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RESUMO

O ntimero crescente de casos de cancer, as estatisticas que apontam para milhdes de novos
casos nos proximos anos, como também as limitagdes no tratamento tornam a busca por
novos candidatos a farmacos antineoplasicos uma necessidade atual. O ndcleo inddlico,
presente em alguns produtos naturais, vem sendo considerado uma estrutura privilegiada
apresentando diversas atividades bioldgicas, inclusive antineoplasica. Neste trabalho,
apresentamos inicialmente a sintese e caracterizacdo de 21 derivados 3-hidroxi-indol-2-
ona-3-substituidos, obtidos via reacdo de Morita-Baylis-Hillman, onde 12 séo inéditos,
utilizando isatina (1) e seus derivados como eletrofilos e acrilonitrila, acrilato de metila e
p-nitro-fenilacrilamida, como aceptores de Michael. A maioria dos adutos foi obtida em
bons a excelentes rendimentos (92-99%). Os tempos reacionais variaram de acordo com
0 aceptor utilizado, onde para os adutos contendo o grupo nitrila, as reacdes
demonstraram ser mais rapidas (1h — 24h). A avaliacdo preliminar da atividade citotoxica
foi realizada em 5 linhagens tumorais e anélise dos dados mostrou que 0s compostos com
maiores atividades (Clso < 3uM) 3a, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i sdo aqueles que continham
0 grupo nitrila, dentre os quais os compostos 3f (Clso= 42 nM) e 3i (Clso= 48 nM)
apresentaram resultados muitos promissores, contra a linhagem HL60 (leucemia
promielocitica). O composto 3f apresentou um excelente indice de seletividade (IS =
967,14), muito superior ao farmaco de referéncia doxorrubinina (IS = 12,73). A
caracterizacdo estrutural dos compostos foi realizada por espectroscopia de RMN H e

13C e massa de alta resoluc&o.

Palavras-chave: Nucleo indolico. Estruturas privilegiadas. Reacdo de Morita-Baylis-Hillman.
Atividade antineoplasica.



ABSTRACT

The growing number of cancer cases, statistics that indicate millions of new cases in the
next years and treatment limitations as well make the search for new antineoplastic drug
a current necessity. The 3-Substituted-3-hydroxyindolin-2-ones nucleus, present in some
natural products, has been considered a privileged structure with several biological
activities, including antineoplastic. In this work, it is presented the synthesis and
characterization of 21 3-Substituted-3-hydroxyindolin-2-ones derivatives obtained by
Morita-Baylis-Hillman reaction; 12 of them are unpublished, and it was used isatin and
your derivatives such as electrophilic and acrylonitrile, Acrylate and p-
nitrophenylacrylamide as Michael acceptors. Most of the adducts were obtained in good
to excellent yields (92-99%). The reaction times varied according to the acceptor used, in
those adducts containing nitrate group, the reactions were faster (1h - 24h). The
preliminary evaluation of cytotoxic activity was executed in 5 tumoral lines and data
analysis showed that the compounds with the greatest activities (IC 50 <3uM) 3a, 3c, 3d,
3e, 3f, 3g, 3h, 3i are those containing nitrile group, among these compounds, 3f (ICso=
42 nM) and 3i (ICso= 48 nM) showed very promising results, against the HL60 line
(promyelocytic leukemia). The Compound 3f presented an excellent selectivity index (IS
= 967.14), much higher than the reference drug doxorubinin (IS = 12.73). The structural
characterization of the compounds was performed by spectroscopy of 1H and 13C NMR

and high resolution mass.

Keywords: 3-Substituted-3-hydroxyindolin-2-ones nucleus. Privileged structures.

Morita-Baylis-Hillman reaction. Antineoplastic activity
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1 INTRODUCAO

Além de ser uma enfermidade que mata milhdes de pessoas por ano, o cancer vem
apresentando estimativas cada vez mais preocupantes. Nos paises em desenvolvimento é
esperado nas proximas décadas um impacto de cancer na populacdo que corresponde a
80% dos mais de 20 milhdes de casos mundiais estimados para 2025. A estimativa para
0 Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de
cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo-melanoma (aproximadamente 180 mil casos
novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer. Os canceres de prostata (61
mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. (INCA, 2016)

Os farmacos antineoplésicos utilizados no tratamento do céncer apresentam
limitacOes devido ao seu mecanismo de acdo, o qual interfere diretamente nas funcdes de
reproducdo celular. O grande obstaculo continua sendo o fato de tais drogas atuar nao
apenas sobre células tumorais, mas também em células saudaveis. Mesmo em doses
terapéuticas, os quimioterdpicos podem ocasionar severas toxicidades, fato este que
motiva a busca por novos farmacos que minimizem ou até mesmo acabem com estas
limitacdes. (SIMAO et al., 2012)

No desenvolvimento de novos farmacos para combater o cancer e inimeras
enfermidades, aparecem na literatura cada vez mais relatos sobre o uso de estruturas
privilegiadas, isto é, pequenas moléculas organicas que podem interagir com mais de um
tipo de bioreceptor. (FERNANDES, TIRITAN, PINTO 2015). Compostos que
apresentam o nucleo inddlico, por exemplo, vém apresentado diversas atividades
bioldgicas. (SINGH; DESTA, 2012)

Derivados 3-hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos sdo compostos heterociclicos,
cujo nucleo indolico pode ser considerado uma estrutura privilegiada, uma vez que estdo
presentes em varias unidades nucleares de muitos produtos naturais e compostos
farmaceuticamente ativos, tornando-se assim alvos sintéticos interessantes para o
planejamento de novos candidatos a farmacos. (YAN et al., 2013)

Diversos produtos naturais e analogos sintéticos, que apresentam o nucleo
inddlico, vém apresentando um amplo espectro de atividades bioldgicas, como por
exemplo: alto potencial anti-oxidante, anti-cancer, anti-HIV e neuroprotetoras.
(PEDDIBHOTLA,2009)
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Para a sintese de derivados 3-hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos, diversas reactes
podem ser empregadas, tais como as reacOes alddlicas catalisadas por arginina (YAN et
al., 2013) e reacdo de Henry (MESHRAM et al., 2013). Uma via sintética também
conveniente é o emprego das reacdes de Morita-Baylis-Hillman (RMBH) entre isatina (1)
e alcenos ativados, catalisadas por amina terciaria (LIMA-JUNIOR et al., 2016)

Em relato na literatura (LIMA-JUNIOR, 2012) foram sintetizados e bioavaliados
frente a linhagem cancerigena HL-60 (leucemia promielocitica) 40 adutos de Morita-
Baylis-Hillman (AMBH), onde foi observado que os derivados que apresentavam o
nucleo indolico foram os mais ativos da série congénere.

Com base no exposto, o presente trabalho tem como finalidade a sintese de uma
nova série congénere de derivados 3-hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos via reacéo de
Morita-Baylis-Hillman com derivados de isatina e aceptores de Michael e a sua

bioavaliacdo frente a linhagens de células tumorais.
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FUNDAMENTACAO TEORICA
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1.1 CANCER

1.1.1 Aspectos e Classificacio

Um conceito formal utilizado na contemporaneidade é que é uma doenca
caracterizada pelo crescimento desordenado de células que tendem a invadir tecidos e
6rgdos vizinhos. Considerada uma doenga genética, pode ser transmitida a uma célula
normal, através da transferéncia de genes tumorais (copias de genes normais que sofreram
mutacdes). (INCA,2016)

Na transcri¢do, ha a sintese de proteinas que mostra perda ou ganho de sua funcéo
bioldgica e as mutacfes que ocorrem durante esta etapa sdo modificagdes transmitidas no
material genético e acontecem em qualquer célula e sdo ocasionadas por agentes fisicos
e quimicos do meio ambiente ou por produtos tdxicos da propria célula (radicais livres,
por exemplo). (FURTADO; NEPOMUCENO, 2012)

Em termos de tipos de cancer, pode-se dizer que ha relatos de mais de 200 tipos,
que se pode desenvolver em qualquer 6rgao de nosso corpo. Biologicamente falando, os
Orgdos sdo constituidos por diferentes tipos de células estruturadas em camadas, por
exemplo, de tecidos. Os tecidos sdo constituidos de tipos especificos de célula. O cancer
pode se desenvolver a partir de quase quaisquer tipos de célula no corpo. (INSTITUTO
ONCOGUIA, 2015).

A classificacdo do cancer ndo se da de acordo com os tecidos para 0s quais se
espalhou, mas sim com o tipo de célula normal. Sendo assim temos de acordo com esta
classificacdo, que € denominada primaria, que os varios tipos de cancer podem ser
colocados em um dos seguintes grupos: carcinomas (tecidos epiteliais); sarcomas (tecidos
conjuntivos); linfomas (sistema linfatico); leucemia (células da medula 6ssea); mielomas
(malignidade nas células plasmaticas da medula déssea que produz os anticorpos);
melanomas (melandcitos); gliomas (tecidos de suporte cerebral ou da medula espinhal) e
neuroblastomas, atribuido a tumor pediatrico derivado de células malignas resultantes de
células neuronais primordiais. (ALMEIDA et al., 2005)

H& uma distribuicdo epidemioldgica que sugere aumento de casos e tipos de
cancer com o status socioecondmico da populacdo. Ainda segundo este estudo, cancer de
mama, prostata, colon, reto e, simultaneamente, a presenca de taxas de incidéncia
persistentemente elevadas de tumores geralmente sdo associados com a pobreza,

juntamente com o cancer de colo de utero, pénis, estbmago e cavidade oral. Esta
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distribuicdo certamente resulta de exposicdo a um grande nimero de diferentes fatores de
risco ambientais relacionados ao processo de industrializagdo — agentes quimicos, fisicos
e bioldgicos - e de exposicdo a outros fatores relacionados as disparidades sociais.
(VIERO; LARA, 2015)

1.2 QUIMIOTERAPIA E SUAS LIMITACOES

O tratamento do cancer pode ser realizado basicamente por quatro abordagens: a
cirurgia e a radioterapia, como tratamentos locais; a quimioterapia e a terapia com agentes
bioldgicos (como hormonios, anticorpos ou fatores de crescimento) como tratamentos
sistémicos. A quimioterapia € uma modalidade terapéutica importante para o cancer,
representada pelo emprego de substancias quimicas isoladas ou em combinacgdo. Essas
drogas interferem no processo de crescimento e divisdo celular, destruindo as células
tumorais, mas também agredindo as células normais que possuem caracteristicas
semelhantes. (ROSAS et al., 2013)

A quimioterapia consiste na aplicacdo de medicamentos para combater as células
que formam os tumores dos canceres. Trata-se de uma abordagem sistémica e torna
possivel a cura de alguns tumores, além de permitir o tratamento precoce de metastases
ndo detectaveis, essa modalidade de tratamento traz inimeros efeitos colaterais, os quais
se relacionam ao fato de ndo afetarem exclusivamente as células tumorais. Frequentes
incluem mielossupressao, nauseas, vomitos, diarreia e alopecia. (RODRIGUES;
POLIDORI, 2012)

A frequéncia dos efeitos colaterais pode variar de acordo com o diagndstico, o
paciente, a pré-medicacao, a funcdo hepatica, a dose e o tratamento utilizado. Geralmente,
a incidéncia de efeitos adversos é maior em pacientes com provas de funcdo hepatica
elevadas. (FREITAS; NEVES, 2013)

A figura 1 apresenta a estrutura de alguns farmacos utilizados no tratamento

quimioterapico.
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Figura 1: Exemplos de farmacos utilizados no tratamento quimioterapico
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Alcangar o objetivo primario da quimioterapia, que é destruir as células
neoplasicas preservando as normais, ainda é um desafio. Grande parte dos agentes
quimioterapicos atua com baixa seletividade atingindo néo so as células malignas quanto
as saudaveis, particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunoldgico. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais da
quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as infeccGes.
(ALMEIDA, et al., 2005)

Com base no exposto, observa-se que a busca por novos candidatos a farmacos
mais seletivos para o tratamento do cancer ainda configura-se um desafio nos dias atuais,
fato que vém impulsionando varios grupos de pesquisa tanto no cendrio nacional quanto
internacional. (WELSCH; SNYDER; STOCKWELL, 2010)

2 ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS: DEFINICAO E APLICACOES
RECENTES NO DESIGN DE NOVOS CANDIDATOS A FARMACOS

O desenho de candidatos a farmacos multialvos tem crescido nos ultimos anos e
se baseiam em uma unidade estrutural que possua atributos para interagdo com 0s
receptores preconizados. Neste contexto, a utilizacdo de estruturas privilegiadas,
subunidades com pontos farmacoféricos para mais de um receptor, devem ser
consideradas para o desenvolvimento racional e triagem de novos compostos com perfil
multialvo. (MORPHY et al., 2004, apud in SILVA,2013)

O conceito de estruturas privilegiadas, entre os quais 0s produtos naturais com
bioatividades conhecidas e que estendem esta definicdo a maioria dos metabolitos
secundarios, foi sugerido inicialmente por Evans e colaboradores (1988) como uma

estrutura com mais de um bioreceptor podendo ser a estrutura base para demais
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compostos, e em seguida, estendidas a estruturas de produtos naturais tais como indoles
e outros. (NEWMAN, 2008)

Estruturas privilegiadas sdo pequenas moléculas organicas que podem ser
ferramentas poderosas, impactando areas como biologia e medicina, atuando em
macromoléculas que regulam processos biologicos. (WELSCH, SNYDER,
STOCKWELL, 2010)

A figura 2 apresenta a N-acilidrazona, uma estrutura privilegiada presente em
alguns compostos farmaceuticamente ativos, e atividade de compostos com esta

subunidade.

Figura 2: Estrutura privilegiada e farmacos com nlcleo em comum e sua atividade bioldgica
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O processo para identificacdo de uma estrutura privilegiada esta envolto de muitos
desafios. A correlacao apenas a frequéncia de ocorréncia de certas subunidades e colecdes
de moléculas bioativas ndo € o suficiente para se definir que uma estrutura € privilegiada,
pois necessitam de estudos criteriosos que confirmem a importancia das subunidades para
interacdo farmaco-receptor. (SILVA, 2013)

A figura 3 apresenta mais alguns exemplos de estruturas privilegiadas e derivados

que apresentam tais nucleos com suas respectivas atividades.

Figura 3: Estrutura Privilegiada e atividade biolégica de farmacos contendo o nicleo ind6lico
em comum

H H H
P
/ %N/CE{ MeO
| OO
Indal Inibidor de Serotonina Antidepressivo

Os derivados da isatina sdo exemplos de estrutura privilegiada de significativa

importancia na area de quimica medicinal. A maioria desses compostos apresentam
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atividades biologicas e farmacéuticas e despertam grande atencdo dos quimicos nos
ultimos anos. (MORADI; ZIARANI; LASHGARI, 2017).

Encontra-se na literatura estudos acerca de sua grande variedade de atividades
bioldgicas, relevantes para aplicacdo como inseticidas e fungicidas e em
uma vasta gama de terapias farmacoldgicas, incluindo medicamentos anticancerosos,
antibioticos e antidepressivos. (PAKRAVAN et al., 2013)

A figura 4 apresenta a isatina (1) e alguns derivados com suas respectivas

atividades biologicas.

Figura 4: Isatina (1) e alguns derivados - estruturas privilegiadas
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2.1 COMPOSTOS  3-HIDROXI-INDOLIN-2-ONAS-3-SUBSTITUIDOS COMO
ESTRUTURA PRIVILIEGIADA PARA A BUSCA POR NOVOS AGENTES
ANTICANCER.

Derivados 3-hidroxi-indolin-2-onas-3-substituidos tornaram-se alvos sintéticos
importantes, uma vez que suas estruturas formam as unidades centrais de muitos produtos
naturais e compostos farmaceuticamente conhecidos, por exemplo a Convolutamidina e
Paratunamida D, que se encontram na figura 5. A Convolutamidina é uma substancia que
apresenta atividade na diferenciacdo de células de leucemia promielocitica humanas HL-
60, e a Paratunamida D apresenta atividade bioldgica contra células de carcinoma
epidermdide. (YAN et al., 2013)

A figura 5 mostra alguns produtos naturais que apresentam o nucleo indélico, e

gue possuem potencial antineoplasico.
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Figura 5: Produtos naturais com potencial antineoplésico contendo o nucleo inddlico
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Adutos de Morita-Baylis-Hillman vém apresentando atividade contra Linhagens
de células tumorais humanas. Expandindo assim a diversidade de atividade biolégica que
0s AMBH podem apresentar. (LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS, 2012)

Em trabalho publicado em 2006 (KOHN et al., 2006) dos 18 adutos sintetizados,
alguns apresentaram atividade contra 8 linhagens celulares tumorais, dentre elas:
UACC62, MCF7, NCIADR, 786-0, NCI460. Este ndo é o trabalho pioneiro de AMBH
com atividade bioldgica, mas pdde mostrar para a ciéncia o potencial antineoplasico que
AMBH podem apresentar. Em seus estudos, porém, ndo se utilizou da estrutura
privilegiada isatina (1), o que coube a outros pesquisadores, sintetizarem via RMBH, uma
vez que a literatura ndo apresentava muitos relatos.

Os compostos que contém o nucleo inddlico presente em muitos produtos naturais
e farmacéuticos, tem apresentado siginificativa atividade bioldgica contra varias
enfermidades, dentre as quais, um potencial anti-cancer. (PEDDIBHOTLA, 2009)

Compostos derivados da isatina que possuiam este mesmo nucleo, apresentaram
significativa atividade bioldgica contra a linhagem HL-60 (leucemia promielocitica),
apresentando bons indices de seletividade, atuando na inducdo de apoptose celular.
(LIMA-JUNIOR et al., 2016)
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2.2 SINTESE DE 3-HIDROXI-INDOLIN-2-ONAS-3-SUBSTITUIDOS

Encontra-se na literatura varios métodos para a preparagdo de compostos
contendo o grupo 3-hidroxi-indol-2-ona 3-substituidos, dentre os quais podemos citar as
reacOes alddlicas catalisadas por arginina (YAN et al., 2013) e reacdo de Henry
(MESHRAM et al., 2013). Estas reacOes utilizam isatina (1) e derivados como substrato,
uma vez que ha a presenca de uma carbonila cetdnica eletrofilica.

Desde que a sintese de compostos 3-hidroxi-indol-2-ona 3-substituidos por via
aldolica foi realizada usando a prolina como catalisador, outros organocatalisadores
baseados em aminoacidos tém sido desenvolvidos como imitadores de enzimas para
reacOes adversas. O mecanismo nas reagcdes mediadas por prolina baseia-se na formacao
inicial de um imina entre o atomo de nitrogénio da arginina e o grupo carbonila do
substrato e depois a conversao para uma enamina. Uma imina pode ser formada por outros
aminoacidos e assim 0s outros aminoéacidos poderia catalisar reacfes semelhantes, a
exemplo da arginina. Reagdes utilizando a arginina apresentaram rendimentos variando
de 88% - 98%, sendo portanto um bom catalisador. O produto foi obtido como uma
mistura racémica. (YAN etal., 2013)

O esquema 1 apresenta a 0 esquema geral da sintese do ndcleo indélico por via
alddlica catalisada por arginina.

Esquema 1: Metodologia de sintese de 3-hidroxi-indolin-2-onas-3-substituidos por via aldélica

R 0
1 o @ /\AI\ Cat. Arg. (10%) e
N 5 MeOH,t.a, 48h
R3 |
Rq

Quando Ri1=R2>=R3=Rs= H e Rs um composto fenilico, os produtos obtidos
apresentaram o rendimento variando de 95% — 98%.

A reacdo de Henry mostrou-se eficiente para a reacdo de sintese de compostos
3-hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos pela reacdo de isatina (1) com nitroalcanos em
DMF, sob condigdes anidridas (MESHRAM, et al., 2013). Entre as vantagens
mencionadas na pesquisa, encontram-se o fato deste método proporcionar altos
rendimentos, apresentar economia de atomos por ser realizada em uma Unica etapa e

aplicavel a uma variedade de derivados da isatina, bem como nitroalcanos. O esquema 2
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apresenta a metodologia geral para a sintese dos compostos, bem como a variagédo de

rendimento dos produtos obtidos.

Esquema 2: Metodologia para a sintese de compostos 3-hidroxi-indol-2-ona 3-substituidos via

reacao de Henry
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R3 R? DMF R :
|:| + < : |:|
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=X =R
R'=-H,-CH5,-Ph; R®=-H,-F,-Br; R¥=-H, -CH; (88 - 95%]

H4, no entanto, outra via sintética que vem ganhando destaque na literatura, para
a obtencdo do 3-hidroxi-indolin-2-onas-3-substituidos realizada a partir da isatina (1) com
aceptores de Michael, por meio da Reagdo de Morita-Baylis-Hillman (RMBH).
(GARDEN; SKAKLE, 2002; KHALAFI-NEZHAD; MOHAMMADI, 2012)

A literatura ja vem apresentando muitas RMBH envolvendo a utilizacdo de
aldeidos como eletréfilo. No entanto, 0 emprego de cetonas € bem menor. Uma das
vantagens dessa via sintética esta no potencial biolégico que os AMBH vém apresentando
como também quantitativos rendimentos (CHUNG; IM; KIM, 2002; GARDEN;
SKAKLE, 2002). O esquema 3 apresenta a metodologia empregada por Garden e Skakle
(2002).

Esquema 03: Metodologia para a sintese de compostos 3-hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos via
RMBH
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2.3 REACAO DE MORITA-BAYLIS-HILLMAN

A reacdo de Morita-Baylis-Hillman teve sua origem em 1968, quando Morita
descreveu a reacdo de um aldeido com compostos acrilicos catalisada por
tricicloexilfosfina. Morita nomeou a transformacgédo como adicdo carbindlica. No entanto,
o rendimento da reacdo foi extremamente baixo (20%). (SANTOS et. al., 2015)

A reacdo ganhou o nome Baylis-Hillman devido os estudos feitos por A. B. Baylis
e M. E. D. Hillman no qual utilizaram uma amina terciaria biciclica DABCO como
catalisador na reacédo de aldeidos com alcenos ativados.

A RMBH é uma reacdo de formacgdo de ligagdo C — C entre um carbono
eletrofilico (aldeidos, cetonas ou iminas) e a posi¢do o de um alceno (ou Alcino) ligado
a grupos retiradores de elétrons (GRE) catalisada por aminas terciarias ou alquil (aril)
fosfinas, sendo o DABCO o catalisador mais utilizado. (LIMA-JUNIOR et al., 2016).

O esquema 4 apresenta a metodologia utilizada na RMBH.

Esquema 4: A reacdo de Morita-Baylis-Hillman
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GRE= COR, CHO, CM, COSR etc.

A RMBH é indiscutivelmente um método sintético organico poderoso e versatil
de formacdo da ligacdo carbono — carbono gerando produtos polifuncionalizados
conhecidos como AMBH, sendo obtidos numa reacdo one pot catalisada por aminas
terciarias, sendo o DABCO a mais utilizada. As etapas mecanisticas para a formacao
destes adutos envolvem adicdo de Michael seguida por uma etapa de adicdo alddlica e
eliminacdo (SINGH; BHARADWAJ; TIWARI, 2014).

H& inimeras vantagens na utilizacdo desta de reacdo. Uma delas esté relacionada
a total economia de atomos, como também a possibilidade de ser realizada em meio
aquoso ou até mesmo na auséncia de solventes, além de ser organocatalisada. Tais

caracteristicas tém recebido grande atencdo dos quimicos organicos sintéticos atualmente
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devido a busca pelo desenvolvimento de processos voltados para a quimica verde.
(LIMA-JUNIOR et al., 2016).

Uma das limitacbes que encontramos para esta reagdo é o seu alto tempo
reacional e baixos rendimentos. No Brasil, alguns grupos de pesquisa tém dedicado seus
esforcos para o desenvolvimento de metodologias para melhorar os rendimentos e
velocidade da reacdo MBH . Um exemplo é a utilizacdo de 4- (N, N - dimetilamino )
piridina (DMAP ), como um catalisador para a reagéo de Morita - Baylis - Hillman entre
aldeidos aromaéticos e de acrilato de metila sob condi¢bGes brandas, que apresentou
menores tempos reacionais. (SANTOS et al.,2015)

Nas ultimos trinta anos os AMBH tém sido utilizados para sintese de varios
heterociclos e carbociclos. Além do alto potencial sintético os adutos obtidos vém
apresentando significativo potencial biologico, o que faz com que a RMBH torne-se cada
vez mais utilizada no campo medicinal, atividades como antimalarial, leishmanicida,
antitumoral, antifungica e antibacteriana, sdo exemplos de atividades j& relatadas de
AMBH . Em trabalhos mais recentes AMBH tém apresentado atividade anticancerigena,
estendendo assim o potencial biolégico desses compostos. (LIMA-JUNIOR et al., 2016)

Os AMBH obtidos a partir de derivados de isatina vém apresentando potencial
anticancer (PEDDIBHOTLA, 2009; LIMA-JUNIOR, 2012). As primeiras sinteses de
AMBH com derivados de isatina foram realizadas pela primeira vez por RMBH em 2002,
apresentando bons rendimentos. (GARDEN; SKAKLE, 2002; CHUNG et al., 2002).

A sintese de 3-hidroxi-indolin-2-onas-3-substituidos, vem apresentando bons
resultados nas taxas de reacdes de Morita-Baylis-Hillman entre derivados de isatina e
ésteres acrilicos ou acrilonitrila, sob condi¢cGes isentas de solventes. (RAD-
MOGHADAM; YOUSEFTABAR-MIRI, 2011)

Encontra-se na literatura também relatos da sintese de acrilamidas 3-hidroxi-
indolin-2-onas-3-substituidos via RMBH. Numa mistura de solvente 1: 1 de dioxano /
H-O, a acrilamida pode sofrer a reacdo de Baylis-Hillman com aldeidos aromaticos
ativados sob pressdo atmosférica e a temperatura ambiente. A agua foi pensada para
favorecer a formacdo dos intermediarios zwiterionicos e, assim, promover a reacao.
(GUO et al., 2005).

Recentemente a reacdo usando derivados de isatina com acrilamida, DABCO
como promotor e fenol como aditivo em acetonitrila como solvente, gerou AMBH em

bons rendimentos. Tais compostos apresentam entre suas vantagens, o fato de oferecer
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atomo de nitrogénio livre para alquilagdes, diversificando ainda mais a estrutura do
composto base. (SINGH; BHARADWAJ; TIWARI, 2014)

As acrilamidas estdo entre 0os compostos que tém sido avaliados como
quimioterapicos contra o cancer, uma vez gque afetam a concentragéo de glutationa (GSH),
proteina presente em maior concentracdo em células de linhagens cancerigenas do que
em células normais. (TEW, 1994).

Independentemente da substituicdo em orto, meta ou para, algumas acrilamidas
substituidas apresentaram significativo potencial inibidor das taxas de reacdo de GSH.
(CEE et al., 2015)

Adicionalmente, embora compostos derivados de acrilamidas apresentem
significativa atividade biologica (WU et al., 2003), nenhuma atencéo vem sendo dada a
AMBH derivados de isatina e acrilamidas. Até o presente momento, nenhuma
investigacao foi realizada.

O esquema 5 apresenta a metodologia empregada na sintese de AMBH derivados

de arilacrilamidas.

Esquema 5: Metodologia para a sintese de acrilamidas 3-hidroxi-indolin-2-onas-3-substituidos e

alguns adutos obtidos
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Fonte: Adaptada de Singh e colaboradores (2014)

Com base no exposto este trabalho buscou além da sintese de alguns derivados
3-hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos a partir de derivados de isatina com ésteres acrilicos

ou acrilonitrila, também a sintese de acrilamidas. Para isto, foi utilizado como aceptor de
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Michael 4-nitrofenil acrilamida, sendo a reacdo promovida por DABCO. A escolha deste
aceptor se baseia no fato de que em trabalhos anteriores, AMBH contendo grupo nitro

foram fortemente ativos frente a linhagens de cancer (KOHN et al., 2006; MOHAN et al.,

2006).
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4 OBJETIVOS
4.10BJETIVO GERAL

Ampliar o estudo acerca de estruturas privilegiadas, sintetizando novos derivados
que apresentam o nucleo indolico, via reacdo de Mortita-Baylis-Hillman, e que possam
apresentar significativa contribuicdo no combate as linhagens de células cancerigenas e

tornarem-se novos candidatos a farmacos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Realizar sinteses de intermediarios da isatina (1);

> Desenvolver melhores condigdes reacionais na obtencdo de compostos 3-
hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos, via RMBH entre isatina (1) e seus direvados
e aceptores de Michael,

> Discutir a bioavaliacdo, a ser realizada, dos compostos sintetizados frente as

linhagens cancerigenas;
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5 ESTRATEGIAS

Baseado em relatos na literatura (PEDDIBHOTLA, 2009; LIMA-JUNIOR et al.,
2016) acerca do potencial anticancer de compostos que apresentam o nucleo indélico,
onde os AMBH derivados da isatina apresentaram forte atividade citotdxica frente a
células de HL-60 (leucemia), nossa estratégia inicial consistira na sintese de novas séries
congéneres de 3-hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos derivados da isatina, via reacdo de
Morita-Baylis-Hillman com aceptores de Michael. A figura 6 apresenta o esquema geral

para a sintese das séries congéneres.

Figura 6: Esquema geral para a sintese das séries congéneres
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Lima-Junior et al 2016

Para a sintese das séries congéneres dos AMBH de acrilonitrilas e acrilato de

metila serdo utilizados como material de partida a isatina (1), que apés a sintese de seus
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derivados por meio de reacGes de nitracdo, cloracdo e alquilacdo, os derivados obtidos
reagirdo com os alcenos ativados acrilonitrila e acrilato de metila. A figura 7 mostra a

andlise retrossintética para a sintese dos adutos propostos nestas séries.

Figura 7: Anélise retrossintética dos adutos propostos para as séries congéneres da acrilonitrila
e do acrilatos de metila
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Para a sintese da série congénere dos AMBH de acrilamidas serdo utilizados com
material de partida derivados da isatina, que apds a sintese de seus derivados por meio de
reacOes, cloracdo e alquilagéo, os derivados obtidos reagirdo com o aceptor de Michael
p-nitrofenilacrilamida. A figura 8 apresenta a analise retrossintética para adutos propostos
nesta série.
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Figura 8: Analise retrossintética dos adutos propostos para a séries congénere das acrilamidas
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PREPARACAO DE DERIVADOS DA ISATINA

O presente trabalho foi iniciado pela preparacéo dos derivados da isatina. Estes,
por sua vez foram sintetizados via reacdo de nitracéo e cloracdo (SILVA et al., 2010). De
forma breve, para a sintese do derivado nitrado (1b), empregou-se uma mistura de acido
nitrico em &cido sulfarico. Ja o derivado diclorado (1c) foi obtido usando uma mistura de
acido tricloroisocianurico (ATCI) em acido sulfurico. Os derivados apresentaram
rendimentos, 72 % e 99%, respectivamente.

Posteriormente, os derivados nitrados e clorados foram submetidos a reagéo de
alquilacéo usando iodeto de metila e brometo de alila (PERIYARAJA, SHANMUGAM
E MANDAL, 2013) fornecendo os derivados (1d-1g) com rendimentos (45 — 93%). A
propria isatina (1) também foi alquilada seguindo mesmo protocolo gerando derivados
1h e 1i com rendimentos que variaram entre 95 e 99%. O esquema 6 sumariza o caminho
sintético para a preparacdo destes intermediarios sintéticos derivados da isatina.

Esquema 6: Rotas sintéticas para a preparagdo dos derivados da isatina.

1h: R= CHs (1,5H, 95%)
1k R=CH,CHEH, (1,5 H, 99%)
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. = =0
| =0 y
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1d: R= CHs (3H,60%)

fe: R= CH,CHCH, (TH, B5%) 1 R= CHy (3H, 93%)

1g: R=CHyCHCH(TH, 87 %)
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Os intermediarios foram caracterizados por RMN H e ‘3C e suas estruturas foram
confirmadas baseadas na comparagdo com a literatura (SILVA et al., 2010; KHALAFI-
NEZHAD; MOHAMMAD, 2012)

6.2 SINTESE DOS ADUTOS MBH DERIVADOS DA ISATINA 3a — 3i

Para a sintese dos compostos 3a — 3i foi realizada reagdo de Morita-Baylis-
Hillman (RMBH) utilizando acrilonitrila como aceptor de Michael e isatina (1) e seus
derivados como substrato eletrofilico.

Todas as reacGes foram realizadas usando DABCO como promotor, usando THF
como solvente e a temperatura ambiente. Cabe ressaltar que os compostos 3f, 3g, 3h e 3i
sdo inéditos, 0s compostos ja existentes na literatura foram sintetizados para realizacdo
da anélise bioldgica. Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 1

Tabela 1: Rendimentos e tempos reacionais da reacdo de preparagdo dos compostos 3a — 3i

0 HO
5 o . CM
1 1
" o * W DABCO (100 mal%) - " o
: THF, ta .
RQ R3 R2 RS
1eq. 15 eq.

Tempo Rendimento

Entrada AMBH Ri Re Rs (h) isolado

H H 2,5 99%

) Eji H  CHs 15 95%%
3 @)5;’ H CH.CH=CH, 2 99%

3a
HO CH H
0]
I
H
3b
HO
CHM H
n]
M
A
3c
HO o

H
I
=

3d
HO CHM
4 Ozh . NO;, H H 18 93%
N

3e NO2 H CHs 19 82%
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Pode-se observar na tabela 1 que a condigdo experimental empregada foi
satisfatoria, formando produtos em tempos reacionais que variaram de 1 a 24 horas e
excelentes rendimentos (82 — 99%), ndo havendo formacao de coprodutos.

Em se tratando dos compostos com 0 grupo nitro esperava-se que 0 mesmo por
ser grupo retirador de elétron diminuisse o tempo reacional, no entanto pelos resultados
apresentados ha um aumento nos tempos reacionais e uma diminui¢do nos rendimentos
em comparagdo com 0s compostos sem este grupo retirador de elétrons. Pode-se observar
ainda que os compostos alquilados na presenca do grupo cloro apresentam menores

tempos reacionais que 0s seus respectivos nitrados.

6.3 SINTESE DOS AMBH DERIVADOS DE ISATINA 4a — 4h

Para a sintese dos compostos 4a — 4h foi realizada reacdo de Morita-Baylis-
Hillman utilizando acrilato de metila como aceptor de Michael e isatina (1) e seus

derivados como substrato eletrofilico.
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As condicOes experimentais empregadas foram semelhantes a aplicada na série
anterior. A tabela 2 apresenta os valores de tempo e rendimento para a preparagéo de 4a
—4h

Tabela 2: Resultados obtidos na sintese dos adutos de Morita-Baylis-Hillman derivados do
acrilato de metila.

0 HO

Ry COsCHs Ry C02CHs
0 + W DABCO (100 mol%) 0
1 THF ta "

R2 R3 RQ R3
1eq. 1.6 eq.

4g 96 56%
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Pela tabela 2 acima, pode-se observar que os compostos 4a — 4h foram obtidos
em tempo reacionais que variaram de 2 a 120 horas com rendimentos (56-99%). A
utilizacdo de irradiacdo de micro-ondas (80 °C) em um reator de micro-ondas CEM
Discover-System, equipado com um sistema de irradiagdo continua de yW com poténcia
programavel no intervalo de 0 a 300 W, foi empregada para a preparacdo de 4g, mas ndo
se observou melhora no rendimento reacional. Cabe ressaltar que os adutos 4f, 4g e 4h
sdo inéditos na literatura, 0os compostos ja existentes na literatura foram sintetizados para
realizacdo da analise bioldgica.

Observa-se ainda que a presenca de grupos nitro nos compostos reduziu os tempos
de reacOes e aumentou o rendimento dos compostos alquilados, fato este que era esperado
devido a presenca de grupos retiradores de elétrons ligado ao anel aromatico que
proporcionam um aumento na velocidade da reacdo. Em se tratando do composto
metilado pode-se observar que a presenca do grupo cloro reduziu o tempo reacional e
aumentou o rendimento.

Houve necessidade de separacdo cromatografica para o isolamento dos produtos
4d e 4¢, tendo em vista que houve formacdo de coprodutos. Para realizar a purificacdo

foi utilizada uma coluna cromatogréafica (Eluente 25% - AcOEt / Hexano).

6.4 SINTESE DOS AMBH DERIVADOS DE ISATINA 5a — 5d

Para sintetizar os compostos 5a — 5d foi utilizado como aceptor de Michael 4-
nitro-fenilacrilamida. Este, por sua vez foi sintetizado seguindo protocolo da literatura
(CEE et al.,2015). Sua preparacdo envolveu a reagdo entre 4-nitroanilina e cloreto de
acroleila como mostrado no esquema abaixo. O aceptor foi obtido em 85% de rendimento
e caracterizado por métodos fisicos. O esquema 7 apresenta a metodologia de sintese de
2.
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Esquema 7: Metodologia de sintese do derivado 2
]

MHz () TEA, CHaCh O°C HNH

[2] Cloreto de acroleila, t.a
-

85%
N':lz NDZ

Ap0s a preparacao de 2, iniciou-se a preparacdo dos AMBH. Todos os compostos

pertencentes a esta série sdo inéditos.
O protocolo sintético utilizado para a sintese destes compostos foi 0 mesmo

aplicado nas séries anteriores, usando THF como solvente e DABCO como promotor. Foi
utilizado 1.2 equivalentes do aceptor de Michael e a reagdo foi conduzida a temperatura

ambiente. Os resultados de tempo reacional e rendimento estdo sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados de tempo e rendimentos reacionais obtidos na preparacéo de 5a — 5d.
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Pode-se observar pela tabela 3 que os tempos reacionais foram mais longos
qguando comparado as séries sintetizadas anteriormente. Isto deve-se a baixa reatividade
de acrilamidas quando comparada com acrilonitrila e acrilato de metila. Observa-se
também que os rendimentos obtidos sdo mais baixos (22 -64%).

A literatura apresenta poucos relatos de sucesso na sintese desta classe de
compostos via RMBH. Em se tratando de reacdes usando derivados de isatina, somente
um relato é presente na literatura até o presente momento, sendo de total relevancia a

investigagdo de novos protocolos experimentais para esta classe de moléculas.

6.5 TRATAMENTO ESPECTROCOPICO DOS AMBH DERIVADOS DA
ISATINA

Todos o0s compostos sintetizados foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas (RMN *H e RMN C). Para os compostos inéditos, foi realizada analise
de massas de alta resolucdo. As estruturas dos compostos 3a, 3b 4c e 4e foram
confirmadas de acordo com a literatura (CHUNG et al., 2012; KHALAFI-NEZHAD e
MOHAMMADI, 2012). As estruturas dos compostos 4a e 4b foram confirmadas de
acordo com a literatura (LIMA-JUNIOR, 2012). Os compostos 3f, 3g, 3h, 3i, 4d, 4f, 4q,
4h, 5a, 5b, 5¢ e 5d sdo inéditos e destacaremos um composto pertencente a cada série
sintetizada.

Podemos observar na Figura 9 o espectro de RMN *H do composto 3g. De forma
geral, um singleto é observado em 10.55 ppm relacionado ao hidrogénio amidico e os
picos relacionados aos hidrogénios aromaticos se apresentam como singleto. Os picos
relacionados aos hidrogénios vinilicos geminais aparecem em deslocamento quimico de
5.45 e 5.61 ppm. Atribui-se ao hidrogénio da hidroxila um deslocamento de 6.46 ppm,
(valor que difere do deslocamento geralmente atribuido a este hidrogénio, 0,5 — 5,0 ppm)
devido ao efeito indutivo (SILVA et al., 2008; KHALAFI-NEZHAD; MOHAMMADI,
2012). Uma segunda proposta de explicacdo para o fato deste sinal do hidrogénio da
hidroxila em 6.46 ppm estar em forte desblindagem, parte do principio que devido a
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fatores conformacionais, a hidroxila pode se colocar numa posicdo que faca com o
sistema aromatico uma ligacdo de hidrogénio ndo cléssica, desblindando o hidrogénio da
hidroxila. (OLIVEIRA; ARAUJO, 2011)

Figura 9: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 3g
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Ja na figura 10, podemos observar o espectro de RMN H do composto 4g onde
se pode observar um singleto relativo aos hidrogénios metilicos e em 5.64 e 5.69 ppm
dois singletos referentes aos hidrogénios olefinicos. Em campo alto, observa-se os dois
singletos referentes aos hidrogénios aromaticos e ao hidrogénio da hidroxila. O singleto
em 10.17 ppm ¢ atribuido ao hidrogénio amidico.
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Figura 10: Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 4g
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Na figura 11 apresenta-se o espectro de RMN *H do composto 5a. Nele é possivel
observar um pico em deslocamento quimico de 10.66 ppm referente a presenca do proton
amidico. Observa-se também a presenca em 3.37 ppm dos protons metilicos da por¢édo
carboximetiléster e na regido entre 6.35 e 6.60 ppm dois singletos referentes aos prétons
olefinicos. Neste espectro o sinal do hidrogénio da hidroxila ndo péde ser observado. Dois
dupletos na regido entre 7.75 e 8.15 ppm corresponde a presenca do sistema AA"'BB da
porc¢do da 4-nitrofenil acrilamida (PAVIA et al., 2010).
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Figura 11: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto 5a
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6.6 AVALIAQAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS COMPOSTOS
SINTETIZADOS

Apds a sintese e caracterizacdo das substancias propostas neste trabalho, a etapa
posterior consistiu no envio destas moléculas para a avaliacdo citotoxica. Estas por sua
vez foram realizadas no Laboratério de Proliferacdo Celular, coordenada pela professora
Dra. Gardenia Carmen Gadelha Militdo, pesquisadora do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

As substancias propostas foram avaliadas frente a 5 linhagens tumorais: HL60
(leucemia promielocitica), MCF-7 (carcinoma de mama-humano), NCI-H292 (carcinoma
de pulmdo — humano), HEP-2 (carcinoma de colo uterino — humano) e HEPG2
(hepatocarcinoma).

A partir dos experimentos realizados foi obtido a Concentragéo Inibitoria em 50%
(Clso) e o intervalo de confianca (IC) foi calculado por regressédo néo linear. Os compostos
com Clsp < 3uM foram julgados como muito ativos, enquanto que compostos com valores
de Clsp entre 3-6 uM foram considerados com boa atividade. Por outro lado, os compostos

com Clsg entre 6 uM e 12 uM foram considerados moderadamente ativos, enquanto que
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compostos com Clsp entre 12-24 uM foram considerados como tendo baixa atividade in
vitro. Finalmente, os compostos que exibem Clso > 24 foram considerados inativos
(FORTES et al., 2016)

A tabela 4 abaixo sumariza os resultados da avaliacdo citotoxica dos adutos
sintetizados.
Tabela 4 - Concentracéo inibitdria em 50% (Clso) e intervalo de confianca (IC) das amostras em
5 linhagens tumorais e seu intervalo de confianga. Doxorrubinina foi usada como controle

positivo. * NT=no testado

AMBH MCF-7 HEP2  NICIH292 HL60 HEP G2
n 6 34 2.4 3.6 17.45
5.0-7.0 285400 175335  2.65-3.05 13.70—22.19
% 11,59 4.06 5.05 1,77 29,25
7.36-18.86 327-505 4.67-631 370-519 22.99-37.29
5 42 233 3,42 1,83 19,58
392-450 196-279 3.00-388 159-213 14.60-25.88
3d >50 50 >50 >50 >50
56 6,49 5,79 3,86 2,93 11,78
595-7.03  502-656  3.67-448  270-317 9.34-14.83
ot 6,88 5,96 351 0,042 8,04
503-804  491-737  326-421  0035-0,052 6.28—10.32
5 8,39 5.22 3.50 13 2,54
g 6.82-910  410-672 295418  1.16-145  2.09-3.06
ah 9,57 21 1,77 1,42 12,34
8.65-10.60 1.81-241 163195 128152  1043-14.18
ai 3.9 3.9 2,69 0,048 9,81
327-484 325455  237-325  0,035-0063  8.34-11.56
48,8 2751
4 =8l 40.30— 59.06 o 21.67-34.98 =
25,18 38,22 28.9 17,25
4b >50
21.21-29.92 29.15-50.17 21.25-39.23 11.54-25.83
18,02 32,42 452 16,08
e 12.60-25.82 26.04—40.40 40.59—50.37 12.93-20.00 e
ad >50 >50 >50 >50 >50
34,25 21,37 20,34 6,27 487
e 31.93-46.60 18.30-31.70 1459-31.97 548-911 44.28 - 66.49
7.55 30,72 20,22 5,42 40,89
A 550-1037 2;‘%9;3‘ 15.82-2585 434-676 33.84 4943
7,52 6,68 14,63 476 34,75
49 535-10.60 555804 12.10-17.54 3.92-575 27.14-44.45
ah 30,32 >50 43,9 4,2 31,08
25.97— 35.43 39.30-49.05 3.40-514 26.57 - 36.41
66,4 18,79 34,2 18,04
5a 43.80— NT
loocs  1249-2924 2782-42.07 1266-27.72
b 41,98 18,73 38,52 5,38 -
36.41-48.36 11.87—26.60 31.21-47.55 3.43-8.42
5¢ 38,88 >50 13,92 5,49 NT
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30.80 ~49.05 11.43-16.96  3.73-8.03

4219 24.2 14,14
5d >50 23.85-74.68 18.95-30.92 8.90-22.50 NT
0.37 13 0.55 0.11 0.6

DOX 0.18-0.92 0.55-2.6 0.37-0.92 0.1-0.33 0.51-0.81

Ao analisar os resultados apresentados na tabela 4, observa-se que dos 21
compostos avaliados, 9 sdo considerados muito ativos. De forma geral, os compostos que
possuem o grupo nitrila foram os mais ativos frente a pelo menos uma das 5 linhagens
tumorais investigadas, sendo os adutos 3f e 3i 0s mais que apresentaram atividade na
linhagem HL60 na escala de nanomolar.

Pode-se observar que os compostos das séries congéneres dos adutos MBH
alquilados nitrilados e seus respectivos ésteres apresentaram maiores atividades contra a
linhagem HL60 quando continham os grupos nitro em comparagdo com 0s adutos que
ndo continham grupos retiradores de elétrons. Fato este ja relatado na literatura (KOHN
et a., 2006; MOHAN et al., 2006)

Os compostos contendo o grupo cloro apresentaram maiores atividades frente a
linhagem HL60 do que seus respectivos compostos sem este grupo retirador de elétrons,
a Unica excecdo foi em relacdo ao composto alilado com o grupo nitro. Ha relatos na
literatura (VINE, et al., 2008) que evidenciam este mesmo fato atribuido ao fato dos
compostos derivados da isatina diclorados exercem um efeito citostatico inibindo o
crescimento celular em valores quantitativos.

Para cada linhagem avaliada o composto mais ativo foi o pertencente a série das
nitrilas. Seguindo a ordem das linhagens na tabela 4 iniciando por carcinoma de mama-
humano (MCF-7) temos como adutos com maiores atividades 3i, 3h, 3f e 3g.

Ha alguns anos ja se destacava 0 aumento na atividade de farmacos contendo o
grupo nitrila como farmacoférico, sendo uma importante porcdo que pode atuar como
aceptor de Michael em meio biolégico. (FLEMING et al., 2010)

Observa-se também que os compostos amidicos se apresentaram inativos frente a
maioria das linhagens investigadas. Somente os adutos 5b e 5c¢ apresentaram uma boa
atividade frente a HL60.

Ap0s esta investigagdo inicial, os compostos mais ativos foram investigados frente
a sua atividade citotoxica em células mononucleares do sangue periférico (CMSP). O
objetivo desta avaliacdo foi de observar a seletividade dos compostos frente a células
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sadias. Sendo assim, os adutos 3b, 3c, 3e, 3f, 3g, 3h e 3i foram avaliados e os resultados
estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Concentragdo que causa 50% de inibi¢do do crescimento em CMSP e indice de
seletividade (IS) frente a HL60.

Entrada Composto  CHso (uM) ISP
1 3b 14.72 8.32
2 3c 2.75 1.50
3 3e 11.16 3.80
4 3f 13.54 967.14
5 3g 6.79 5.2
6 3h 8.40 5.92
7 3i 7.14 549.23
8 DOX 14 12.73

2 Doxorrubinina (DOX) 5 uM foi usada como controle positivo.
® 1S = CHso/Clso

A partir dos dados apresentados na tabela acima, observa-se que todos 0s
compostos mais ativos frente a HL60 possuem baixa citoxicidade frente a células
mononucleares do sangue periférico, sendo os compostos 3f e 3i 0s mais promissores,

tendo em vista que apresenta maiores indices de seletividade (entradas 4 e 7).
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
7.1 CONCLUSOES

De posse ao trabalho, podemos concluir que:

v" Todos os derivados 3-hidroxi-indol-2-ona-3-substituidos propostos neste trabalho (12
inéditos) foram sintetizados via reagdo de Morita-Baylis-Hillman em rendimentos
quantitativos;

v" Compostos contendo o grupo nitrila apresentaram em sua maioria maior eficiéncia
sintética com menores tempos reacionais (1 — 24 H)

v Dentre os 21 adutos sintetizados 17 apresentaram atividade contra algumas linhagens
de células cancerigenas;

v Compostos contendo o grupo nitrila mostraram-se mais ativos do que seus respectivos
ésteres e amidas;

v" O composto 3f apresentou a maior atividade citotoxica frente a linhagem de células
HL-60 (leucemia) e com baixa toxicidade em glébulos vermelhos do sangue humano
(1S>960).

7.2 PERSPECTIVAS

v Investigar a sintese dos compostos mais ativos neste trabalho usando irradiacédo de
micro-ondas, buscando diminuir tempo reacional assim como também aumentar seus
rendimentos.

v Avaliar o composto 3f em modelos experimentais in vivo, a fim de se obter indice
terapéutico e outras informacgdes relevantes acerca da toxicidade e possiveis

mecanismos de acao.

v Realizar estudo quantitativo da relacdo estrutura-atividade (QSAR)
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8 PARTE EXPERIMENTAL

8.1 MATERIAIS E METODOS

Todos os solventes e reagentes foram obtidos comercialmente e utilizados sem
purificacdo prévia. A formacéo dos produtos foi acompanhada pela técnica de CCD, onde
foram utilizadas cromatofolhas de aluminio suportadas em gel de silica 60 (fase
estacionéria), contendo indicador de fluorescéncia a 254nm, e uma mistura de acetato de
etila/hexano ou apenas acetato de etila como fase movel, sendo irradiadas em camera de
ultravioleta. A purificacdo dos produtos foi feita utilizando a técnica de cromatografia em
coluna do tipo flash, utilizando gel de silica (fase estacionaria) de granulometria 0.035 -
0.070 mm, e uma mistura acetato de etila/hexano como fase movel.

As colunas cromatograficas foram realizadas usando silica gel 300-
400 mesh. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H e *C) foram
obtidos usando um espectrémetro Varian Mercury 400, operando a 400 MHz para RMN
'H e a 100 MHz para RMN 3C, disponivel na Central Analitica da Universidade Federal
do Vale do Séo Francisco —UNIVASF, campus Petrolina — PE. Ainda foi utilizado para
os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H e *C) um espectrometro Varian
Mercury 200, operando a 200 MHz para RMN H e a 50 MHz para RMN C, disponivel
na Central Analitica da Universidade Federal da Paraiba -UFPB.

As amostras foram solubilizadas em DMSO-d6 e usando o tetrametilsilano (TMS)
como padréo interno. Os deslocamentos quimicos (8) foram obtidos em parte por milhdo
(ppm). Os desdobramentos quimicos referentes a cada acoplamento dos hidrogénios
foram expressos da seguinte forma: singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), duplo dubleto
(dd), triplo dubleto (td) e multipleto (m).

Os espectros de Massas de alta resolucdo foram realizados no Laboratério de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (LACEM) na Universidade Federal de Goias
usando um espectrdmetro Q-Exactive (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) tendo
como fonte de ionizagdo electrospray (-).

As faixas de fusdo foram obtidas em aparelho digital Fisatom Modelo 431D.

8.2 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DE 1b
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A um erlenmeyer adicionou-se 19 mmol de NaNOs em 10 mL de H2SO4 sendo
esta mistura deixada a 0 °C. Em outro erlenmeyer adicionou-se 20 mmol de isatina (1) e
20 mL de H2SO4 concentrado. O sistema foi mantido a banho de gelo, a 0°C, até a
solubilizacdo da isatina (1). Em seguida adicionou-se o contetdo da mistura nitrante no
erlenmeyer contendo a isatina (1), e a mistura permaneceu no banho de gelo a 0°C por 2
h. Apds isso a mistura foi vertida em gelo picado num outro erlenmeyer, e o precipitado
formado foi filtrado. Esta reacdo foi encerrada apos 2 h, fato este confirmado por anélise

via CCD. Ap0s filtracdo, foi obtido um so6lido amarelo com 72% de rendimento.

RMN IH (200 MHz, DMSO-d6): 5 7.09 (d, 1H, Ar-H), 8.21 (d, 1H, Ar-H), 8.45 (m, 1H,
Ar-H) 11.7 (s, 1H, NH)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): § 5 116.8, 122.5, 123.9, 137.4, 146.9, 159.5, 164.2

186.7

8.3 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DE 1c

Adicionou-se a um erlenmeyer de 250 mL 0,3945 g de TICA (1,7 mmols) em 1
mL de H2SO4, em banho de gelo a 0°C. Em seguida adicionou-se 0,25 g de isatina (1)
(1,7 mmols) e apds a adicdo a mistura foi submetida a agitacdo magnética nas condi¢cdes
ambiente e acompanhada por CCD. Apos o término da reacdo, foi realizada extracdo
liquido-liquido, onde a fase organica foi seca com Na>SO4 anidro. Apds filtracdo e

evaporacdo do solvente, foi obtido um soélido preto com 99% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): 8 7.56 (d, 1H, Ar-H), 7.84 (d, 1H, Ar-H), 11.6 (s,
1H, NH)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): § 177.1, 120.8, 122.9, 127.1, 135.9, 146.6, 159.5,

182.4

8.4 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DE 1h
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Em um bal&o de 125 mL foram adicionados 5 mL de DMF seco, 5 mmol de isatina
(1) e Ko.CO3 (1.5 equivalente). A mistura obtida foi submetida a agitacdo magnética, a
temperatura ambiente, sob atmosfera de argonio. Posteriormente foi adicionado de de
forma gotejada lentamente 0,40 mL de iodeto de metila (1.5 equivalente). Apos o término
da reacdo foi realizado extracdo liquido-liquido usando acetato de etila e agua destilada,
e foi realizada cromatografia em coluna para purificar o produto (Eluente 25% - AcOEt /
Hexano). A fase organica foi evaporada obtendo-se um sélido vermelho com 95% de
rendimento.

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): § 3.13 (s, 3H, CHs), 7.11 (m, 2H, Ar-H), 7.60 (m,
2H, Ar-H)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): § 26.1, 38.7, 39.1, 39.5, 39.9, 40.3, 110.5, 117.4,

123.2,124.3, 138.3, 151.4

8.5 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DE 1i

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 5 mL de DMF seco, 2,3 mmol de
isatina (1) e NaH (1,2 equivalente). A mistura obtida foi submetida a agitacdo magnética
e deixada a temperatura ambiente sob atmosfera de argbnio. Posteriormente foi
adicionado de forma gotejada e lenta 0 brometo de alila (1.2 equiv.). Apds o término desta
reacdo, foi realizado extragdo liquido-liquido usando acetato de etila e agua destilada. A
fase orgénica foi tratada com Na>SOs anidro e filtrada. Apds isolamento, foi obtido um

solido vermelho em 99% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): & & 4.31 (d, 2H, CH>), 5.27 (m, 2H, =CH5), 5.85 (m,
1H, =CH), 7.09 (m, 1H, Ar-H), 7.60 (m, 1H, Ar-H)

RMN 3C (50 MHz, DMSO-d6): § 5 41.7, 111.1, 117.6, 123.2, 124.4, 131.3, 138.0,

150.5, 157.9, 183.2

8.6 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DE 1d E 1e
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Em um baldo de 125 mL foram adicionados 5 mL de DMF seco, 5 mmol de 5-
nitro-isatina e K>COz (1.5 equivalentes). A mistura obtida foi deixada a temperatura
ambiente sob agitacdo magnética. Posteriormente foi adicionado de forma gotejada 0,20
mL de iodeto de metila ou 0,62 mL de brometo de alila (1.5 equiv.) e as reacdes foram
acompanhadas por CCD. Apo6s o término da reacao foi realizada uma extragéo liquido-
liquido usando acetato de etila e 4gua destila. Foram obtidos dois produtos em ambas as
reagOes sendo utilizada, e em seguida uma cromatografia em coluna para purificar o
produto (Eluente 20% - AcOEt / Hexano), obtendo-se apos tal procedimento 1d como um
6leo marrom com 85% de rendimento e 1e em 45% se apresentando como um solido

amarelo alaranjado.

Dados espectroscépicos de 1d

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): § 3.21 (s, 3H, CHs), 7.34 (d, 1H, Ar-H), 8.20 (s, 1H,
Ar-H), 8.53 (dd, 1H, Ar-H)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6):  111.0, 119.0, 131.2, 142.9, 148.3, 155.7, 158.9,

181.3

Dados espectroscdpicos de 1e

RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): & 4.40 (d, 2H, CHy), 5.30 (dd, 2H, =CH>), 5.85 (m,
1H, =CH), 7.26 (d, 1H, Ar-H), 8.26 (d, 1H, Ar-H), 8.51(dd, 1H, Ar-H)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): 6 §42.1, 111.4,117.7, 118.2, 119.1, 130.8, 132.8,

143.0, 154.8, 158.7, 181.0

8.7 PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESDE DE 1fE 1g

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 1,5 mmol de isatina (1) diclorada, K.CO3
(1,5 equivalente) e 5 mL de DMF seco. A mistura obtida foi deixada a temperatura
ambiente sob agitacdo magnética e atmosfera de argdnio. Posteriormente foi adicionado
iodeto de metila ou brometo de alila (1.5 equiv.) de forma gotejada e a reacdo foi

acompanhada por CCD. Ap0s o término da reacéo, foi realizada extracao liquido-liquido,
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apos foi utilizada cromatografia em coluna para purificar o produto (Eluente 20% - AcOEt
/ Hexano obtendo-se 93% de rendimento de 1f e 87% de 1g.

8.8 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DE 2

Em baldo de 125 mL foi adicionado 1.38 g de p-nitroanilina e 50 mL de CH.Cl,.
Posteriormente, foi adicionado a esta solucdo 2,8 mL de trietilamina (TEA). Esta mistura
foi deixada sob agitacdo magnética e banho de gelo até atingir aproximadamente 0 °C.
Foi adicionado a esta mistura 1,2 mL de cloreto de acroleila de forma gotejada. Apos a
adicdo total do cloreto de acroleila, a reacdo foi deixada a temperatura ambiente por 2
dias sob agitacdo. Ap6s o término da reacdo, observou-se a formacgédo de um sélido que
foi lavado com agua destilada e deixado para secar. Foi obtido um sélido com rendimento
de 85%.

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): & 5.88 (dd, J = 10 / 2 Hz, 1H); 6.36 (dd, J = 16 Hz /
4Hz, 1H); 6.5 (dd, J =18 Hz / 10 Hz, 1H); 7.93 (d, J = 10 Hz, 2H); 8.25 (d, J = 8 Hz, 2H);
10.75 (s, 1H, NH).

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6) § 123.4, 129.3, 132.9, 135.5, 136.1, 146.7, 149.5, 168.2

8.9 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS AMBH DERIVADOS DA
ISATINA 3a - 3i

Pesou-se em um baldo de 125 mL, 56 mg de DABCO e posteriormente adicionou-
se 0,5 mmol da isatina (1) ou derivado da isatina. A esta mistura foi adicionado 1 mL de
THF e 0,1 mL do acrilonitrila. A mistura reacional foi deixada a temperatura ambiente
sob agitacdo magnética e acompanhada por CCD. Ap6s o término da reac¢éo, foi realizada
evaporacdo do solvente e extracdo liquido-liquido usando acetato de etila e &gua destilada,
e em seguida uma filtracdo na silica com acetato de etila puro. Os AMBH foram obtidos
em rendimentos satisfatérios (82 — 99%).

Dados espectroscopicos de 3a - Estrutura confirmada na literatura (CHUNG et al., 2012;
KHALAFI-NEZHAD e MOHAMMADI, 2012)
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RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): & 6.21 (s, 1H), 6.32 (s, 1H), 7.09 (m,4H),
10.67 (s,1H).

RMN 3C (50 MHz, DMSO-d6): § 76.1, 110.3, 116.3, 122.4, 122.8, 124.5, 129.0,
130.4, 132.1, 142.0, 175.2

Dados espectroscopicos de 3b - Estrutura confirmada na literatura (CHUNG et al., 2012;
KHALAFI-NEZHAD e MOHAMMADI, 2012)

RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6): & 3.17 (s, 3H), 6.23 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 6.36 (d, J =
3.2 Hz, 1H), 7.27 (m, 4H).

RMN 3C (50 MHz, DMSO-d6): & 26.2, 75.8, 109.4, 116.3, 122.6, 123.2, 124.3, 128.4,
130.7, 132.5, 143.3, 173.5.

Dados espectroscopicos de 3c - Estrutura confirmada na literatura (KHALAFI-
NEZHAD; MOHAMMADI, 2012)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): 8 4.30 (m, 2H, CHy), 5.20 (t, 2H, =CHy), 5.84 (m, 1H,
=CH), 6.30 (s, 1H, =CHy), 6.41(s, 1H, =CHy), 7.03 (d, 1H, Ar-H), 7.13 (t, 1H, Ar-H),
7.26 (s, 1H, OH) 7.32 (d, 1H, Ar-H), 7.40 (t, 1H, Ar-H)

RMN BBC:§ 75.9,109.9, 116.4,116.9, 122.6, 123.2, 124.4, 128.4, 130.6, 131.4,

132.6, 142.5, 173.5

ASPECTOS FISICOS: Oleo marrom

Dados espectroscopicos de 3d - Estrutura confirmada na literatura (KIM et al., 2006)

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & & 6.33 (s,1H, =CH>) 6.48 (s, 1H, =CH5), 7.14 (d,
1H, Ar-H), 7.49 (s, 1H, OH), 8.10 (d, 1H, Ar-H), 8.31 (dd, 1H, Ar-H) 11.48 (s, 1H, NH)
RMN '3C (100 MHz, DMSO-d6): & 75.7, 110.9, 116.1, 120.3, 121.4, 127.7, 129.9,
133.8, 142.1, 148.4, 175.5.

Dados espectroscopicos de 3e - Estrutura confirmada na literatura (SHANMUGAM,;
VAITHIYANATHAN, 2009)

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): & 3.28 (s, 3H, CHs), 6.32 (s, 1H, =CH>), 6.49 (s, 1H,
=CHy), 7.40 (d, 1H, Ar-H), 7.55 (s, 1H, OH), 8.14 (s, 1H, Ar-H), 8.42 (dd, 1H, Ar-H)
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RMN !3C (50 MHz, DMSO-d6): §26.9, 75.2, 110.0, 116.1, 119.2, 121.3, 121.8, 129.2,
134.2, 143.2, 149.3, 174.0

Dados espectroscopicos de 3f

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): & 4.45 (m, 2H, CHy), 5.21 (t, 2H,=CH>), 5.86 (m, 1H,
=CH), 6.39 (s, 1H, =CHz), 6.52 (s, 1H, =CH2), 7.31 (d, 1H, Ar-H), 7.64 (s, 1H, OH) 8.16
(d, 1H, Ar-H), 8.39 (dd, 4 Hz, 12Hz, 1H)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): 42.3, 75.3,110.5, 116.1, 117.1, 119.9, 121.1, 127.7,
129.3, 130.8, 134.2, 143.2, 148.5, 173.8

MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 284,06760

ASPECTOS FISICOS: Sélido marrom

PF°:115,2 - 117 °C

Dados espectroscépicos de 3g

RMN !H (200 MHz, DMSO-d6): & 5.45 (s,1H, =CH>) 5.61 (s, 1H, =CH>), 6.46 (d, 1H,
Ar-H), 6.58 (s, 1H, OH), 6.77 (d, 1H, Ar-H), 10.55 (s, 1H, NH)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): & 76.7, 115.7, 116.0, 121.4, 123.7, 127.1, 130.0,
132.2, 133.6, 139.0, 175.0

MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 266,97333

ASPECTOS FISICOS: Solido preto

PF°: 181,3-183,2°C

Dados espectroscépicos de 3h

RMN *H (200 MHz, DMSO-d6): & 2.13 (d, 3H, CH3) 3.27 (s, 1H, OH), 5.19 (s, 1H,
=CHy), 5.27 (5, 1H, =CH>), 6.22 (d, 1H, Ar-H), 6.45 (d, 1H, Ar-H)

RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): § 76.0, 116.5, 116.7, 122.3, 124.2, 128.7, 132.4,
133.5, 133.5, 133.9, 139.0, 174.5,207.7

MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 280,98914

ASPECTOS FISICOS: Sélido preto

PF°:117,1 -118,7 °C
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Dados espectroscopicos de 3i

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): 6 3.39 (t, 2H, CH2) 3.92 (m, 2H, =CHy), 7.73 (m, 1H,
=CH), 5.14 (s, 1H, =CH>), 5.28 (s, 1H, =CH,), 6.18 (d, 1H, Ar-H), 6.41 (t, 2H, Ar-H)
RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): 6 43.3, 75.3, 115.6, 115.6, 121.2, 123.9, 128.0,

132.0, 132.9, 134.1, 137.6, 173.7

MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 307,00476

ASPECTOS FISICOS: Sélido marrom

PF°:93-954°C

8.10 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS AMBH DERIVADOS DA
ISATINA 4a - 4h

Pesou-se em um baldo de 125 mL, 56 mg de DABCO e posteriormente adicionou-
se 0,5 mmol da isatina (1) ou derivado da isatina. A esta mistura foi adicionado 1 mL de
THF e 0,15 mL de acrilato de metila. A mistura reacional foi deixada a temperatura
ambiente sob agitacdo magnética e acompanhada por CCD. Apo6s o término da reacao,
foi realizada evaporagdo do solvente e extracdo liquido-liquido usando acetato de etila e
agua destilada. Para a purificacdo dos AMBH 4c, 4d e 4g foi necessaria utilizar
cromatografia em coluna (Eluente 25% - AcOEt / Hexano), e para os demais foi realizado
uma filtracdo em silica com acetato de etila puro. Os AMBH foram obtidos em

rendimentos que variaram de 56 a 99%.

Dados espectroscopicos de 4a - Estrutura confirmada na literatura (LIMA-JUNIOR,
2012)

RMN 'H (200 MHz, CDsOD): & 3.54 (s, 3H); 6.53 (s, 1H); 6.57 (s, 1H); 7.06 (m, 4H).
RMN 3C (50 MHz, CDsOD): § 52.2, 77.3, 111.3, 123.4, 124.6, 128.1 130.9, 132.7,
141.1, 144.2, 166.4, 180.6.

Dados espectroscopicos de 4b - Estrutura confirmada na literatura (LIMA-JUNIOR,
2012)

RMN H (200 MHz, DMSO-d6): 6 3.13 (s, 3H); 3.48 (s, 3H); 6.44 (d, J = 1.2 Hz, 1H);
6.46 (d, J = 1.2 Hz, 1H); 6.93-7.04 (m, 3H); 7.30 (m, 1H).
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RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6): & 31.2, 56.9, 80.1, 113.7, 127.2, 128.1, 132.5, 134.7,
136.0, 144.9, 149.7, 169.6, 180.6.

Dados espectroscépicos de 4c- Estrutura confirmada na literatura (CHUNG et al., 2012,
KHALAFI-NEZHAD e MOHAMMADI, 2012)

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): § 2.25 (s, 3H, CH3)3.05 (m, 2H, =CHy), 3.96 (dd, 2H,
CHy), 4.60 (m, 1H, =CH), 5.27 (dd, 2H, =CH3), 5.46 (s, 1H, OH), 5.71 (m, 2H, Ar-H),
5.80 (dd, 1H, Ar-H), 6.03 (td, 1H, Ar-H)

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6):

8 41.7,51.9,74.9,109.3, 117.2, 122.1, 123.1, 127.7, 129.5, 130.9, 143.7, 164.5, 175.3

Dados espectroscépicos de 4d

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): § & 3.55 (s,3H, ~CHs) 6.55 (s, 1H, =CH>), 6.60 (s,
1H, =CHy), 7.00 (s, 1H, OH), 7.05 (d, 1H, Ar-H), 7.79 (d, 1H, Ar-H), 8.21 (dd, 1H, Ar-
H), 11.17 (s, 1H, NH)

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): § 52.03, 74.8, 109.9, 118.8, 126.9, 128.8, 132.8,
138.5, 141.9, 149.9, 164.5, 177.3

ASPECTOS FISICOS: Oleo amarelo

Dados espectroscopicos de 4e - Estrutura confirmada na literatura (CHUNG et al., 2012;
KHALAFI-NEZHAD e MOHAMMADI, 2012)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): &3.25 (s, 3H, CHa), 3.53 (5,3H, CHz), 6.60 (s,
1H, =CHy), H3), 6.62 (s, 1H, =CHy), 7.09 (s, 1H, OH), 7.29 (d, 1H, Ar-H), 7.85 (d, 1H,
Ar-H), 8.33 (dd, 1H, Ar-H)

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): § 26.6, 52.1, 74.3, 109.0, 118.3, 127.0, 128.9, 131.9,
138.4, 142.4, 150.6, 164.4, 175.8

Dados espectroscopicos de 4f
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): & 3.54 (s, 3H, CHs) 4.42 (m, 2H, CHy), 5.23 (dd, 1H,
=CHy), 5.40 (dd, 1H, =CH2) 5.85 (m, 1H, =CH), 6.63 (d, 2H, =CH), 7.14 (s, 1H, OH),
7.19 (d, 1H, Ar-H), 7.85 (d, 1H, Ar-H), 8.30 (dd, 1H, Ar-H)

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): § 42.0, 52.1, 74.3,109.6, 117.6, 118.4, 126.8, 129.2,
131.2, 132.0, 138.2, 149.7, 164.4, 175.5

MASSAS DE ALTA RESOLUQAO ESI(-): (M/Z -1) = 317,07785

ASPECTOS FiSICOS: S6lido marrom

PF°:129-131°C

Dados espectroscopicos de 49

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 2.71 (s, 3H, CHs) 5.64 (s, 1H, =CH), 5.69 (s, 1H,
=CHy), 6.09 (s, 1H, Ar-H)6.15 (d, 1H, Ar-H), 10.17 (s, 1H, NH)

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 6 52.0, 75.7, 114.5, 122.3, 125.9, 128.5, 128.8,

135.0, 138.5, 140.2, 164.5, 176.6

MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 299,98352
ASPECTOS FiSICOS: Solido laranja
PF°:121-123 °C

Dados espectroscépicos de 4h

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 3.45 (s, 3H, CH3), 3.55 (s, 3H, CH3) 6.54 (d, 2H,
=CHy), 7.00 (s, 1H, Ar-Hy7.05 (s, 1H, Ar-H), 7.49 (s, 1H, OH)

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6):

829.3,52.1,74.3, 114.9, 122.5, 126.7, 128.8, 130.6, 135.5, 138.4, 139.3, 164.4, 175.5
MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 313,99927

ASPECTOS FiSICOS: Sélido preto

PF°: 72,3-73,5°C

8.11PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS AMBH DERIVADOS DA
ISATINA 5a-5d

Pesou-se em um baldo de 125 mL, 56 mg de DABCO e posteriormente adicionou-
se 0,5 mmol da isatina (1) ou derivado da isatina. A esta mistura foi adicionado 1 mL de

THF e 1.2 equivalentes de 4-NO»-fenil acrilamida (115,2mg). A mistura reacional foi



59

deixada a temperatura ambiente sob agitacdo magnética e acompanhada por CCD. Apds
o término da reacdo, foi realizada evaporacdo do solvente e extracdo liquido-liquido
usando acetato de etila e agua destilada. Para o0s AMBH 5a -5¢ realizou-se uma filtracdo
em silica com acetato de etila 25%. Para a purificacdo do AMBH 5d foi necessario
realizacdo de cromotagrafia em coluna (Eluente 25% - AcOEt / Hexano). Os AMBH

foram obtidos em rendimentos que variaram de 22 a 64%.

Dados espectroscopicos de 5a

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): 8 3.37 (s, 3H, CH3), 6.37 (d, 2H, =CH>) 6.62 (s, 1H,
OH), 6.97 (m, 2H, Ar-H), 7.09 (d, 1H, Ar-H) 7.29 (td, 1H, Ar-H), 7.75 (s, 1H, Ar-H), 7.77
(s, 1H, Ar-H), 8.14(s, 1H, Ar-H), 8.17 (s, 1H, Ar-H), 10.66 (s, 1H, NH)

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6):

826.2,75.3, 108.5, 119.5, 122.0, 122.8, 123.0, 124.8, 129.5, 131.1, 142.3, 143.8, 144.6
, 144.9, 165.3.

MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 352,09406

ASPECTOS FISICOS: Sélido preto

PF°: 133 - 137 °C

Dados espectroscopicos de 5b

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): 8 § 4.31 (s, 2H, CH2), 5.19 (dd, 1H, =CH>) 5.40

(dd, 1H, =CH,), 5.85 (m, 1H, =CH), 6.39 (d, 2H, =CH)6.68 (s, 1H, OH), 6.94 (m, 2H,
Ar-H), 7.12 (dd, 1H, Ar-H), 7.24 (td, 1H, Ar-H), 7.77 (d, 2H, Ar-H), 8.17 (d, 2H, Ar-H),
10.68 (s, 1H, NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6):

041.7,75.3,109.2, 116.9, 119.5, 122.0, 122.9, 123.1, 124.8, 129.4, 131.1, 132.0, 142.4,
143.7, 143.8, 145.0, 165.4, 175.2.

MASSAS DE ALTA RESOLUGAO ESI(-): (M/Z -1) = 378,10947

ASPECTOS FiSICOS: Solido laranja

PF°: 126 — 128,7 °C

Dados espectroscopicos de 5¢
RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): & 3.35 (s, 3H, CHa3), 3.44 (s, 1H, OH) 6.47 (s, 1H,
=CHy), 6.52 (s, 1H, =CH) 7.79 (d, 2H, Ar-H), 8.18 (m, 4H, Ar-H), 10.69 (s, 1H, NH)
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RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 74.5, 113.9, 114.8, 119.6, 119.7, 122.2, 124.8,

126.5, 127.5, 130.5, 135.9, 139.4, 142.4, 142.5, 144.7, 156.3, 164.9, 175.6
MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 420,01599

ASPECTOS FISICOS: Sélido marrom
PF°: 125,7 - 128 °C

Dados espectroscopicos de 5d

RMN IH (400 MHz, DMSO-d6): & 4.60 (d, 2H, CH2), 5.18 (d, 1H, =CH>) 5.32 (d, 1H,
=CHy), 5.97 (m, 1H, =CH), 6.51 (s, 1H, =CH2)6.56 (s, 1H, =CH>), 7.03 (s, 1H, OH), 7.12
(d, 1H, Ar-H), 7.46 (d, 1H, Ar-H), 7.81 (d, 2H, Ar-H), 8.19 (d, 2H, Ar-H), 10.73 (s, 1H,
NH)

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6):

043.1,74.5,114.7, 115.8, 119.7, 122.3, 124.5, 124.9, 126.6, 130.6, 133.5, 136.1, 138.7,
142.4, 142.5, 144.7, 164.9, 175,5.

MASSAS DE ALTA RESOLUCAO ESI(-): (M/Z -1) = 446,03162

ASPECTOS FiSICOS: Sélido marrom

PF°:187,5-190 °C
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ESPECTROS
Figura 12: Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-dg) de 1b

= 11.67

.l:_l lﬂl}l r.‘:-——

in
=
=
i
&
un
w
™
-
=
o

PR e
% HE # % ZFE LI
B in ¥ &» fAE3 Temmn
- - - o o [ e} TISRSE
| 11 | | et ol

ARG

3600

I _IJI-II\-\_ ' 1 :
:

4 Fin i il 150 184 LD 160 (£ 1443 130 (¥ 150 100 L] A0 A il 50 Al 11 Foi i a 10

3000

L]

= 2 D

L

67



Figura 14: Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-dg) de 1c
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Figura 15: Espectro de RMN *C (50 MHz, DMSO-ds) de 1c
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Figura 16: Espectro de RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds) de 1d
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Figura 18: Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-dg) de 1e
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Figura 19: Espectro de RMN *3C (50 MHz, DMSO-ds) de 1e
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Figura 20: Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-dg) de 1h
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Figura 21: Espectro de RMN **C (50 MHz, DMSO-ds) de 1h
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Figura 22: Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-dg) de 1i
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Figura 23: Espectro de RMN *C (50 MHz, DMSO-ds) de 1i
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Figura 24: Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-dg) de 2
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Figura 25: Espectro de RMN **C (50 MHz, DMSO-ds) de 2
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Figura 26: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) do aduto 3f
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Figura 27: Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-ds) do aduto 3f
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Figura 28: Espectro de massas de alta resolucdo ESI(-) do aduto 3f
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Figura 29: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 3g
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Figura 30: Espectro de RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) do aduto 3g
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Figura 32: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 3h
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Figura 33: Espectro de RMN C (100 MHz, DMSO-ds) do aduto 3h
o 3 SennRye P
] 2 FEEPEERE H [
| I S T i Ca
B
w5a
400
o HO CN
0 Hase
l \ raee
& T
Fied
HLE]
) He)
i i1 *
................................ 1..-:-..-.--.---'

e M6 1% e 1M M 1 e 8 1M 'ill?ﬂ.' L -I ] K » L) w AR » » -]

77



78

Figura 34: Espectro de massas de alta resolucéo ESI(-) do aduto 3h
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Figura 35: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 3i
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Figura 36: Espectro de RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds) do aduto 3i
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Figura 37: Espectro de massas de alta resolucéo ESI(-) do aduto 3i
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Figura 38: Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 4d
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Figura 39: Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-ds) do aduto 4d
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Figura 40: Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-dg) do aduto 4f
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Figura 41: Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-ds) do aduto 4f
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Figura 42: Espectro de massas de alta resolucéo ESI(-) do aduto 4f
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Figura 44: Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-ds) do aduto 4g
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Figura 45: Espectro de massas de alta resolucdo ESI(-) do aduto 4g
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Figura 46: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 4h
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Figura 47: Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-ds) do aduto 4h
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Figura 48: Espectro de massas de alta resolucéo ESI(-) do aduto 4h
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Figura 49: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 5a
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Figura 50: Espectro de RMN *3C (100 MHz, DMSO0-dg) do aduto 5a
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Figura 51: Espectro de massas de alta resolucéo ESI(-) do aduto 5a
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Figura 52: Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 5b
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Figura 53: Espectro de RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) do aduto 5b
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Figura 54: Espectro de massas de alta resolucdo ESI(-) do aduto 5b
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Figura 55: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 5¢
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Figura 56: Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) do aduto 5¢
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Figura 57: Espectro de massas de alta resolugdo ESI(-) do aduto 5¢
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Figura 58: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do aduto 5d
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Figura 59: Espectro de RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) do aduto 5d
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Figura 60: Espectro de massas de alta resolucdo ESI(-) do aduto 5d
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