho contratii durante a contracao isovolumeétrica.
Experimentos como aumenic do volume diastdlico ou estiramento diastolico, adicio de
substancias com efeito inotrépico positivo (inibidores que atuam em multiplos sitios e
mecanismos intracelulares) no tampéo e alteracdo na concentracdo de calcic no banho
de perfusao provocam aumento na forga de contracac que é avaliada como aumento de

presso sistdlica [101,102].
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4- Resultados e Discussao

4.1- Sintese dos compostos

As etapas sintéticas exploradas para a preparacdo dos composios estdo
iiustradas no Esgquema 8. Os derivados de 4-anilinoguinazolinas 4a-4j (substituinte na
posicao meta) e 4b’-4) (substituinte na posicdo para) e seus intermediarios {2a e 3a)
foram sintetizados com base na metodologia geral, que j& é bem descrita na literatura
[29]. As condigOes sintelicas € 0s dados fisico-quimicos e espectroscopicos estéo
descritos na Parte Experimental 3.2 (v. p. 33).

Acetato de S0CH
CHBQ\/\I/NHE formamiding CH:;O\(/\\{/N\\[ g)mpz
) 5 A NH Refluxo
CH3OM\COOH 1§ﬂh9 crﬁo/w[( 3h
O
1a 2a
E | |
N e N
CH40 i/ Re;lt;‘xo CH;;O/\/J\f
Cl H/N\\///’\\;
| LR
3a Sy

4a-4j {R= meta}
4b'-4f' {R= para)

Cloridrato de
piriding

Ny190°C
i2h

5a-5f {R= meta)
5b'-5)" {R= para}

R= H {a), F {b), Cl (¢}, Br (d}, I (e}, OMe (), Me {g), COMe (h), NMe, (i) € NO; (j)

Esquema 8- Sintese dos compostos fendlicos 5a-5j e 5b’-57’.

B
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Na primeira etapa, a reacdo do acido 2-amino-4,5-dimetoxibenzoico (1a) com
acetato de formamidina conduziu a subseqiente ciclizacao in situ para a 6,7-dimetoxi-4-
quinazolinona (2a), em rendimento razoavel (76%) (v. Exp. 3.2.1, p. 33). A segunda
etapa na derivatizagdo, envolveu a conversio de 2a para o derivado 6,7-dimetdxi-4-
cloroquinazolina (3a) com cloreto de tionila contendo uma quantidade catalitica de DME
(rendimento de 79%) (v. Exp. 3.2.2, p. 34)[29].

Na terceira etapa, a reagdo do composto 4-cloroquinazolina {3a) com as
respectivas anilinas substituidas, em isopropano! sob refluxe, levou a formac&o das 6,7-
dimetéxi-4-anilinoquinazolinas 3~ e 4’-substituidas (R=H, F, Cl, Br, I, OME, Me,
C{O)CH;, N(CHa); e NO;) através da substituicdo nucleofilica aromatica do cioro do
intermediaric 3a (v. Exp. 3.2.3, p. 35). Os rendimentos das 6,7-dimetdxi-4-
anilinoquinazolinas (4a-4j) e (4b’-4j’) foram na faixa de 51 5 93% Talvez, a variagdo
grande de rendimentos se deva a solubilidade baixa de algumas das anilinas 3- e 4’
substituidas em isopropanol. Sendo que 12 dos 19 compostos sintetizados ainda nao
estdo descritos na literatura. Entre os inéditos encontram-se os derivados 4b’, 4d’, de’,
4f, 4, 4g’, 4h, 4h’, 4i, 47, 4j e 4)'.

A quarta etapa envolveu a preparagéo dos compostos fenolicos a partir da
desmetilagao (clivagem da ligagdo CH3-O) dos 6,7-dimetoxiderivados pela fusdo com
cloridrato de piridina a 190°C {(v. Esquema 8). Este procedimento foi relatado [29] como
sendo efetivo na desprotecdo de grupamentos metila do alcoxi do composto 6,7-
dimetoxi-4-(N-3'-bromofenil)aminoquinazolina (4d) e na formacdo de outros derivados
de quinazolinas [10]. No entanto, n&o conseguimos reproduzir este procedimento.
Algumas tentativas de desmetilagdo com outros reagentes sugeridos pela literatura
classica [94-96] [HBr (48%) e HI (57%)] também nao produziram os fendis esperados
(v. Exp. 3.24, p. 42).

Foi verificado em levantamento bibliografico [96-98], que o BBrs; em CHCh é o
reagente mais efetivo na clivagem da ligagdo CHs-O (forma brometo de alquila e o
alcoxiborano) (Esquema 9). No entanto, cabe salientar que neossas numerosas
tentativas de sintese dos derivados fendlicos, utilizando este reagente, ndo conduziram

aos produtos (v. Exp 3.2.4, 3a. Tentativa, p. 43). Um outro artigo [99] enfatiza que a
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combinagdo dos reagentes tribrometo de aluminio e etanotiol (AIBrs-E{SH) € altamenie

ativa na formacao de fendis (v. Exp. 3.2.4, 4a. Tentativa, p. 43).

OCH;,

\

OBBr,
BBry/GH,CL, TN 2 / 0
7

| —_— | | | SE—

OCH;

4
<M_ )
.
&

4
0\

Esquema 9- Etapas envolvidas na desprotecdo de metilas do catecol [97].

Em todos os procedimentos, foi utilizado 1 mol de reagente para cada grupo
alcoxi @ mais um excesso de 1 mol para cada grupo contendo N ou O potencialmente
basicos [97].

Diante de todas as tentativas negativas para a obtencdo desses derivados
fendlicos, acredita-se que os varios pares de elétrons ndo-ligantes da estrutura possam
estar interferindo na agdo desses reagentes (BBr;, AlBrs, AICI;). Uma vez que eles
atuam como acidos de Lewis ligando-se aos pontos que contém eletrons livres.

Tentou-se, entdo, preparar © aminoacido de partida, &acido 2-amino-4,5-
dietoxibenzoico (ndo é produto comercial), a partir da etilagcdo dos grupamentos OH do
4-metilcatecol e do acido 3,4-diidroxibenzdico (Esquema 10). O problema encontrado
na alquilaggo das hidroxilas desses dois reagentes, utilizando iodeto de etila e hidreto
de sodio, foi com relacao a formacdo de um sal insoltvel (fenolato de sédio) que

impede a reagao com o iodeto de etila.

HO. - X CH3CH,0 X
i i - .‘
H I
.
HO CH3;CH,0
X= CH; {4-metilcatecol)
X= COOH {acido 3 4-diidroxibenzdico)

Esquema 10- Alquilacdo dos grupamentos fendlicos do 4-metilcatecol e do acido 3.4-

ditdroxibenzodico.
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No caso do acido 3,4-diidroxibenzéico, uma recente publicagao [100] descreve
as etapas sintéticas para a alquilacao, nitrag@o e redugéo do nitro para amino, para a
obtencdo de um derivado aminoéster alquilado. Estas etapas deveriam se aplicar 3
preparagdo do nosso aminocacido alvo. No entanto, conforme descrito na Parte
Experimental 3.2.4 (5a. e 6a. Tentativas, pp. 44 € 45), a etapa de protecao do fenol com
icdeto de etila n&0 aconteceu.

Devido as dificuldades encontradas na preparacac do material de partida e dos
intermediarios fendlicos, n&o foi possivel a obtencdo dos derivados 6,7-dietdxi-4-
anilinoguinazolinas (6a-6j) e (6b’-6]’), conforme proposto no Esquema 1 (Objetivos, p.
5). No entanto, pode-se considerar que o conjunto de resultados obtidos para as 6.7-
dimetbxi-4-anifinoguinazolinas (4a-4j) e (4b’-4}’) sob o ponto de vista de sintese,
espectroscopia, coeficientes de particBo experimentais e caiculados, atividade bioldgica
(avaliagao dos efeitos desses inibidores de tirosina quinases sobre a fungdo contratil do
coragao) € bastante interessante, o que tornam estes compostos tdo importantes

quanto os 6,7-dietéxiderivados.
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4.2- Caracterizacdo das estruturas por RMN de 'H e de '°C

Os compostos obtidos foram caracterizados através dos seus espectros de RMN
de 'H e de "C (Tabela 5), IV, andlise elementar, espectros de massas e de seus ponto
de fusdo. Nesta etapa do trabalho serac discutidas as atribuicdes de RMN de 'H e de

*C. Os outros dados estdo compilados na Parte Experimental 3.2 (v. p. 33).

2 1

7a 7a 7a

CH30._+ s N CH-0 N 8
\/\ta/\\\lz 3\";’/\;/\2 CH30. 7 = ; N\\2

52 8l - NH 5 3 N . 5| '

CH3OW 3 6H30W : CaHsO \5 10 /4N3

i

o oz
Cl H/N% .
2a 3a li
FPE P
Ta 8 & ¥
CH10 ?/ 3 \ﬁ s
]
61
S’HSO S N3 R=F (4b e 4b"), Cl {4c e 4¢"), Br (4d e 4d"), | {4e & 4¢")
5 gi] > e NO; (4j e 4f')
HJ’ ‘\jcjjﬁ\\h 3
i 4R ™ 7 g T
. \): R= -OCH3 (4f e 4F), -CH; (40 e 4g’), COCH, (4h e 4h') e
5 ”
R= posicio meta (4b-4j} CHy {4i e 41"
R= posigio para {4b'-4]) — N—CH 3
"

Figura 14- Numeracao adotada para os atomos nas estruturas do sistema quinazolinico

e N-feniia.

Os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e constantes de acoplamento (J),
bem como muiltiplicidades, para os compostos 2a, 3a, 4a-4j (meta) e 4b’-4f (para)
(Figura 14) estdo descritos na Parte Experimental 3.2 (v. p. 33). Devido a grande
quantidade de espectros, optou-se por apresentar todos os espectros de RMN de He
3C e apenas alguns espectros de RMN em 2D (v. Anexo, p. 121).

Esses compostos apresentaram espectros de RMN de "H muito semelhantes,
com padrdes de acoplamentos caracteristicos. Os hidrogénios H-2, H-5 e H-8 da

estrutura guinazolinica basica dos compostos (Figura 15) apresentaram-se como
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singletos. Os sinais dos hidrogénios dos grupos anilino (4a) e anilinos 1,3- e 1.4-
dissubstituidos (como por exemplo, 3'- e 4'-bromoanilina), ligadas ao carbono C-4,
apresentaram padrbes de acoplamente caracteristicos de anéis benzénicos
monossubstituidos (sistema AAMMX), 1,3-dissubstituidos (sistema ABMX) e 14-
dissubstituidos (sisterma AA'’XX" ou AA'BR'), respectivamente (Figura 15) [103-105].

Buso, Ao A =
O~ %;2 L,
8 6 N | .
CH;0 w0, Y
y
R

X=H, F, Ci, Br, |, OMe, Me, COMe, NMe,, NO»

X ocupa a posigic mets ou para

Figura 15- Fragmentos da estrutura dos compostos.

Além dos sinais dos hidrogénios H-2, H-5 e H-8 aparecerem como singletos bem
definidos, H-2 apresentou-se sempre como o hidrogénio mais desprotegido. Isto pode
ser atribuido ao fato de H-2 estar proximo a dois atomos de nitrogénio (eletronegativo) e
sofrer, tambem, eventual desprotecéo anisotropica pelos pares de elétrons nao-iigantes
dos mesmos. Ja para os hidrogénios H-5 e H-8, ¢ primeiro apresentou-se sempre mais
desprotegido do que o segundo. Esta desprotecdo pode ser atribuida ao efeito
anisotropico provocado pela presenca de grupamentos carbonila (2a), cloro (3a) e N-
fenila substituidos (demais compostos) vizinhos a H-5, sendo gue os grupamentos N-
fenila provocam um efeito mais pronunciado. O hidrogénio H-8, em todas as estruturas,
esta sob uma menor influéncia anisotropica do par de elétrons nac-ligante do nitrogénio
N-1.

Os sinais dos hidrogénios das metoxilas (H-6a, H-7a) apresentaram-se como
dois singletos intensos e distintos na regido entre 3,90-4,00 ppm. No diagrama de
contorno gCOSY foi possivel observar as correlagbes dos hidrogénios das metoxilas H-
6a com H-5 (*Jun) e H-7a com H-8 (*Ju). Os desiocamentos quimicos na regido entre
10-11 ppm sao referentes aos sinais dos hidrogénios N-H.
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Os sinais dos hidrogénios dos anitinos 1,3-dissubstituidos (4b-4j) foram
atribuidos corretamente (Figura 15a). Os sinais dos hidrogénios H-2' apresentaram-se
como tripletos com “Jun ~ 2,0 Hz devido ao acoplamento meta com H-4' ¢ H-6". Ja os
duplo duplo dubletos (PJoms ~ 8,0 Hz, *Jpes ~ 2,0 Hz € "mew ~ 1,0 Hz) foram atribuidos
aos hidrogénios H-4" e H-6', pois apresentaram acoplamentos com H-5', H-Z' e entre si.
Os sinais dos hidrogénios H-5 desdobraram-se em fripletos, devido ao acopiamento
orto deste com H-4" e H-6" (*Jono ~ 8,0 Hz). A ordem de protegéo e desprotecdo destes
hidrogénios € dependente da natureza dos substituintes.

7a 8 1

3
CH:O !?/ 19 N\\\z
Ba 8; N3
CHyO™ X1
5 | P

‘1 7
H i

gy A
o
R= b (4a), F {4k), G {4c), Br (4d), | (4e}, OCH; (4}, CH, (4g), CIOICH; (4h), N(CH,), (4
e NO; (4))

H

Figura 15a- Compostos com substituintes na posi¢do meta do grupamento anilino.

Na estrutura da 6,7-dimetoxi-4-N-(3'-fluoro)fenilaminoquinazolina (4b), os sinais
dos hidrogénios da parte 3-fluorofenila apresentaram os seguintes desdobramentos: H-
2" apresentou-se como um dubleto de tripletos com °J (H-2-F)= 11,0 Hz & “Jmew= 2.2
Hz. O sinal do hidrogénio H-6" ndo mostrou acoplamento com o fldor, entdo, 0 mesmo
desdobrou-se em um ddd [°J= 8,3 Hz, *J (Hg-Ho)= 2.2 Hz e *J (Hg-Hy) ~ 1,0 Hz). Ja o
dubleto de tripletos em 7,52 ppm foi atribuido ao proton H-5" [PJ (Hs-He)= %0 (He-He)=
83Hze *Jur= 6,7 Hz]. Em 7,15 ppm, foi observado um tripleto de dubleto de dubletos
P dun= *Jur =8,3 Hz, 4 (Ha-H2 )= 2,2 Hz e 4 (Ma-Hg)= 1.0 Hz] que foi atribuido ao
proton H-4" {v. Anexo, Figura A9, p. 131).

Os sinais dos hidrogénios H-2'/H-6" e H-3/H-5" {cada par correspondendo a dois
protons quimicamente equivalentes, porém magneticamente distintos), do anilino (4a)
(Figura 15a) e anilinos 1,4-dissubstituidos (4b’-4j’) (Figura 15b), apresentaram-se como

dubletos sobrepostos (SJMO ~ 8,0 Hz). Ja H-3 e H-5" do composto 4a apareceram como
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um tripletc devido ao acoplamento, também, com H-4' (para 4a, o sistema de spins &
AAMMX). Esta equivaléncia dos sinais foi atribuida a livre rotacao, que € muito rapida
para a escala da ressonancia, entre as ligagdes dos grupamentos N-fenila e N-fenilas
substituidos [103-105].

= 2
5 !
8a ; : N3
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CHy0” 10,
L2
H/N\"m:‘-‘
{ UES
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5
R= F (4b), Tl (4c). Br {4d), | (de), OCH, {45), CHy (4g}, C{OICH; (4R}, N(CH,), (4

e NO; {45)

Figura 15b- Compostos com substituintes na posicdo para do grupamento aniline.

No caso dos grupamentos anilinos 1.4-dissubstituidos, seus hidrogénios se
apresentam como um sistema de spins do tipo AAXX' (ou AA'BB') e os sinais dos
espectros com uma falsa aparéncia simples, em que os compiexos multipletos de
segunda ordem normalmente se mostram como pares de dubletos distorcidos (103-
105]. Um caso extremo dessa falsa simplicidade se dé com o 6,7-dimetdxi-4-N-(4'-
bromojfenilaminoquinazolina (4d’), em que apenas um singleto (& em 7,70 ppm) é
observado no espectro de RMN de 'H (v. Anexo, Figura A25, p. 147), levando a crer,
numa andlise descuidada, que nao haja acoplamento entre os hidrogénios constituintes
do sistema de spins. Na verdade, a simplicidade do espectro se deve a uma grande
proximidade dos deslocamentos quimicos de H-2'/H-6" ¢ H-3'/H-5' {103-105].

Para o composto 6,7-dimetoxi-4-N-(4'-fluoro)fenilaminoquinazolina (4b’), com o
flGor ligado ao carbono 4’ da N-fenila, foram observados um duplo dubleto aparente
(CJin=9,0 Hz e *Jus= 50 Hz) em 7.75 ppm para H-2" e H-68" e um tripleto aparente (3JH_
v = e =9,0 Hz) em 7,32 ppm para H-3" e H-5' (v. Anexo, Figura A14, p. 136).

Parte de nossos objetivos foi realizar uma correta atribuicdo dos sinais de °C,
uma vez que a literatura nao apresenta estudos sistematicos sobre este parametro para
estes compostos. Os valores de deslocamentos guimicos de RMN de *C para 0s
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compostos 2a, 3a, 4a-4j (meta) e 4b’-4}" (para) (Figura 14) estdo descritos na Tabela 5.
Os seus espectros de RMN de "°C est&o apresentados no Anexo (v. p. 121).

Na atribuicdo dos sinais de RMN de ©°C, os diagramas de contorno HSQC ("Jew)
e gHMBC ("Jew) foram de importancia fundamental. A ordem de protecdo e
desprotecdo, principalmente dos grupamentos N-fenila monossubstituidos e
dissubstituidos, fol regida pela natureza protetora ou desprotetora dos substituintes.

Os sistemas biciclicos apresentaram dois sinais referentes aos carbonos das
metoxilas (C-6a e C(C-7a), afribuidos na regidc de aproximadamente 56-60 ppm.
Apresentaram tambeém, cinco sinais relacionados aos carbonos quaternarios, sendo
dois destes referentes aos carbonos de jungéo de anel benzénico (C-9 e C-10) e trés
sinais relacionados aos carbonos C-4 (C.=0, Cs-Cl ou Cy4-NHPh), C-6 ¢ C-7. Os
carbonos C-2, C-5 e C-8 s8o os metinicos.

Para os sistemas N-fenila dissubstituidos foram observados dois sinais de
carbonos guaternarios [C-1" ¢ C-3' (anilina 1,3-dissubstituida) ou C-1" e C-4° (anilina
1,4-dissubstituida)] e guatro sinais referentes aos carbonos metinicos (C-2', C-3' ou C-
4 (C-5 e C-8"). Na estrutura 4a, foram observados cinco carbonos metinicos e um
quaternario (C-1"), além de uma sobreposigdo dos sinais dos carbonos C-2" com C-6" e
C-3" com C-5 (v. Anexo, Figura A4, p. 126) devido a livre rotagdo das ligagbes C4-NH-
Ph. Analogamente, esta sobreposicdo foi observada na série das anilinas p-substituidas
(4b’-4§).

Com relagao aos carbonos metinicos (C-2, C-5, C-8, C-2, C-3 ou C-4', C-5 & C-
6'), uma correta atribuicdo pode ser feita através do diagrama de contorno HSQC (Je.
), uma vez que a atribuicdo dos sinais dos hidrogénids correspondentes ja tinha sido
concluida. No ¢aso dos carbonos metoxilicos C-6a € C-7a, a atribuigdo foi um pouco
dificuitada pela pequena diferenca entre os deslocamentos quimicos destes dois
atomos de carbono (~0,5 ppm). Contudo, através de uma analise cuidadosa no HSQC e
no gHMBC, pode-se fazer a elucidagao.
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Os diagramas de contorno gHMBC apresentaram correlagdes "Jen € ajudaram
na elucidagao dos sinais dos carbonos, principalmente dos quaternarios. Para a parte
quinazolinica (1A) de todos os compostos sintetizados, foram observadas, no gHMBC,
as sequintes correlagdes “Jen: 0s sinais dos carbonos quaternarios C-6 & C-7 foram
faciimente identificados através da observacgo de uma forie correlacac (CJe.n) dos
orotons metoxilicos H-6a com C-6 e H-7a com C-7. H-2 apreseniou correlagbes Clow)
com C-4 e C-9 e em alguns casos “Jc.n com C-10 (v. Figura A20, p. 142). Ja o sinal do
hidrogénio H-5 correlacionou-se atraves de *jo. com 0s carbonos C-4, C-7 e C-9 ¢
através de “Je.n com o carbono C-6. Pdde-se observar que H-8 apresentou correlagbes
a trés ligactes com C-6 e C-10 e a duas ligagbes com os carbonos C-7 e C-9. Dessa
forma, todos os carbonos guaternarios desta parte da esfrutura foram atribuidos

correlamente.

O carbono C-4 esta ligado a elementos eletronegativos como nitrogénio, oxigénio
(C.=0), cloro (C4-Cl) e um grupo —-NHPh, gue retiram elétrons por efeito mesomérico,
diretamente ligados a ele. Portanto, estes fatores explicam o fato deste carbono ser, na
maicria das estruturas, o0 mais desprotegido (acima de 157 ppm) quando comparado
aos outros. O carbono C-2 também sofre desprotecdo pelos dois atomos de nitrogénio
diretamente ligados a ele. |

O carbono C-9 apresentou sempre maior desprotecao do que C-10. Isto ja era
esperado, pois em C-9 hd o efeito de desprote¢do ipso referente ac grupo ~N=C(H)-,
enquanto que C-10 n&o esta diretamente ligado a nenhum atomo eletronegativo.

Com relacao aos carbonos C-6 e C-7, estes sdo desprotegidos por terem o
atomo de oxigénio (eletronegativo) diretamente ligado a eles. No entanio, C-7
apresentou maior desprotegaéo quando comparado a C-6, 0 que ja era esperado, pois

C-7 estd em posicdo para em relac@o aos grupos desprotetores —C(=0)-NH- (2a), -
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C(Cl=N- (3a} e -C{NHPh)=N- (demais estruturas). Além disso, 0 carbono C-7 esta
ligado ao oxigénio que participa do sistema =, enquanto que o oxigénio de C-6 nao
participa da conjugacao.

Com relagdc aos carbonos dos substituintes N-fenila meta (1B} e para-
substituidos {(1B’), os sinais dos carbonos metinicos e metilicos foram atribuidos
através dos seus respectivos diagramas de contorno HSQC, enguanto que os sinais
dos guaternarios foram elucidados através das correlacfes a duas e a irés ligacoes
observadas no gHMBC. Deve ser ressaltado que houve facilidade na atribuicdo dos
sinais dos carbonos C-3’ ou C-4’, aos quais estdo os grupamentos OMe, Me, COMe e
NMe;, uma vez que foram observadas, no gHMBC, as correlagdes dos protons das

metilas destes com seus respectivos carbonos ipso.

1B 1B’

Para os compostos 6,7-dimetOxi-4-N-(3'-fluoro)fenilaminoquinazolina (4b) e 6,7-
dimetoxi-4-N-(4'-fluoro)fenilaminoquianzolina (4b’) foram observados os seguintes
acoplamentos C-"°F:

Estrutura 4b: 'J (Ca-F)= 242,6 Hz, 2J (C4-F)= 21,0 Hz, 2J (Co-F)= 24,9 Hz, 3J
(C1-F)= 10,8 Hz e °J (C5-F)= 9,3 Hz.

Estrutura 4b’: 'J (C4-F)= 241,6 Hz, 2 (Ca 5-F)= 23,0 Hz e %J {Cze-F)= 8,3 Hz.

Na série das quinazolinas com halogénios em posicbes 3’ ou 4’ da parte N-fenila,
observou-se que o fllor e o cloro (elementos mais eletronegativos dos halogénios)
provocam um efeito de desprotegdo mais pronunciado sobre o carbono ipso (C-3 ou C-

4’) quando comparados ac bromo e ao iodo. Este efeitc pode ser atribuido a alta
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densidade eletrdnica sobre estes carbonos, devido & nuvem eletrénica volumosa,
facilmente potlarizavel, do bromo e do iodo.

Ainda, e interessante notar a largura e a intensidade dos sinais alribuidos a
alguns carbonos direlamente ligados z atomos de nifrogénio, especialmente o©s
carbonos C-8 e C-1'. Para estes, a relaxago escalar do N-14 causou um alargamenio
das linhas e diminuigdo de suas intensidades [105,106]. No caso do composto 4i', com
substituinte N(CHas), ligado ac carbono (C-4', foi observado este efeilo sobre os
carbonos C-1" {(134,1 ppm), C-3' e C-57 (118,3 ppm), C-4" {1431 ppm) e C-7" {43.8 ppm)
{(v. Anexo, Figura A50, p.172).

Nestes casos, as atribuigcbes destes sinais sé foram possiveis porgue, no
gHMBC, foram observadas correlagGes a longa distancia, como por exempio no caso
de C-9 que tem seu sinal correlacionado com os hidrogénios H-2, H-5 e H-8 {v. Figura
AZ0, 142).
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4.3- Coeficientes de partigao

4.3.1- Determinacao do indice cromatografico de hidrofobicidade (CHI) através de
HPLC de gradiente rapido de fase reversa, em valores de pH baixo, neutro e alto
[62,70].

4.3.1.1- Calcuio de CHI

Nesta etapa utilizaremos as constantes, A (inclinagdo da reta) e B (intersecao
em Y), derivadas dos graficos de regressao linear dos tempos de retencdo (tR) versus
valores de CHI de uma mistura padrdo determinada, conforme mostrado na Parte
Experimental 3.4.1.2 (v. p. 49), para converter os tempos de retencao obtides para 2
6,7-dimetdxi-4-cloroquinazolina (3a) e para as 6,7-dimetoxi-4-anilinoquinazolinas com
substituintes em posicoes meta (4a-4j) e para (4b’-4j’) (v. Esquema 1, p. 5) para

valores de CHI, em cada valor de pH que ¢ representado por a (Equacao 286).
CHI; =AfR, + B (26)

Tomando-se como exemplo o composto 6,7-dimetoxi-4-cloroquinazolina (3a),
temos gue:

QO cromatograma, em pH 7,4 com gradiente de acetonitrila, apresentou um tempo
de retencao igual a 2,023. Entdo, de acordo com a Equacdo 27, que descreve a
tendéncia da curva, obtida no gréafico de calibracdo da Figura 9 (v. Exp. 3.4.1.2, p. 51),

temos:

y = 54,587x - 51,936 (27)
onde, y=CHl,, x=1R;, A=54 587 ¢ B= -51,936.

Logo, se tRy 4= 2,023 para o composto 3a, obtemos que:
CHIy 4= 54,587 (2,023) — 51,936
CHI, 4= 58,49
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Dessa mesma forma, foram calculados os indices cromatograficos de
hidrofobicidade (CHI) para as outras 19 quinazolinas (4a-4j e 4b’-4j’), & claro que
consigerando 0s tempos de retengdo e curvas de calibracio respectivos, em cada valor
de pH.

Os tempos de retencao (IR), bem como os valores correspondentes de CHi e
CHllogP, em acetonitrila e metanol e valores de pH 7.4, 10,5 e 2,0, para 0s composios
alvo estdo compilados na Tabela 6. Os valores de CHi sdo dependentes do pH da fase

movel.

4.3.1.2- Calculo do CHllogP (um equivalente do logP)

A Tabela 6 mostra que, para as quatro condicBes experimentais, foram
determinados os valores de CHliogP (que € um equivalente do logP). Estes s&o os
resultados da conversao dos valores de CHI através das Equactes 13 (em acetonitrila)
e 14 (em metanol) (v. Revisdo Bibliografica, p. 25):

CHllogPacny= 0.0525 * CHlacn ~ 1.467 (13)
e
CHE'OQP(MQOH}: 0.0735~ CHlMeOH - 37523 (14)

Entao, novamente, tomando como exemplo o composto 3a, temos que:
CHl; .= 58,49 equivale a um CHilogP = 1,60
CHlps= 57,5 equivale a um CHllogP = 1,55
CHlIy 0= 57,09 equivaie a um CHllogP = 1,53
CHl7 4 (metanol)= 73,45 equivale a um CHllogP = 1,65

Note que, ao contrario dos demais compostos que, em pH 2,0, apresentaram
valores de CHILogP bem diferentes do que nas outras condigbes de pH, para o
compostc 3a, os valores estdo na mesma faixa. Esta observacio serd explicada no

tOpico seguinte.
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Figura 16- Os graficos dos valores de CHllogP obtidos a partir dos valores de CHI em

pH 7.4 (acetonitrila e metanol) e pH 10,5, respectivamente.

A
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R= 1,0000
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= 300
5 250
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Os graficos A, B e C, da Figura 16, mostram boa concordancia (R= 1,0000,
0,9743 e 0,9731, respectivamente) entre os dados de CHllogP (pH 7.4 e 10,5), em
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acetonitrila @ metanol. Isto nos leva a acrediiar que esta é uma técnica eficiente para a

determinagdo da lipofilicidade de compostos novos, tais como as quinazolinas,

4.3.1.3 - Q valor do ACH! e a conclusio do carater acido/base dos compostos

guinazolinicos em estudo [62,71].

Tabela 7- Os valores de ACHI para os compostos 3a, 4a-4j e 4b’-4.

Quinaz. ACHI{1}
R= 7a 5 ’ 7a & 1
3 04T c:rlgo\;/\;/wﬁ2 CHngN\\\\%E
4a (H) 3572 éaﬁzown ? é?-;ao/sl\ﬁ)é\oﬁ” 32'
4b (m-F) | 40,10 o H’N\}/ﬁfﬁa
4 (pF) | 3647 o e T
4¢ (m-Cl) 43,62
4c’ (p-Cl) 42,49 A definicdo do vaior do ACHI é descrito
4d (m-Br) 44 48 através da Equacdo 28.
4d' (p-Br) | 4435 ACHI= CHlyq s — CHIly, (28)
4e (m-1) 46,58
4e’ (p-1) 46,99 Quando o valor de ACHI € menor do qgue 5,
4t (m-OCH;) | 35,18 assume-se que o composto é neutro nos trés
4f (p-OCH3)  31.73 valores de pH investigados. Compostos neutros
4g (m-CH;) | 38,84 apresentam 0s mesmos valores de CHI em
4g' (m-CHs) | 37,97 diferentes pH [71].
4h (m-COMe) | 32,51 Isto pode ser conferido para o composto 3a, da
4h' (p-COMe) | 32,30 Tabela 6, que apresentou 0s mesmos CHI em
4i (m-NMe,) | 51,19 valores de pH 7,4, 10,5 e 2,0.
4’ (p-NMey) | 51,19
4j (m-NO3) 39,87
4j' (p-NO2) | 39,67
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Os compostos restantes exibiram carater de base. Pois, quando o ACH! &
positivo & maior do que 5, o composto e uma base. Quando € negativo e menor do que
5 é um acido [71]. As bases apresentam os mesmos vaiores de CHlem pH 7,4 ¢ 10,5.
No entanio, valores de CHi em pH 2,0 menores {esta afirmac¢dc pode ser verificada na
Tabela 6).

4.3.2- Determinacgio do coeficiente de particdo, logP, no sistema octanol/agua

através das analises em HPLC (método “Micro-Shake-Flask”) [67].

4.3.2.1- Analise dos dados

Nos cromatogramas, ambos os picos da amostra e do fenol foram integrados
depois da subtracdo da linha base, usando o branco (v. Exp. 3.4.2, p. 54). O logP foi
calcuiado tanto para as amostras quanto para o fenol, usando o programa Excel
(Tabela 8). As equacbes utilizadas na anélise dos dados [67], obtidos conforme Parte

Experimental 3.4.2, sdo:

logP do fenol= LOG [fenol no oct {mAU)/fenol na dgua (mAU)] (29)

logP da amostra = LOG [amostra no oct. {mAU)/fenol no oct. {mAU)] (30)

logP corrigido da amostra= logP da amostra + (1,46 — logP do fenol) (31)

mAU- area do pico no cromatograma

Os valores de logP no sistema octanol-agua, obtidos através das Equacbes 29-
31, para as 6,7-dimetoxiquinazolinas 3a, 4a-4j € 4b’-4j’ (v. Esquema 1, p. 5), bem como
todos os dados fornecidos pelos cromatogramas, estao compilados na Tabela 8.

Este procedimentc experimental foi repetidc trés vezes para testar a
reprodutibilidade do método. Os resultados da primeira andlise ndo foram muito
satisfatorios. Ja para as duas (ltimas analises, os valores sao muito proximos. Ent&o,

optou-se por compilar apenas os valores de logP do segundo e do terceiro experimento.
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4.3.3- Os valores dos coeficientes de partigdo, logP, obtidos através de alguns

meétodos de calculos

Os descritores moleculares (Rz, ', Tos ™, 28, e Vy) para as 8,7-dimetdxi-4-
anilinoguinazolinas 3a, 4a-4j e 4b’-4j’ (v. Esquema 1, p. 5) foram obtidos utilizando-se o
programa ABSOLV [72,73,81]. Estes dados foram caiculados g partir das estruiuras
guimicas dos compostos (“Smiles”), desenhadas no programa clogP [64]. Portanto, os
valores destas variaveis explicativas da Equacao de soivatacdo genérica (Equagio 15,

v. p. 27} estdo compilados na Tabeia S.

Abraham e col. [72-74] obliveram uma Equacdo de solvatacac (25) que descreve

a particdo do soluto no sistema octanol e agua, log Pue [62] (v. p. 32):

logPex= 0,088 + 0,562R; — 1,054, + 0,034% 0, — 3,4603 8" + 3,841 V, (25)
n=613 r=0,997 sd=0,116 F=23162

Onde n € o numero de compostos |, r € o coeficiente de correlagdo multipia, s.d. é
o desvio padrao, F € a estatistica de Fisher. Pode ser observado na Equacao 25, que a
polarizabilidade — dipolaridade (n;") e a basicidade da ligacdo de hidrogénio (Xp:7)
diminuem o particionamento do composto para o octanol, enquanto que a acidez tem

muito pouca influéncia (Taz™).
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Tabela 9- Valores dos descritores moleculares da Equacao de solvatacdo de Abraham

(15) [72-78], calculados para os compostos alvos.

Compostos| R, T Tae” | IR | Vs
3a 1,63 | 1,64 0 1,14 | 152

4a (H) 2,50 | 232 | 0,20 1,57 | 2,11
4b (m-F} 2,39 | 234 | 0,28 1,51 2,13
4b’ (p-F} 2,39 | 2,37 0,28 149 | 2,13
4c (m-Cl) 2,64 | 2,42 0,28 1,52 | 2,23
4¢’ (p-Cl 2,64 | 246 | 0,28 1,51 1 2,23
4d (m-Br) 2,81 2,5 0,28 1,51 2,25
4d' {p-Br) 2,81 1 2,54 0,28 150 | 2,29
de (m-) 3,15 | 2,53 0,28 152 | 2,37
de’ (p-l) 3,15 257 | 0,28 | 1,51 | 2.37
4f (m-OMe) | 2,53 | 2,45 | 0,20 1,74 | 2,31
4f(p-OMe) | 2,53 | 249 | 020 @ 1.73 | 2.31
4g (m-Me) | 2,51 | 23 | 020 | 156 | 2.25
4g' (p-Me) | 2,51 | 23 | 0,20 | 156 | 2.95
4h (m-COMe)| 2,65 | 2,77 0,20 1,9 2,41
4h' (p-COMe), 2,65 | 2,94 | 0,20 1,76 | 2,41
4i (m-NMe,) | 2,75 | 2,48 0,20 1,86 | 2,49
4i’ (p-NMey) | 2,75 | 248 0,20 1,86 | 249
4j (mNOy) | 2,53 | 2,45 | 0,20 | 1,74 | 2.31
4i' (p-NO,) | 2,53 | 249 | 0,20 1,73 | 2,31

Ta 8 1
CH30 7/ .9 N‘ﬁz
Ba € e i N3
CH0™ 10
Cl
3a

Ta S k|
CH30 Tz =§ N\ﬁz
6
ga . : N3
CH3O 5 ‘30 4
N 1< 3.

-

M = R
R= 4a-4j {meta) e

Ab*-4f" {para) 5

Os valores de coeficientes de particdo calculados para as quinazolinas alvos,

utiizando-se alguns metodos empiricos tais como: clogP (1) (programa MedChem
ciogP) [64], ACDlogP/D (2) (ACD/logP/D) [65], Octanol (3) (ABSOLV) [72,73,81],

atravées das equacbes de solvatagéo (4) [72,74], que descrevem o equilibrio de
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particionamento dos compostos nos sistemas octanoliagua e cloroformio/agua e

através do logP via CHl7 4 estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10- Valores de coeficientes de particdo calculados, logP, utilizando meétodos

baseados na esirutura molecular {(gualro primeiras colunas) e nas Eguacgbes de

solvatacdo (15).

Ta

CH30 CHO 7 ° g &Q\
casoWNa CHy0” 7405
Gl H’N 1'/2 3
3a ! R
R= 4a-4j {meta) oy ¥
4b'-4] {para) 5
Série de | clogP |ACDLogP |ACDL.ogD|Octanol| logPuw | 10gPierer | logP via

Quinazol. {1) {(2) {2) {3) {4) {(4). CHlr 4
Ja 1,92 1,42 1,42 1,07 1,15 2,41 1,28
4a {H) 4.00 2,87 2,84 1,60 1,87 2,62 1,82

b (m-F) 416 3,36 3,33 1,80 1,86 2,62 2,31

4b’ {p-F) 416 3,32 3,28 1,72 1,90 2,68 2,06
4c (m -Ci) 473 3,90 3,85 2,21 2,29 3,03 2,71
Cl) 4,73 3,86 3,79 213 2,28 3,05 2,66

4d (m Br) | 4,88 4,08 4. 01 2,46 2,53 3,28 2,84
4d' (p-Br) | 4.88 4 04 3.97 2,38 2,52 3,30 2,83
de (m-) 514 4,34 4.30 2,89 2,97 3,64 3,02
4e’ (p-i) 514 4.30 4.27 2,81 2,97 3,66 3,07
4f (m-OMe) | 3,93 3,13 3,11 1,65 1,72 2,83 1,91
4 (p-OMe) | 3,93 2,82 2,69 1,57 1,72 2,85 1,67
4g (m-Me) | 4,50 3,33 3,31 2,18 2,27 3,26 2,19
4q’ (p-Me) | 4,50 3,33 3,20 2.18 2,27 3,26 2,19
4h{m-COMe)| 3.48 2,67 2,64 1,21 1,27 2,58 1,63
4h’ (p-COMe)] 3,48 2,75 2,74 1,55 1,61 3,03 1,64
4i (m-NMe;) | 4,20 3,32 3,21 2,03 2,09 3,20 2,09
40’ (p-NMe;) | 4,20 3,32 3,21 2,03 2,09 3,20 2,09
4j (m-NO,) | 3,93 3,26 3,25 3,08 1,72 2,83 2,36
4i' (p-NO,) | 3,93 3,33 3,31 3,00 1,72 2,85 2,46

(1) Programa clog P (MedChem) [64],

(2) Programa ACD/logP [65],

(3) Programa

ABSOLYV [81], (4) Equacdo de Solvatacao [62,72,74] (log Pcowiemic, 85 constantes s&o:
c=0,327, s= 0,157,

conforme Equacgao 25, acimaj.

e= -0,391, a= -3,191, b= -3,437 e v= 4,191,

logP, foi caiculado
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Os valores de l0gPqc via CHI7 4 (acn, para os compostos quinazolinicos, foram
estimados atraves Equagdo 32 {70]:

log Pog= 0,054 CHiza jacny + 1,319 Y™ ~1,877 (32)
N=86 r=0,970 $=0,29 F=655

A Equagao 32 é usada para alinhar as escalas de lipofilicidade entre o
CHllogPacn & 0 logPsq. Uma vez que a maior diferenca entre as escalas de lipofilicidade
do CHiacn © 10gPocanciaguz € COM relacdo a sensibilidade a acidez da igacdo de
hidrogénio (Yo" dos compostos [62,70].

De acordc com o gue estd apresentado na Tabela 10, hé diferencas entre os
valores obtidos atraves dos varios meétodos. A precisdo do calculo depende, em grande
parte, do tamanho e da qualidade da base de dados de logP medidos que foi usada
para desenvolver o algoritmo [62,70].

A meihor forma de avaliar a qualidade dos valores de logP empiricos é compara-
los com os dados experimentais. Esta analise foi feita em Resultades e Discussio (v. p.
92).
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4.3.4- Consideragdes gerais sobre os resultados de logP, obtidos através dos

dois métodos cromatograficos e dos métodos de calculos.

A lipofilicidade das moléculas de droga desempenha um papel importante na
absor¢ao, permeabilidade e disposicdo das mesmas no sisterna bioldgico [62]. Logo,
como as quinazolinas 3a, 4a-4j e 4b’-4j’ (v. Esquema 1, p. 5) sdo consideradas
quimioterapicos potenciais para o tratamento de doengas tais como cancer, dal surgiu o
interesse em se determinar os valores dos coeficientes de particio, logP, das mesmas.

Conforme descritc na Parte Experimental 3.4 (v. p. 48), os valores dos
coeficientes de particdo para os compostos 3a, 4a-4j e 4b’-4j’ foram determinados por
cromatografia de fase reversa. Tais métodos sio:

- Deteminagao do indice cromatografico de hidrofobicidade {CHI) [62] — método
que utiliza os tempos de retengdo do gradiente para medir a lipofilicidade. O gradiente
foi, previamente, calibrado com uma mistura padrdo de compostos, sendo que os
tempos de retengao foram expressos pela porcentagem do volume da concentragdo
organica quando os compostos eluiram na coluna.

- O "micro-shake-flask”, que & um método modificado do “shake-flask” tradicional.
Nesta técnica observa-se, no cromatograma, o descréscimo na area do pico (mAU) da
fase aquosa devido a particdo do composto para o octanol [62,67].

Estes dois meétodos proporcionaram maior rapidez e eficiéncia as medidas de
iipofilicidade em relagdo ao metodo fradicional (“shake-flask™).

A grande vantagem do método CHI é gue se o equipamenio de HPLC foi
calibrado, previamente, e as mesmas condi¢bes de calibracdo sio aplicadas as novas
amostras, nao ha necessidade de medidas extras de lipofilicidade. No entanto, as
vantagens em se obter as medidas de logP no sistema octanol/agua sao que elas
podem ser calcuiadas e uma grande quantidade de dados determinados esta disponivel
em bases de dados [64,65,81].

Como pode ser verificado nas Tabelas 6 (CHllogP em valores de pH 7.4, 10,5,
2.0) e 8 (logP no sistema octanol/agua em pH 7.4), onde estdo compilados os valores
de lipofilicidade para as quinazolinas 3a, 4a-4j e 4b’-4j’ (v. pp. 80 e 84), os dados
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sugerem altc carater lipdfilico para os compostos, ou seja, eles se distribuem melhor
em ambientes lipidicos .

Para as medidas de CHI, o equivalente ao logP é expresso pelc CHilogP. De
acordo com a Tabela 6 (v. p. 80), a faixa de valores para o CHllogP variou entre 155 e
2,98, em valores de pH 7.4 e 10,5. Ao contrario, em pH 2.0 os valores correspondentes
de CHliogP s&o muito baixos. Isto aconteceu para os composios 4a-4j e 4b’-4]" que,
com excegdo do composto 3a, que & neutro e apresentou 0s mesmos valores nos irés
pHs, foram caracterizados como bases fracas (v. 4.3.1.3, p. 82).

Os valores de logP medidos para o sistema octanol/agua (v. Tabela 8, p. 84)
apresentaram-se na faixa entre 1,87 e 3,58. No entanto, o valor de logP= 4,34 para o
composto 4e’ nao pode ser considerado. Isio se deve ao fato de que nac foi possivel
integrar a area do pico da amostra na fase aquosa, no cromatograma. Verificou-se que
0 composto, no equilibrio, deslocou-se completamente para o octanol. Através da
meédia dos valores das areas dos outros compostos, estimou-se este valor.

Comparando-se o0s resultados obtidos através das duas técnicas
cromatograficas, nota-se que as escalas entre a lipofilicidade do CHiLogPacn e do logP
octanol/agua sao ligeiramente diferentes (Figura 17), uma vez que a correlagdo

(R=0,8527) entre 0s dados experimentais é baixa.

CHHogP (ACN) versus logP (octancliagua), y = 0,9706x + (),9822
medidos em pH 7.4 R=0,8527
o < 500
S &
o *
-__E E 400
»
& cE: 3,00 M
-
& 5 200 .
= R
2 E g
1,00 1.50 2,00 2.50 3,00 3,50

CHHogP (ACN)em pH 7,4

Figura 17- A correlacéo entre os valores da lipofolicidade do CHllogPacn & do

LogPoctanonsgua, medidos em pH 7.4,
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De acordo com a literatura [62,69-71] este efeito ¢ atribuido a:

Compostos doadores de ligagdo de hidrogénio apresentam melhor
pariicionamentc em octanol por causa dos grupamentos OH (octancl) gue podem
interagir com © grupo doador da ligag&o de H do soluto, resultando em maicres valores
de logP (estes composics parscem mais lipofilicos). No entanto, grupos
aceptores/doadores ndo interagem com a fase estacionaria de hidrocarboneto (C-18)
do HPLC, entd0 0s compostos parecem mais hidrofilicos. Logo, a grande diferencga
entre as escalas de lipofilicidade esta relacionada & acidez da ligagdo de H (Sa.'') dos

compostos.

log Poc= 0,054 CHl7 2 acny + 1,319 Tan™ —1,877 (32)
N=86 r=0,97C $=0,29 F=655
As duas escalas podem ser corrigidas pela introdugio do termo da acidez (San" ),

conforme Equacao 32.

CHliogP {MeOH) versus logP (octanol/agua),
medidos em pH 7,4 y = 1,3114x - 0,01686
R= 0.9050
?::f « 500
o ™~ &
® T 4,00
T = -
s 5 300 /
g 3
s 3 200 $
D @
2 E 100
1,00 1,50 2,06 2,50 3,00 3,50
CHilogP (MeOH) em pH 7,4

Figura 18- A correlagao entre os valores da lipofolicidade do CHllogPueow € do

LogPoctanoiagua, Medidos em pH 7.,4.

A Figura 18, mostra um leve aumenio na correlagdo (R=0,9050) entre os dados

experimentais do CHIllogP em metanol e do logP no sistema octanol/agua. Este
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resultado sugere uma certa proximidade entre as escalas de lipofilicidade do
CHIllogPueon € do 10gPscanol.

4.3.4.1- Comparagio entre os valores de lipofilicidade medidos e calculados

Os resultados dos célculos empiricos e os métodos utilizados estio listados na
Tabela 9 (v. p. 88).

Os valores de lipofilicidade medidos (CHllogP e logP octanol/agua) foram, em
muitos casos, 2 unidades menores do que os dados estimados através dos métodos de
calculos, como por exemplo através do programa clogP).

Foi feita uma comparacdo enire os valores de iogP calculados, obtidos através
de cinco métodos diferentes de calculo [clogP, ACD/logP/D, ABSOLV e [0gPoct
calculado pela Equagdo de solvatagdoc (25)] (v. Tabela 10, p. 87) , com os valores
experimentais de CHilogPacn e logP para as 6,7-dimetoxi-4-anilinoquinazolinas 3a, 4a-
4j e 4b’-4f (v. Esquema 1, p. 5).

Os dados fornecidos pelos métodos de calculo que apresentaram correlacdes
razoaveis com os de CHllogPacn foram: ACDIogP/D (R= 0,917, Figura 19) e logP
calculado atraves da Equagéo de solvatacao (25) (R= 0,906, Figura 20). Ja para os
outros metodos, as correlagdes foram baixas (clogP; R= 0,842 e ABSOLV: R= 0,818).

lCHIEQQP (ACN) em pH 7,4 versus ACDlogP y = 1,4515x + 0,0753
R = 0,917
45
4
3.5
3
2.5 2
2
1.5 -
1

+ & *
Py *

ACDiogP

1.00 1,50 2,00 2,50 3,00 3.50
CHilogP (pH 7.4

Figura 19- Grafico da lipofilicidade do CHllogP obtido em pH 7.4 versus ACDIogP/D.
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y = 1,0508x - 0,3341
CHilogP (pH 7,4) versus iog P via EquagBo 25 R =0,8062

3.50

2
% 3,00 o8
§ 2,50
&

w200 0.2
> & &%
& 1,50
k=] e

1,00

1,00 1,50 2,00 250 3,00 3.50
CHILogP {ACN) em pH 7,4

Figura 20~ Gréfico da lipofilicidade do CHllogPacn obtide em pH 7.4 versus logP

calculado através da Equagao 25.

No entanto, um grafico da lipofilicidade do CHIlogP em pH 7,4 com a media dos
valores de logP obtidos através dos cinco métodos, apresentou um aumento

significante na concerdancia entre dados (R= 0,9487, Figura 21)

CHIiogP {ACN} versus meédia dos valores de logP

caiculados
y=12771x - (,0082

R = 0.9487
4,00

3,50
3,00
2,50
2,00
1,50 -
1.00

1.00 1,56 200 2,50 3.00 3.50

CHiHogP em pH 7.4

Média dos vatores calculados
{logP)

Figura 21- Gréfico da lipofilicidade do CHIlogP obtido em pH 7,4 versus média dos

valores de logP calculados (5 metodos).
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Agora, comparando-se os dados de logP medidos no sistema octanol/agua, em
pH 7.4, com os valores obtidos pelos varios métodos de calculo, pode-se dizer que as
correlagbes obtidas através de graficos de regressao linear foram desapontantes.

O melhor resultado foi aguele obtido pela correlacdo entre os dados de logP
medidos e os calculados pelo matodo ACDIiogP/D (R= 0,906, Figura 22}, Os outros
forneceram as seguintes correlagdes: clogP (R = 0,883), iog P via CHb 4 (R = (,880)
logP pelo ABSOLV (R = 0,739}, logP calculado pela Equacgo 25 (R= 0,736).

logP (octanol) medido versus ACDlogP y = 1,2579x - 0,6435
R=0.906
&
5
% 4 ® & @
o
Q3
2
*
1
1,00 2,00 300 400 5.00
logP {octanol) medido em pH 7.4

Figura 22- Grafico dos valores de 10g Poctanoet medidos versus ACDlogP (logP caiculado).

No entanto, o grafico das médias dos valores calculados (5 metodos) com os
dados de lipofilicidade medidos, em pH 7.4, resultou em um coeficiente de correlagio
melthor (R= 0,911, Figura 23). Sendo que os dados do CHillogPicn também
apresentaram melhor correlagdo com a meédia dos resultados calculados.

Isto sugere que cada método de calculo funciona bem para certos tipos de
compostos e que emprega diferentes aproximacgdes para o calculo [62,58]. Além disso,
a precisdo do calculo depende, em grande parte, do tamanho e da qualidade da base

de dados de logP medidos, que foi usada para desenvolver o algoritmo [58].
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logP {octanol) medido versus média dos logP
calcuiados y = 1,0761x - 0,5434

R=0,9110

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00

1,00 2,00 3.00 4,60 5,00

{ogP (octanol) experimental

Média dos valores de tog
P caiculados

Figura 23- Grafico dos valores de logP medidos versus a média dos valores calculados

(5 métodos).
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4.3.5- Determinacd@o dos valores de iogP através do método “Shake-flask”
tradicional [53]

Foram determinados os valores de logP para o 4-nitropiridina-N-éxido (A,

atraves do metodo shake-flask, em varios sistemas de solvente/agua.

NO,

Primeiramente, foi preparada uma solucdo do composfb A em agua, na
concentragdo de 1,62 x 107 mol.L™". Entdo, 0 imsx foi determinado através da analise
no espectrometro de UV ( janela espectral de 700 a2 200 nm); imax = 313 nm

Neste estudo, varios sistemas de solvente/agua, para os quais os coeficientes
estimados eram disponiveis para o composio A, foram considerados. Estes sistemas e

seus coeficientes correspondentes sao dados na Tabela 11.

Tabela 11- Valores das razdes dos volumes, VA/V® obtidos para cada sistema [53].

Sistemas logPestimado Pestimazo | VYVZ 1 VA (mL) | V® (mL)
Cloroformio/agua 0,12 1,318 1,7 30 18
Diclorometano/agua 0,20 1,58 1,267 30 20
Dicloroetano/agua 0,02 1,05 1,31 30 23
Clorobenzeno/agua -(,818 0,152 0,19 20 58
Bromobenzeno/agua -0,400 0,398 0,5 10 20
Tolueno/agua -0,93 0,117 0,15 4.5 30

*Neste sistema a razao de absorbancias usada foi A¢/A.= 1,8/0,8=2,25.
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A concentracdc inicial foi determinada através do grafico de A {absorbancia)
contra C (concentragdo), obtido através de uma serie de solugbes na faixa de 10° a
10% mol.L". A concentracdo que conduz ac maior valor de absorbancia (A) é
normaimente a escolhida.

Uma vez que os valores de P sdo conhecidos e a faixa de absorbancia foi
estabelecida (Ao/A¢), a razdo de volume pode ser estimada a partir da Equacdo 11 (v.
Revisao Bibliografica, p.22).

A fracao Ag/A. foi estabelecida pelo Dr. Abraham. Ag, € a absorbancia da solugao
inicial que foi medida e A. pode ser um valor bem abaixo de A;. Por exemplo, se Ag €
igual a 1,8, A pode ser igual a 1,0 ou 0,8. Entdo, a razéo sera de 1,8 e 2,25,

respectivamente.

Considerando © sistema em cloroformio temos que:
LogPestimade = 0,12 Pestimade= 1,318
Ag/Ae=1,8/1= 1.8

Entao, P= [(AglAe) — 11 VAV (11)
1,318 = [1.8 ~1] VAV®
VAV3= 1,318/0,8
VA=17V°

Esta razd0 nos indicou gue o0 volume da fase aguosa deveria ser de 1,7 vezes
maior do que o do cloroférmio. A partir disso, 0s volumes utilizados foram: VA= 30 mL

de solucao aquosa e V°= 18 mL de cloroformio.

Utilizando-se esse mesmo procedimento descrito acima para o cloroformio,
foram obtidos o0s resultados para os outros sistemas de solventes utilizados na
determinagdo dos correspondentes coeficientes de particdo. _Estes dados estao
compilados na Tabela 11.

Uma vez que a razio entre os volumes (VAV®) foi estimada, o experimento foi

iniciado. Considerando o sistema cloroformio/agua, procedeu-se da seguinte maneira:
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Uma solucgdo 1,62 x 10 mol/L. da 4-nitropiridina-N-oxido {A) foi preparada em 1L
de agua. Em seguida, em trés frascos com capacidade para 100 mL, foram
adiciorados, em cada, 30 mL da solugao aquosa (& necessario que as medidas sejam
feitas em triplicata). A absorbancia inicial, A,, desta solugdo foi medida em max = 313
nm. A absorbéncia foi medida trés vezes para cada uma das solugbes (i, i e fi) e a
media dos valores fol obtida como Ag. Entdo, de acordo com o vaior de VS caiculado,
foram adicionados 18 mL de cloroférmio saturado com agua, em cada um dos frascos.
As fases foram, entdo, agitadas por 30 min e deixadas em repousc por 5 minuios. As
fases aquosas das misturas foram analisadas trés vezes para cada solucdo no UV. O
valor medio das trés medidas foi obtido para cada uma das trés solucbes e foi
considerado como o valor A.. As solucdes foram agitadas por mais 30 min e analisadas
novamente. Em seguida, novamente, as solucdes foram analisadas depois de mais 1
hora de agitagac. Este passo foi repetido por mais 1 hora (completando-se 3 horas de
agitagdo) e, entdo, valores de absorbancia constantes foram obtidos {v. Figura 24).

Na Tabela 12, sdo apresentados os valores médios de absorbancias obtidos no
inicio do experimento, Aq, e depois de trés horas de agitacio, A.. Esta tabela apresenta,

tambem, os valores de P e de logP obtidos.

Tabela 12- Resultados experimentais para o sistema Cloroformio/agua.

Solugdo | VAV®  Ag (a) ] As(a) [Ac/Ae] P | logP
i 1,7 02,1211 1,191 1,781 11,327 10,123
ii 1,7 12,123 11,192 1,781 1,328 1 0,123
iii 1,7 12,124 11,196 | 1,776 11,319 0.120
média 2,123 11,193 11,779 1,32510,122
dp 0,002 | 0,603 0,003 | 0,005 | 0,002

(a)meédia dos valores das absorbancias

dp = desvio padrao

Foi construido um grafico (Figura 24) utilizando-se a média dos vaiores das

absorbancias, A, obtidas para cada uma das solugdes (i, ii e iii), contra o tempo {0, 30,
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60, 120 e 180 minutos}, em min. Este mostra, claramente, que o equilibrio foi alcancado
apobs trés horas de experimento.

Os valores de P para cada solugdo (i, ii e i) foram calculados de acordo com a
Equacac 11. Os mesmos estao listados na Tabela 12.
P= (30/18) [(2,121/1,191) =11 = 1,327
Log P= 0,143

Sendo este ¢ caiculo para a solugao (i), assim foi feito, sucessivamente, para as

outras solugtes.

4-Nitripiridina-N-Oxido {1.62 x e-4 mol/L} + cloroférmio
2,200 &

2,000

1,800

1,600

1,400

Absorbancia em 313 nm

1,200 FY S Y 'Y
1,000

G 50 100 150 200

Tempo/min

Figura 24- Absorbéancia (A) versus ¢ tempo de experimento, em minutos.

Os valores de logP foram também determinados para o composto 4-nitropiridina-
N-oxido (A), na concentragéo de 1,62 x 10 mol.L™ em solucao aquosa, em todos os
sistemas listados na Tabela 11. Isto foi feilo seguindo os mesmo procedimento
experimental descrito para o sistema cloroférmio/agua. Os dados experimentais, bem
como os valores de log P determinados e o desvio padrdo, dp, estdo compilados nas
Tabelas 13-17.
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Tabela 13- Resultados experimentais para o sistema diclorometano/agua.

Solugdo | VM/V® | A (a)} [A. (a) | AfA.| P | logP
i 15 12,128 1,042]2,042|1,5630,194
i 1,5 12,127 {1,057 12,012 1,518 | 0,181
ifi 1.5 12,126 11,048 12,02911,543 /0,188
Média 2,127 11,049 2,028 | 1,542 | 0,188
dp 0,001 0,008 | 0,015 0,022 | 0,006

(a)valores médios das absorbancias

Tabela 14- Resuitados experimentais para o sistema dicloroetano/agua.

solucdo| VAVE T A, A, |Aol/lAe: P logP
i 1.3 | 2,082 1,100 1,893 | 1,161 0,085

ii 1,3 12,0891,106] 1,889 | 1,155 { 0,063

il 1,3 12,090{1,106| 1,890 | 1,157 | 0,063
media 2,087 11,104 1,890 | 1,158 | 0,064
dp 0,004 | 0,003, 0,002 | 0,003 | 0,001

{a)média dos valores das absorbancias

Tabela 15- Resultados experimentais para o sistema clorobenzeno/agua.

solugdo| VAV® [ Ay (a) [Ac (a) [Ac/Ae| P | logP
i 0,2 |2,080/0,795]| 2,591 | 0,318 | -0.497
i 0,2 [2,104 0,821 2,563 | 0,313 | -0,505
iii 0,2 12,103/0,860 2,445 [ 0,289  -0,539
média 2,089 0,825 2,533 [ 0,307 | -0,514
dp 0,025]0,033 0,077 [ 0,015 0,022

(a)média dos valores das absorbancias

100
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Tabela 16- Resultados experimentais para o sistema bromobenzeno/agua.

solugio VAV® [ Aq(a) A.(a) AolAe, P | logP
i 05 2002|1254 1,668 0,334 -0,478
i 0,5 12,123[1,272| 1,669 | 0,335 | 0,476
iii 0,5 12,095|1,287 ] 1,628 | 0,314 | -0,503
média 2,103 | 1,271 1,655 | 0,328 | -0,485
dp 0,017 | 0,017 0,024 | 0,012 0,016

{a)média dos valores das absorbéncias

Tabela 17- Resuitados experimentais para o sistema tolueno/agua.

solugao| V'IVS | A, (a) | A. (@) AolAe| P | logP
i 0.15 | 2,029 | 0,705 | 2,878 | 0,282 | -0,550
i 0.15 | 2,059 | 0,745 | 2,764 | 0,265  -0.577
ii | 0,15 | 2,039 0,810 | 2,517 | 0,228 | -0,643
média 2,042 0,753 | 2,720 | 0,258 | -0,590
dp 0,015 10,053 | 0,184 | 0,028 | 0,048

101

(a)média dos valores das absorbancias

As medias dos vaiores de logP apresentadas nas Tabelas 13-17, mostram que
os resultados parecem estar corretos € ndo muito longe daqueles esperados (v. Tabela
11, p. 96). O erro das medidas € baixo, menos do que 0,1 unidades de /og.

Finalmente, pode-se concluir que o método desenvoivido aqui € uma técnica facil
e que permite resultados consideraveis. Entretanto, seria interessante e melhores
resultados seriam obtidos, se a concentracdo do soluto (ativo no UV) em equilibric

fosse analisada em ambas as fases, no UV.
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O coeficiente de particdo, logP, foi determinado para a quinazolina 4a no sistema
cloroformio/agua.

Foi preparada uma solucdo do composto 4a em solugdo aquosa saturada com
cloroférmio (2:1) agua, na concentragdo de 7,12 x 10° molL”. Entdo, 0 s fOI
determinado atraves da analise no espectrémetro de UV ( janela espectral de 700 2 200
nmy: imax = 218,2 , 250,2 e 337,6 nm

O comprimento de onda escolhido para anélise dos resultados foi o de 337,6 nm,
pois os outros encontram-se na mesma faixa de absorcéo do cloroférmio no UV.

O valor calculado de logP em cloroformio (log Pcuciz= 2,62) foi obtido através da
Equagao de solvatagio (15) (v. Tabela 10, p. 87), desenvolvida por Abraham [72-74].

A partir do dado calculado, foi possivel estimar a raz3o enire os volumes (VA/VS)
dos solventes. Entao,

Se log P (CHCI3) = 2,62 P=4186,9

A raz&o entre os volumes, sugerida pelo Dr. Abraham. foi de V* = 200 VS,

VA= 1000 mL para a solugdo aquosa saturada com cloroférmio e V8= 5 mL de
cloroformio saturado com clorofémio.

O procedimento experimental foi desenvolvido da mesma maneira como foi
explicado acima. Com a diferenca de que para que esta mistura atingisse o equilibrio
foram requeridas 4 horas de experimento, 1 h a mais do que para os outros
experimentos. Tambem trabalhou-se com apenas duas solugdes e um branco, por
causa da quantidade de material e volume grande dos frascos das solucdes.

Os resultados sao mostrados na Tabela 18 e Figura 25.
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Tabela 18- Resultados experimentais para o composto 4a no sistema cloroférmio/agua.

solucdo| VHV° Ao A AoclAe P logP
i 200 1,183 1,049 | 1,128 | 25,548 | 1407

i 200 1,168 1,012 | 1,154 | 30,830 | 1,489
média 1,176 1,031 | 1,141 | 28,189 | 1,448
dp 0,011 0,026 | 0,019 | 3,735 | 0,058

Quinazolinag 4a {7.12 x e- § M} + clorgformio
1.200
]
Z 1180
f": a
s 1,140
E 1120
3 1100
=
2 1.080 *
<]
@ 1,060
21
< 1040 * .
< L 4
1,020
4] 50 100 150 200 250 380
Tempo/min

Figura 25- Absorbancia (A) versus o tempo de experimento, em minutos.

Apesar do erro experimental ter sido baixo (= 0,08), o valor de logP obtido ficou

abaixo, em mais do que 1 unidade de /og, do valor estimado.
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4.4- O efeito de compostos quinazolinicos sobre a fungao contratil do coragiao

Os resultados de atividade bioldgica, para algumas das 8, 7-dimetdxi-4-
aniinoquinazolinas sintetizadas, foram obtidos no laboratoric de Fisiopatologia
Cardiovascular (FCM-UNICAMP) pelos alunos de mestrado Rodrigo Miguel Marin e
Jénifer Silmara Mataruco Sant'Ana, sob a crientacdo do Dr. Kieber Gomes Franchini.
Os compostos avaliados estdo descritos na Figura 26.

CHL0 Nﬁ CHaO N‘ﬁ CH;0 N‘ﬁ
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3a 4k H = ] M
e 44
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CHLD N\ﬁ
CH0 CHD Ny
CHis;0 1
CH0 # “
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CH,0. \ﬁ
CHy0 N
= =
-

Figura 26- Compostos avaliados quanto aos efeitos sobre a funcéo contratil do coracao.

As doencas do coragdo apresentam-se, com freqliéncia, com disfuncao contratil
do miocardio. Esta resulta em sindrome de insuficiéncia cardiaca, condicéo clinica
causadora de elevadas morbidade e mortalidade na populagcdo em geral {101,102]. O
desenvolvimento de farmacos com fungdo especifica sobre uma enzima determinada
pode ser fundamental para o conhecimento da importéncia da mesma sobre as funcées
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celulares e sua correlagdc com as deencas [101]. Além disso, farmacos com e2ssas
caracteristicas apresentam potencial aplicac8o terapéutica na insuficiéncia cardiaca
[121

Curvas Congceniragio-Efeito
Deita=30mmHg P R
o~
0.8+ / bt + 3a

/
/ f
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2 1 8

13 -4 - 10 -3 -
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ECs= 4,181010"
EC.y= 2,3370x10°

.
P s
Ean= 1,0500x107

% da Resposta Maxima
de Pressio Sistolica

7 8 5

ECse= concentracio da droga que promaoveu 50% do efeito na pressaoe (inclinacac da curva).
M= mol.L” Delta= 30 mmidg (variacao que a droga provoca na pressao sistblica)

Figura 27- Resultados de experimentos realizados em coragbes, utilizando preparagao
do tipo Langendorff, para avaliar os efeitos das 6,7-dimetdxi-4-anilinoquinazolinas 3a,

4d e 4i sobre a atividade contratil do ventriculo esquerdo.

Foram realizados experimenics onde avaliou-se a resposta da pressao sistoiica
do ventriculo esquerdo a doses crescentes das 8,7-dimetoxi-4-anilinoquinazolinas 3a,
4d e 4i (Figura 27). Estas quinazoiinas provocaram aumentos consistentes da presséo
sistdlica gerada pele ventriculo esquerdo com doses iniciais na faixa de pM, sugerindo
efeito em mecanismos especificos. Afravés da analise do grafico da resposta
percentual de pressac sistblica versus Log [drogal:mol.L”" da Figura 27, pode-se
observar que o composio inédito 4i (ECse= 4,16x1 0" promoveu o maior aumento da
pressfo sistdlica do coragdo quando comparada as drogas 3a (EC50=2,34X10%) e 4d

(E050=‘§,55X’§O‘8)3 em doses relativamente baixas, indicando a especificidade e
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poténcia desse composto para o efeito inotrépico (aumento na for¢a de contragao do
coracao).

As respostas apresentadas pelos compostos 3a, 4d e 4i nos motivaram 2
realizacdo de experimentos para avaliar a atividade de outras quinazolinas (4b’, de, 4e’,

4h, 4h’ e 4f°) sobre a fung&o contratil do coragio (Figura 28).

Pressio Sistolica
X
Log [Drogas] :M

130 | an [m-C{OMe]
g 190 o | 40 (pF)
= P .| 4e* {p)
fu}

@ g 0] A | 4h [p-ClO)Me]
§ g . > | de (m)
@ 4’ (p-NG)
2 g

80 H T 3 F F H

13412 11 0 -8 8 T 8

Log[Drogas]:M

Figura 28- Resultados de experimentos realizados em coragOes, utilizando preparagéo
do tipo Langendorff, para avaliar os efeitos das 8,7-dimetéxi-4-anilinoguinazolinas 4b’,
4e, 4e’ 4h, 4K e 4] sobre a atividade contratil do ventriculo esquerdo.

Na Figura 28, estao representadas as curvas de resposta da pressao sistdlica do
ventriculo esquerdo as doses crescentes de 8,7-dimetdxi-4-anilinoquinazolinas 4b’, 4e,
4¢’, 4h, 4’ e 4]’ Através da analise deste grafico, pode-se observar que o composto
4e promoveu maior resposta no aumentc da press3o sistélica quando comparado com
os demais compostos quinazolinicos. Qutro ponto importante & observado para o
composto 4e’, isdmero de de, que apresenta um efeito positivo, porém com intensidade
menor. Ja os isdmeros 4h e 4h’ ndo promoveram efeito sobre a fungao cardiaca. Os

compostos 4b’ e 4j° apresentaram respostas pouco expressivas.
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O efeitc inotrépico positive observado com os composios 3a, 4d, 4e, 4’ e 4i
pode ser devido & sua agdo emn muitiplos sitios ¢ mecanismos intracelulares [101].
independentemente do mecanismo de acfo, os resultados observados, em doses
relativamente baixas das quinazolinas, indicam agdc bastante especifica. Um dos
mecanismos possiveis pelos quals agentes inotropicos agem é através de modificacdo
da disponibilidade de Ca® para o aparelho contrati! dos cardiomidcitos [101,102].

Os mecanismos pelos quais este aumento do estado inotrépico ocorre ainda ndo
séc compreendidos [101]. No entanto, forna-se interessantie investigar se esses
farmacos estariam atuando através da ativacdoc de vias conhecidas, que promovem ©
aumento da funcéo contrati. Para tais experimenios, foi escolhido o composto inédito 41
que promoveu & maior resposta sobre a pressioc sistdlica em comparagdo com 0s
demais compostos.

Uma primeira hipStese, seria a participacBo de receptores 3-adrenérgicos nas
respostas inotropicas positivas [102]. Uma oulra, seria 0 aumenio da concentragae de
jons caicio no interior da célula cardiaca, motivado pelo composto 4i.

Para verificar o envolvimento dos receptores B-adrenérgicos do coracdo, foram
avaliados os efeitos da adigdo, no tampéao de perfus@o, de um antagonista § (2uM de
propranolol) sobre a curva concentragdo-efeito do 4i em coragdes isolados de ratos.

Com relacdo ao envolvimentc do ion caicic, nas respostas obtidas com o
composto 4i, utilizaram-se dois procedimentos:

- Adicao de um bloqueador de canal de caicio tipo L (1uM de diltiazem).

- Reducao da concentracdo de célcio no tampao de perfusioc do coracéo isolado.

A Figura 28, mostra gue a adigio de propranoclol ao tamp8o nio provocou
alteracao no efeito inotropico positive causado pelo composto 4 em coragdes isclados.

isto sugere que o composto 4i ndo exerceu seu efeifo inotrépico por agdo no receptor §.
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Figura 29- Efeito da adig&o de 2uM de propranoicl sobre a curva concentracio-efeito de

4i em coragbes isolados de ratos. Os dados representam a média de 6 experimentos.
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Figura 30- Efeito da adigdo de 1uM de diltiazem sobre a curva concentracao-efeitc de 4i

em coragbes isolados de ratos. Os dados representam a média de 8 experimentos.
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A adicdo de diltiazem ac tampéo, como apresentado na Figura 30, também néo
provocou alteracéo no efeito inotropico positive causado pelo 4i em coragbes isolados.
O diitiazem & um inibidor conhecido do canal de caicio do lipo L, responsavel peia
modulacdo da entrada de cdlcio ne midcito cardiaco, um importante modulador do
inotropismo. Nosso resultado sugers que o efeito inoirdpico do composto 4i ndo se da

atraves do canal iipo L de calcic.

Curvas Concentragio-Efeito
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Figura 31- Efeito da redugdc da concentracdo de cdlcio sobre a curva concentragio-
efeito de 4i em coragbes isolados de ratos. Os dados representam a meédia de 6

experimentos.

O efeito inofropico positivo em resposta as doses do composto 4i foi atenuado
nela reducdo da concentragio de caicio no tampao de perfusdo (Figura 31). Este
resultado foi interpretado como inespecifico, ja que modificaces na disponibilidade do
caicio para o aparelho contratil sempre provocaram alteragdes no inofropismo, devido
ao fato desse mecanismo ser a via final comum de todos os mecanismos gue regulam o
inotropismeo {101,102]. No entanto, estes resultados sao Gteis para a reafirmacéo da
consisténcia dos resultados dos demais experimentos (Figuras 29 2 30), que nao

influenciaram o efeito inotrépico do 4i.
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De maneira geral, estes resultados indicaram que o composto 4i produz efeito
inotropico por mecanismo especifico intracelular [101,102]. Com base em informacdes
anteriores [3-8] de que composios semelhantes t&m efeito inibidor na atividade de
tirosina guinases, pode-se sugerir que seu efeito inotrépico positivo se deva a inibicde
da fosforilagdo em flirosinas de proteinas envolvidas no mecanismo de centracdo

muscular [102].
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5-Conciusdes
Os resultados obtidos permitiram chegar as seguintes conclusdes:

Sintese: atraves da ulilizagdo de uma metodologia descrita na literatura, conforme
proposto no Esquema 1 {v. Objetivos, p. 3}, foram oblidos todos os 19 derivados de 6,7-
dimetoxi-4-anilinoquinazolinas (4a-4i e 4b’-4]’) e seus intermediarios 2a & 3a. em
rendimentos de razoaveis a satisfatdrios. O 8,7-dimetdxi-4-cloroquinazolina (3a) foi
utilizado como um composte alternativo para reagir com as anilinas 3- e 4-substituidas.
O atomo de cloro apresentou-se como um bom grupo de saida frente a nucledfilos tais
como os grupos anilinos, possibilitando assim, a reacdo de substituicdo nucleofilica
aromatica [29].

Nenhum dos procedimentos testados, mesmo agueles indicados como altamente
eficientes [94-99], na desmetilagdo dos 6,7-dimetdxiderivados para levar a formagso
dos intermediarios fendlicos (5a-5j e 5b’-5)") conduziu a resultados satisfatérios.
Consequentemente, ndo foi possivel testar a quinta etapa do Esquema 1 (v. Objetivos,
p.5). Tentou-se, entdo, preparar © aminoacido de partida, o acido 2-amino-4,5-
dietoxibenzodico (n&o € produto comercial), a partir da etilagdo dos grupamentos OH do
4-metilcatecol e, posteriormente, do acido 3 4-diidroxibenzoico. No entanto, também
aqui ndo conseguimos reproduzir 0s resultados da literatura [100].

Devido as dificuldades encontradas na preparagéo do material de partida e dos
intermediarios fenolicos, ndo foi possivel a obtencdo dos derivados 6,7-dietoxi-4-
anilinoguinazolinas (6a-6j e 6b’-6j’), conforme proposto no Esquema 1 (Objetivos, p. 5).
No entanto, pode-se considerar gue o conjunto de resultados obtidos para as 8,7-
dimetdxi-4-anilinoguinazolinas (4a-4j) e (4b’-4j’} sob o ponto de vista de sintese (12 dos
19 compostos sintetizados sdo inediios), espectroscopia, coeficientes de partico
experimentals e calculados, atividade biologica (avaliacao dos efeitos desses inibidores
de tirosina quinases sobre a funcdo contratii do coracdo) e bastante interessante, 0 que

tornam estes compostos tdo importantes quanto os 6,7-dietoxiderivados.
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Espectros de RMN: foram obtidos os espectros de RMN de 'H, de °C e em 2D
(gCO3Y, H5QC e gHMBC) para os compostos sintetizados 4a-4j e 4b’-4j’ e seus
intermediarios 2a e 3a. Os sinais dos hidrogénios das metoxilas H-6a & H-Ta foram
identificados atraves das correlagbes de H-6a com H-5 (*Juy) € H-7a com H-8 ((Jnu)
observadas nos diagramas de contorno gCQOSY. Tendo-se concluido as airibuicbes dos
sinais dos hidrogénios, os sinais dos respectivos carbonos metinicos foram faciimente
identificados nos diagramas de contorno HSQC (‘o). Devido a quantidade de
carbonos quaternarios, as correlagbes a longa distancia, que sao observadas nos
diagramas de contorno gHMBC, tornaram-se indispensaveis. Nestes, foram observadas
as seguintes correlagbes "Jew: 05 sinais dos carbonos quaternarios C-6 e C-7 foram
faciimente identificados através da observacdo de uma forte correlagdo (*Jew) dos
protons metoxilicos H-8a com C-6 e H-7a com C-7. H-2 apresentou correlagBes (*Jown)
com C-4 ¢ C-8. Ja o hidrogénio H-5 correlacionou-se através de ®Jes COM 0S carbonos
C-4, C-7 e C-9 e através de “Joy com o carbono C-6. Pode-se observar que H-8
apresentou correlagbes a trés ligacbes com C-6 ¢ C-10 e a duas ligacGes com os
carbonos C-7 e C-9. Com relagdo aos sinais dos carbonos dos sistemas N-fenila
substituidos, houve facilidade na atribuicdo dos sinais dos carbonos C-3' ou C-4', aos
quais estdo os grupamentos OMe, Me, COMe e NMe;, uma vez que foram observadas,
no gHMBC, as correlagdes dos protons das metilas destes com seus respectivos
carbonos. Dessa forma, todos os carbonos quaternarios da estrutura foram atribuidos

corretamente.

Coeficientes de Particdo: Os dois métodos [indice Cromatografico de Hidrofobicidade
(CHI) e o "Micro-Shake-Flask™] utilizados na determinacéo dos valores dos coeficientes
de particao, na forma de logP, proporcionaram rapidez e eficiéncia as medidas da
lipofilicidade dos compostos 3a, 4a-4j e 4b’-4j [62,70]. Os dados apresentados nas
Tabelas 6 e 8 sugerem aito carater lipofilico para as quinazolinas, ou seja, gue elas se
distribuem melhor em ambientes lipofilicos. Os valores de lipofilicidade medidos
(CHllogP e logP octanol/agua) foram, em muitos casos, 2 unidades menores do que 0s

dados estimados atraves dos métodos de calculos (por exempio, clogP).
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Os graficos de regressdo linear entre os valores determinados e caiculados
mostraram algumas correlagbes expressivas e outras baixas. Isto pode ser atribuido ao
fato de que cada metodo de calculo funciona bem para certos tipos de compostos e,
tambem, que cada um emprega aproximacdes diferentes para o calculo [71].

Com reiacdo ac meétodo “shake-flask” tradicional, foram determinadas 2z
partiggo/distribuigac de um composto modelc A (4-nitropiridina-N-0Oxido), considerando
varios sistemas de solvente/agua [66]. Os resuitados experimentais mostraram muito
boa concordancia com aqueles estimados por meio de calculos. Também foi verificada
a distribuicdo da quinazolina 4a no sistema cloroférmio/agua, entretanto, apesar do erro
experimental ter sido baixo (z 0,06), o valor de logP obtido ficou abaixo, em mais do que

1 unidade, do valor estimado.

Atividade bioldgica sobre a funcdo contratil do coracio: embora os ensaios
biologicos, que avaliam os efeitos dessas drogas sobre a fungdo contratil do coracso,
tenham sido iniciados h& pouco mais de 1 ano, os experimentos ainda estdo em
andamento. Uma vez que a maior parte desse periodo foi destinada ao processo de
otimizag¢ado e validacao do metodo.

Das nove substancias testadas destacam-se as 3a, 4d, 4de, 4e’ e 4i, que
promoveram maior efeito inotropico positivo (aumento da pressdo sistolica). O efeito
destas drogas pode ser devido a sua agdo em multiplos sitios e mecanismos
intracelulares [101,102]. No entanto, os mecanismos pelos quais este aumentc do
estado inotrépico ocorre, ainda ndo sado compreendidos.

Tornou-se interessante investigar se estes farmacos estariam atuando através de
vias conhecidas como receplores B-andrenérgicos, adicdo de blogueadores de canal de
célcio tipo L e redugdo da concentragéo de célcio no tampdo [101,102]. Para estes
testes foi escolhido o composto 4i, por ser inédito e ter a melhor resposta sobre a
pressdo sistolica em ensaios anteriores (v. Figura 27, p. 105). O composto 4i
apresentou uma melhor resposta no ensaio de redu¢do da concentragio de calcio no
tamp&o, pois o efeito inotropico positivo, em resposta a adicdo de 4i, foi atenuado pela

redugéo da concentragdo de Ca®* (v. Figura 31, p. 109).
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Com base em informagbes anteriores [3-6] que compostos semelhantes tem
efeito inibidor na atividade de tirosina quinases, pode-se sugerir que seu efeito

inotrépico positivo se deva a inibicdo da fosforilagdo em tirosinas de proteinas envolvida
no mecanismo de contragdo muscular [102].
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ANEXO

Espectros de RMN de 'H e de °C
Diagramas de contorno gCOSY, HSQC, gHMBC
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