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RESUMO

Duas questdes importantes na saide humana, o cancer e a leishmaniose tém tratamentos
usuais que incluem medicamentos injetdveis com muitos efeitos adversos, caros € por vezes
ineficazes. No contexto necessario de desenvolvimento de novos farmacos, o nucleo 3-
hidréxi-2-oxindol estd presente em moléculas sintéticas com propriedades antiproliferativa e
leishmanicida. Para sintetizar este nlcleo, a reacdo de Morita-Baylis-Hillman (RMBH) pode
ser utilizada, sendo alguns adutos também ja relatados como anti-leishmania e antitumorais. A
fim de potencializar esta atividade, utilizamos a abordagem de dimerizagdo molecular no
desenho das moléculas inéditas. O objetivo do trabalho foi obter novos adutos diméricos com
potencial atividades antiproliferativa e antiparasitaria, contendo o nucleo 3-hidroxi-2-oxindol
formado a partir da reacdo de Morita-Baylis-Hillman usando a isatina como substrato. A rota
sintética envolveu a sintese de 10 derivados de isatinas, o diacrilato de etilenoglicol e a
RMBH formando os adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) diméricos. Variaveis como
solvente, temperatura, catalisadores diferentes e propor¢des crescentes de DABCO (25 a
100%) foram testadas na otimizacdo sintética dos AMBH. Os dimeros inéditos foram
caracterizados por espectrometria de massas, espectroscopia de infravermelho, ressonincia
magnética nuclear (RMN) de 'H e de "*C. O uso de temperatura ambiente, DABCO 100% mol
¢ DMF foram eleitos como as melhores condi¢des de reagao, com 43% de rendimento no caso
do dimero usado no estudo de otimizacao (1a, N-metilado). O tempo reacional variou de entre
15 minutos ¢ 11 dias, ¢ rendimentos de 24 a 67%. Os 10 dimeros inéditos foram avaliados
biologicamente nas linhagens de células cancerigenas K-569, HL-60 e A-549, e também em
promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum. Dentre os adutos enviados para
avaliacdo de atividade antiproliferativa, apresentaram forte atividade 1h, um dimero N-
benzilado e diclorado (Cls, 0,72 a 2,24 uM e IS 0,6 a 1,87), e 1f, um dimero N-metilado e
diclorado (Clso 1,18 a 3,83 pM e IS 1,8 a 5,84), contra todas as cepas, sendo considerados
promissores. Os dimeros deste trabalho foram mais ativos (Clso 1,18 a 7,94 pM) que os
mondmeros correspondentes existentes (Clso 4,2 a 16,08 pM) reportados na literatura,
atestando a eficdcia da dimerizagdo para este caso. Nos testes in vitro em Leishmania
infantum, 1h e 1f também se mostraram os mais ativos, com Cls, de 5,48 e 5,7 puM,
respectivamente, na forma amastigota do parasito.

Palavras-chave: adutos de Morita-Baylis-Hillman, aceptor de Michael, simetria molecular,
atividade antiproliferativa, atividade antiparasitaria, 3-hidroxi-2-oxindol.



ABSTRACT

Two important questions in human health, cancer and leishmaniasis have usual treatments that
include injectable medicine with a lot of adverse effects, high cost and sometimes ineffective.
In the context of need of new drugs development, the 3-hydroxy-2-oxindol scaffold is present
in synthetic molecules with antiproliferative and leishmanicidal properties. In order to
synthetize this nucleus, the Morita-Baylis-Hillman reaction (MBHR) can be used, and some
adducts are already reported as anti-leishmania and antitumor. With the purpose of enhancing
this activity, we used a molecular dimerization approach in the design of the novel molecules.
The aim of this work was to obtain new dimmeric Morita-Baylis-Hillman adducts with
potential antiproliferative and antiparasitic activity, containing the 3-hydroxy-2-oxindol
nucleus formed by Morita-Baylis-Hillman reaction, using isatin as substrate. The synthetic
route involved the synthesis of 10 isatin derivatives, the ethyleneglycol acrylate and the
MBHR synthesis, forming the dimmeric Morita-Baylis-Hillman Adducts (MBHA). Variables
as solvent, temperature, different catalysts and increasing proportions of DABCO (25 to
100%) were tested in the MBHA synthetic optimization. The novel dimmers were
characterized by mass spectrometry, Fourier transform infrared (FTIR), 'H and "“C Nuclear
Magnetic Resonance (NMR). Room temperature, DABCO 100 mol% and DMF were chosen
as the best reaction conditions, with 43% yield in the case of the dimer used in the
optimization study (1a, N-metilado). The reaction time varyied between 15 minutes to 11
days, and yields between 24 and 67%. 10 original dimmers were biologically evaluated in the
cancer cell lines K-569, HL-60 e A-549 and also in promastigotes and amastigotes of
Leishmania infantum. Among the adducts sent to antiproliferative evaluation, 1h, a N-
benzilated and dichlorated dimmer, presented strong activity against all the strains (ICs 0,72
to 2,24 uM and SI 0,6 to 1,87), as well 1f, a N-metilated and dichlorated dimmer (ICso 1,18 to
3,83 pM and SI 1,8 a 5,84), being both considered promising. The dimmers of this work (ICsy
1,18 to 7,94 pM) were more active than the existing correspondent monomers (ICso 4,2 to
16,08 pM) reported in the literature, evidencing the efficacy of dimmerization approach in
this case. The in vitro tests in Leishmania infantum showed 1h and 1f as the most active too,
with ICs of 5,48 and 5,7 pM, respectively, in the amastigote form of the parasite.

Keywords: Morita-Baylis-Hillman adducts, Michael acceptor, molecular symmetry,
antiproliferative activity, antiparasitic activity, 3-hidroxy-2-oxindol.
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1. INTRODUCAO

Dentre os principais desafios da humanidade, a relagdo saude-doenga sempre teve
destaque, devido a complexidade das questdes envolvidas e as consequéncias que podem
surgir a partir das doencas. A descoberta e acesso a tratamentos ocorre de maneira desigual,
privilegiando lugares e pessoas com maior poder aquisitivo, aprofundando o cendrio de
desigualdade social observado no mundo (Oliveira, 2018).

Um exemplo disso ¢ a existéncia das Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs), que
designa enfermidades que acometem principalmente habitantes de regides tropicais, em
situagdes inadequadas de saneamento, alimenta¢do e moradia. Para tais doengas ha menos
interesse da iniciativa privada de buscar novos e melhores tratamentos (Who, 2020).

Uma das alternativas ¢ que a iniciativa publica cumpra este papel de busca por novas
substancias ativas, mais eficazes, seguras e baratas que poderiam aumentar a acessibilidade e
reduzir custos em diferentes tratamentos. Porém, estima-se que a cada medicamento que
chega ao mercado farmacéutico, mais de 10.000 entidades quimicas foram testadas no
processo de pesquisa e desenvolvimento, em um processo cientifico-tecnolégico custoso e
demorado (Sun et al., 2022).

Em contrapartida, doengas como o cancer --- que ndo respeitam limites geograficos,
etarios, econdmicos e sociais --- mobilizam esfor¢os em escala global. E na busca de
tratamentos eficazes para essa doenga, ja foram observados potencial uso de quimioterapicos
e resultados promissores em doengas negligenciadas tal como a miltefosina, que foi pensada
para tratamento do cancer e se mostrou efetiva e adotada no tratamento da leishmaniose
(Brasil, 2020).

Em diferentes partes do Brasil, equipes e laboratorios se esforcam na busca por novas
alternativas terapéuticas. Destacamos o Laboratorio de Sintese Organica Medicinal da Paraiba
— LASOM-PB, que ha 15 anos se dedica em identificar e testar novas substincias, ja
apresentando bons resultados em linhagens de células cancerigenas e espécies de Leishmania
(Barbosa et al., 2009; Brito et al., 2020; Oliveira et al., 2021). E dentre os esqueletos

moleculares que sdo foco de estudo atual estd a por¢ao 3-hidroxi-2-oxindol.
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Esta porgdo estd presente em inumeras moléculas relatadas na literatura com atividade
anticancer (Zhang et al., 2015; Prathima et al., 2017; Moghaddam et al., 2018), tendo
emergido mais recentemente como nucleo de destaque em algumas moléculas com
propriedade leishmanicida (Fernandes et al., 2020).

Uma das maneiras de obter a por¢ao 3-hidroxi-2-oxindol sinteticamente ¢ pela reacio
de Morita-Baylis-Hillman (RMBH), usando a isatina como substrato. Além disso, adutos de
Morita-Baylis-Hillman (AMBH) ja demonstraram atividade em Leishmania sp. (Sousa et al.,
2017; Vieira et al. 2017) e em cancer (Mohan et al., 2006; Lima-Junior et al., 2016).

No intuito de melhorar a eficacia das moléculas em estudo, diferentes técnicas podem
ser utilizadas, sendo uma delas a dimerizagdo molecular. Nessa abordagem, duas porcdes de
atividade conhecida sd3o unidas em uma unica molécula, podendo apresentar um espacador
entre elas ou ndo (Barreira & Fraga, 2015). O intuito ¢ que o dimero gerado tenha
propriedades melhores que os mondmeros isolados e ja foi alcangado com sucesso em muitos

casos (Slavova-Kazakova et al., 2015; Furutachi ef al., 2019; Chen et al., 2021).

Partindo deste contexto, o presente trabalho explora o nucleo 3-hidroxi-2-oxindol na
proposi¢do de novos compostos antitumorais e antiparasitdrios. Tendo conhecido as
potencialidades desta por¢do e as possiveis benesses da dimerizagao molecular, espera-se que
os dimeros simétricos oriundos da reagdo de Morita-Baylis-Hillman, possam contribuir na
pesquisa de novas moléculas ativas contra células tumorais e parasitos que acometem a

humanidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Planejar novos adutos diméricos de Morita-Baylis-Hillman com potencial atividade
antiproliferativa e antiparasitaria, usando derivados de isatina como substrato, como

potenciais candidatos a farmacos.

2.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar os derivados N-alquilados da isatina.

- Sintetizar 5-nitro-isatina, 5-cloro-isatina, 5,7-dicloro-isatina e seus respectivos derivados N-
alquilados.

- Sintetizar e caracterizar os adutos de Morita-Baylis-Hillman (Figura 1) a partir da reacao

entre o diacrilato de etilenoglicol e os derivados de isatina.

Figura 1 — Estrutura quimica geral dos adutos de Morita-Baylis-Hillman simétricos
sintetizados neste trabalho.
R2 RZ
R, = alila, benzila, metila
R3 OHO R2 = H, NOQ, Cl
R Rs=H, Cl
N °o N
R4 OH o) 0 \R1
0o la-1j

- Avaliar a atividade bioldgica in vitro das substancias obtidas nas linhagens de células
humanas cancerigenas A-549 (carcinoma de pulmao de células pequenas) K-562 (leucemia
mieldide cronica) e HL-60 (leucemia promielocitica).

- Avaliar a atividade bioldgica in vitro dos compostos sintetizados em células de Leishmania
infantum.

- Relacionar a estrutura quimica as atividades biologicas observadas.

- Realizar estudos in silico das moléculas sintetizadas frente as propriedades ADME.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

Nos proximos topicos serao abordados sobre as doencas cancer e leishmaniose; as
propriedades das moléculas com a por¢do 3-hidroxi-2-oxindol e formas de obté-las

sinteticamente; a reagdo de Morita-Baylis-Hillman e seus adutos; e a dimerizacdo molecular.

3.1 O cancer e a leishmaniose persistem como doencas carentes de novos tratamentos

Um dos maiores problemas de saide no mundo atual ¢ o cancer, que mata quase 1
pessoa a cada 6 acometidas pela doenga. Em 2020, 10 milhdes de pessoas no globo morreram
em decorréncia desta enfermidade, que pode acontecer em praticamente qualquer local do
corpo. Para cada local, ha um tipo de cancer, denominagao que engloba mais de 100 doengas,
sendo os tipos mais comuns os de mama, pulmao, colon, reto e prostata (Who, 2022).

No Brasil, o cancer de pulmao tem a 3* maior incidéncia entre os tipos de cancer entre
os homens, atingindo uma estimativa de 18.020 pessoas em 2023, mas € o que apresenta a
maior mortalidade entre eles (13,6%). Entre as mulheres, estes tipos de cancer representam a
4* maior incidéncia, acometendo 14.440 pessoas, e a 2* maior mortalidade (11,6%) entre os
canceres que as atingem (Inca, 2020).

Para o triénio 2023 a 2025, foi estimado que novos 704 mil casos de cancer ocorrerao
no Brasil, a cada ano. Destes, 34 mil por ano serdo no pulmao. J& a leucemia, o 10° tipo de
cancer mais frequente no Brasil, tera 11.540 novos casos anuais neste triénio (Inca, 2022).

Em relacdo ao tratamento, as varias op¢des de quimioterapicos antitumorais trazem a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia pelas células cancerigenas, por diferentes
mecanismos (Huang, 2017). H4 muitos genes e moléculas envolvidos e interconectados na
sensibilidade ou resisténcia intrinseca e desenvolvida aos antitumorais. Para driblar esta
possivel resisténcia das células cancerigenas, novas terapias com maximo efeito que viabilize
a eliminagdo das células tumorais com o menor efeito toéxico possivel aos tecidos normais
devem ser desenvolvidas (Nikolaou, 2018).

Além disso, o recomendado ¢ usar uma combinacdo de farmacos no tratamento de

cancer, a fim de aumentar a chance de remissao e diminuir a de recorréncia. Com isso, o
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desafio de lidar com a toxicidade torna-se ainda maior, objetivando o sucesso do tratamento
sem comprometer demais a qualidade de vida do paciente (Zugazagoitia, 2016). Assim, ¢
preciso nao sé de novos farmacos para aumentar o arsenal terapéutico contra o cancer, mas

também que eles sejam o menos toxico possivel.

Enquanto o cancer consiste em uma série de doengas, a leishmaniose apresenta alguns
tipos mais limitados, a saber, a leishmaniose visceral, a cutanea e a mucocutanea. A doenga
pode se desenvolver apds a infec¢do de parasitos do género Leishmania, transmitidos pela
picada do mosquito palha infectado. Atualmente, a leishmaniose ainda ¢ considerada uma
Doenca Tropical Negligenciada (DNT) pela Organizacdo Mundial de Sdude e acomete entre
700 mil e 1 milhdao de pessoas no mundo a cada ano (Who, 2023).

Mais da metade das chamadas Doengas Tropicais Negligenciadas (DNTs) sdo
parasitarias e afetam, juntas, mais de 1,7 bilhdo de pessoas no mundo. A denotagdo de doengas
negligenciadas se refere a enfermidades de diferentes causas, seja bacteriana, parasitaria,
fingica, viral e mesmo algumas nao infecciosas. O que elas apresentam em comum ¢ que
afetam a qualidade de vida das pessoas atingidas, atrapalhando seu trabalho e seus estudos e
acentuando ainda mais sua condi¢do social ja desfavorecida, pois as DNTs acometem
principalmente pessoas com baixo acesso a saneamento bdasico, agua potavel, saude e
educagao (Who, 2020).

Como bem colocado por Oliveira (2018), o termo “negligéncia” denuncia ndo apenas
a negligéncia das doencas, mas de pessoas. As DNTs acabam sendo uma barreira para o
desenvolvimento socioecondomico e a redugcdo da pobreza. Apesar dos esfor¢os mais
significativos nos ultimos 10 anos, ainda hd muito o que ser feito para combater estas doencas
e as desigualdades agravadas por elas (Who, 2020). Neste contexto, a universidade publica
apresenta um papel crucial, posto que deve ter como prioridade assuntos de interesse da
populagdo, como ¢ o caso destas enfermidades e suas consequéncias.

No Brasil, os novos casos de leishmaniose visceral — a forma mais fatal, quando ndo
tratada — diminuiram para menos de 2000 casos em 2021, entretanto, a taxa de letalidade
aumentou para 10,5% em 2021. Essa taxa era 3,2% em 2000 e¢ 6,9% em 2010 (BRASIL,
2020). Entre os fatores responsaveis por esse aumento de letalidade figuram o diagnostico

tardio, a falha terapéutica e o abandono do tratamento pelo paciente (Cavalcante et al., 2022).
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Em adicdo, outros fatores como a incidéncia de leishmaniose visceral, tamanho da
populagdo vulneravel e da populagdo municipal, além da incidéncia de SIDA, também foram
encontrados como fatores importantes no aumento da letalidade de leishmaniose visceral no
Brasil (Donato et al., 2020).

O abandono do tratamento pelos pacientes representa uma ameaga, visto que aumenta
a chance de resisténcia parasitaria. Na investigacdo de Bamorovat e et al. (2023), alguns
fatores associados ao abandono do tratamento de leishmaniose (cutinea) foram a
complexidade e a duragdo do regime de tratamento, além dos seus efeitos adversos. Esse
resultado refor¢a a necessidade ndo s6 de buscar alternativas para aumentar a adesdo dos
pacientes, mas também tratamentos melhores, mais faceis de administrar € com menos efeitos
adversos.

Esses efeitos adversos incluem dores nas articulagdes, fadiga, dor no local da
aplicagdo, problemas renais € o mais grave, problemas cardiovasculares. A fun¢do renal e o
coracdo devem ser monitorados durante o tratamento, a fim de garantir a seguranga do

paciente e trocar o medicamento em caso de toxicidade (Brasil, 2014).

3.2 A porc¢io 3-hidroxi-2-oxindol em moléculas ativas em Leishmania e cincer

No sentido de encontrar novas substancias potencialmente uteis no enfrentamento
destas doencas, destacamos o nucleo oxindol, especificamente o 3-hidroxi-2-oxindol,
representado na Figura 2. A natureza produz moléculas contendo esta por¢ado, a exemplo das
paratunamidas A-D (Figura 2), usadas pelo ser humano para problemas estomacais € que sao
citotoxicas em carcinoma de céulas KB (Kagata er al., 2006, Pedibblota, 2009). Outros
exemplos incluem as maremicinas A-D, ativas contra a linhagem de leucemia K-562, e as

convolutamidina A-E, ativas contra a linhagem HL-60 (Pedibblota, 2009).
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Figura 2 — Representacdo das estruturas quimicas do nucleo 3-hidroxi-2-oxindol (1),
paratunamida A (2), maremicina B (3) e convolutamidina A (4) (Elsbay, Tanaka & Miyamoto,
2019).
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Os nucleos 3-hidroxi-2-oxindol e o 2,3-dihidroquinolina foram conjugados em uma
série de moléculas sintetizadas por Zhang e et al. (2015). As moléculas 5a-5h (Figura 3)
mostraram resultados positivos de atividade antiproliferativa nao s6 in vitro, em células das

linhagens Hela (cancer cervical) e A-549 (cancer de pulmao), como in vivo, em camundongos.

Figura 3 — Representacao da estrutura quimica da sé€rie 5a-5h por Zhang e et al. (2015) e das
moléculas 6a-6x sintetizadas por Prathima e et al. (2017).
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Continuando entre as moléculas sintéticas, uma série de pequenas moléculas 6a-6x
com o nucleo 3-hidréxi-2-oxindol apresentou atividade em linhagens de células tumorais de
mama, de prostata, colorretal e cervical, sendo a mais ativa com Cls entre 4,9 ¢ 6,1 pM (X=

Cl e R = propargila). A estrutura delas esta representada na Figura 3 (Prathima et al., 2017).
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Moghaddam et al. (2018) sintetizaram moléculas com o nticleo 3-hidréxi-2-oxindol e
observaram que duas delas demonstraram atividade antitumoral diante da linhagem DU145
(cancer de prostata). E digno de nota que ambas as substancias, representadas na Figura 4,
apresentam um halogénio como grupo substituinte no anel aromatico do ntcleo 3-hidroxi-2-
oxindol, uma o cloro e a outra o bromo. Nas investiga¢des, foi notado que 7a, cujo Clso
foi 110 pM, induzia as cé€lulas cancerosas a apoptose. Outro ponto observado foi que as novas
entidades quimicas sintetizadas sem substitui¢do no nitrogénio ndo apresentaram atividade,

mas sim aquelas substituidas com o grupo etila.

Figura 4 — Representacdo da estrutura quimica das duas moléculas mais ativas da série
sintetizada por Moghaddam et al. (2018), 7a e 7b, e da antocolorina H (8) isolada por Elsbay,
Tanaka & Miyamoto (2019).

X =Br (7a) ou Cl (7b)

A antocolorina H (8, Figura 4), um dos produtos extraidos a partir da fermentacao de
arroz por Aspergillus versicolor, apresenta efeito citotdoxico frente a células Hela. O par
enantiomérico dela, antocolorina G, ndo foi ativa, e as demais substincias isoladas que nao
tinham a por¢ao 3-hidroxi-2-oxindol demonstraram menos atividade ou nenhuma (Elsbay,

Tanaka & Miyamoto, 2019).

Esta por¢ao também estd presente em moléculas com propriedades antileishmaniose.
Moléculas hibridas com ntcleo 3-hidréxi-2-oxindol apresentaram atividade em Leishmania
infantum e algumas delas também em 7rypanosoma cruzi. Os valores de Clsy foram
comparaveis aos de benzonidazol e miltefosina, o que exemplifica a potencialidade deste

nucleo para a sintese de novos agentes leishmanicidas. As moléculas foram sintetizadas
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servindo-se da reacdo de Morita-Baylis-Hillman (Esquema 1), com derivados de isatina € um

aceptor de Michael contendo nucleo oxadiazol (Fernandes ef al., 2020).

Esquema 1 — esquema da reagdo de sintese dos hibridos 9a-9h sintetizados por Fernandes et
al. (2020), contendo a porcao 3-hidroxi-2-oxindol.
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Outros relatos de substancias contendo este nucleo especifico e que apresentassem
atividade em espécies de Leishmania sp. ndo puderam ser encontrados, entretanto, o nucleo
oxindol em geral ¢ reconhecido na literatura em muitos compostos com esta propriedade
biologica (Kapil, Singh & Silakari, 2018). Moléculas contendo esta por¢do na estrutura
também aparecem na literatura com atividade antiviral (Wei et al., 2023).

A fim de obter o nucleo 3-hidroxi-2-oxindol, ha uma lista de reagdes que podem ser
utilizadas, tais como a reacao de Barbier (Karpe & Mondal, 2022), reagdo catalisada por iodo
(Vuppalapati & Lee, 2012), reacdo de Henry (Meshram et al., 2013), reacao aldolica (Wei et
al., 2023) e funcionaliza¢do de C (sp*)--H (Hao et al., 2015), todas a partir de isatina. Além
destas, temos também a reacdo de Morita-Baylis-Hillman (Garden & Skakle, 2002).

3.3 Adutos de Morita-Baylis-Hillman: aspectos sintéticos e farmacologicos em
leishmaniose e cancer

A reacdo de Morita-Baylis-Hillman se destaca por suas peculiaridades como a
formacao de ligagdo C-C com economia de atomos, one-pot (Gnico meio reacional), e por
possibilitar, por vezes, o uso de solventes verdes como a agua (Biswas, 2015). A reagdo se da
entre um alceno ativado, um acrilato, por exemplo, € uma entidade que apresente um centro

eletrofilico, como uma carbonila (Esquema 2). O catalisador usado quando Morita et al.
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(1968) desenvolveram a reagdo era uma fosfina e depois, Baylis e Hillman melhoraram a
reacdo usando aminas tercidrias como catalisadores (Lima-Junior & Vasconcellos, 2012). Os
produtos formados, os adutos de Morita-Baylis-Hillman, vem se consolidando na literatura
por suas atividades bioldgicas, incluindo em linhagens cancerigenas e em espécies de

Leishmania (Santos et al., 2015).

Esquema 2 — Esquema geral da reagao de Morita-Baylis-Hillman.

GRE = Grupo
GRE X XH retirador de elétrons
]( * RJKR R)Y GRE R = cadeia alquilica
X=0

Quanto ao mecanismo da reagdo, as propostas envolvem o catalisador como promotor
da reagdo. O Esquema 3 ilustra as principais propostas num so esquema, mostrando que elas
podem ocorrer simultaneamente, dependendo das condigdes reacionais. Na proposta de
McQuade, duas moléculas de aldeido reagem com uma do aceptor de Michael. S6 entdo o
catalisador reage com o intermediario para formar um complexo. A diferenca mais marcante
da proposta de Aggarwal e McQuade ¢ que o primeiro considera o uso de um solvente protico,

enquanto o segundo utiliza um solvente aproético.

26



Esquema 3 — Mecanismos propostos por McQuade e Aggarwal para a RMBH representadas
num unico esquema feito por Lima-Junior e Vasconcellos (2012).
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Uma série de AMBH com nucleo tetraidropirano apresentou resultados de inibig¢do de
Leishmania donovani na forma promastigota. As moléculas foram sintetizadas utilizando um
acrilato com nucleo tetraidropirano, DABCO como catalisador e variando o aldeido. A
depender do eletréfilo, o solvente usado era DMF:H>O ou PhOH, na temperatura 0 °C, ou t-
buOH/H,O, com aquecimento em micro-ondas a 80 °C (Esquema 4). Os rendimentos
variaram de 45 a 96%, com tempos de reagdo entre 18 minutos e 240 horas. Na avaliagdo em
Leishmania donovani, o melhor Clsy foi do aduto com substituinte p-bromofenil: 5,81 pM.

Apesar do Clsy da anfotericina B (farmaco de referéncia) ser melhor (0,38 pM), o aduto
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apresentou indice de seletividade maior que 180,19, indicando uma menor toxicidade que o

farmaco de referéncia, com IS 33,05 (Sousa et al. 2017).

Esquema 4: Representacdo da reacdo de MBH entre um acrilato com nticleo tetraidropirano e
aldeido aromatico, realizada por Sousa et al. (2017).
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Em outro trabalho envolvendo avaliagio de AMBH em Leishmania, Vieira et al.
(2022) sintetizaram uma série de AMBH, reagindo sete diferentes aldeidos com acrilato de
metila na presenga de DABCO, em temperatura ambiente (Esquema 5). Em seguida, parte dos
produtos foi submetido a modificagdes como acetilagdo da hidroxila ou hidrdlise do grupo
éster em acido carboxilico. Todas as moléculas foram testadas em Leishmania chagasi e duas
delas, que eram AMBH sem modificagdes, tiveram Cls, igual a 0,6 pM, menor que da

pentamidina e glucantime (Clso = 2 pM). Ambos os adutos tinham um grupo cloro.

Esquema 5 — Esquema reacional de um dos adutos de Morita-Baylis-Hillman sintetizados por
Vieira et al. (2022). Os outros adutos foram sintetizados partindo de outros aldeidos.

0 [ND 15 H O
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Em relagdo a atividade antiproliferativa, um dos primeiros trabalhos que relata esta
propriedade em AMBH data de 2006 e mostrou que os adutos aromaticos que contém grupos

substituintes de natureza retiradora de elétrons foram os mais ativos. Os adutos foram
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sintetizados empregando acrilato de metila e aldeidos sob sonicacdo, tendo DABCO como
catalisador (Esquema 6). Os rendimentos variaram de 40 a 90%, enquanto os tempos
reacionais ndo foram informados. Posteriormente, foram sintetizados outros dois grupos de
moléculas, um a partir da inser¢ao do grupo TBS na hidroxila e outro a partir da hidrogenacao

da ligacao dupla dos adutos (Kohn et al., 2006).

Esquema 6: Esquema da RMBH e posterior inser¢do do grupo TBS realizadas por Khon et al.
(2006).
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Nos testes antiproliferativos in vitro, as linhagens cancerigenas testadas foram
UACC62 (melanoma), MCF7 (mama), NCI460 (células nao-pequenas de pulmdo), OVCAR,
(ovario), PCO03 (prostata), HT29 (colon) e 786-0 (rins). As substincias que mais se
destacaram, com atividade em todas as linhagens, foram adutos de Morita-Baylis-Hillman
sem modificagdes ou apenas com o grupo TBS inserido. Alias, o grupo TBS nao ofereceu
ganhos significativos de atividade, ficando na mesma faixa que os adutos correspondentes
(Kohn et al., 2006).

Outro trabalho pioneiro relatou evidéncias da inibicdo da proliferagdo de células
cancerigenas por AMBH. As pequenas moléculas foram sintetizadas a partir de nitroalcenos e
formaldeido, na presenca de imidazol e acido antranilico, em THF e temperatura ambiente
(Esquema 7). As mesmas reagdes foram realizadas com e sem acido antranilico, sendo que
para mais da metade dos substratos houve um aumento no rendimento quando o acido estava
presente, por exemplo, de 48 para 71% (Mohan et al., 2006).

A faixa de rendimento com o acido variou entre 25 ¢ 71%, com tempos de reacao entre
15 e 120 h, enquanto sem o 4cido os rendimentos foram entre 19 a 57%, e os tempos

reacionais de 15 a 148 h. As moléculas foram testadas em células HeLa (cancer cervical) e
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testes complementares apontaram um possivel mecanismo de acdo via inibi¢do dos

microtibulos (Mohan et al., 2006).

Esquema 7 — Esquema reacional das sinteses realizadas por Mohan et al. (2006).

R =
Imidazol (100 mol %) OH 2-furil; 2-tienil; 3-furil;
" ..
R~ » V[ 3-tienil; 4-MeO-Ph;
NO, H H R~ NO 2-NO»-Ph;
THF, ta 2 3,4 -(MeOH),-Ph;
20 21 Ac. antranilico (mol %) 22 3-MeO-4-OH-Ph:
3,4-(OCH,0O-)Ph; 4-F-Ph;
Ph.

Da série de 32 AMBH sintetizados por Lima-Junior et al. (2016), os dois mais ativos
foram justamente aqueles com o ntcleo 3-hidroxi-2-oxindol. As moléculas haviam sido
formadas pela RMBH (Esquema 8), reagindo isatinas com alcenos ativados (acrilato de metila
ou acrilonitrila) em meio dissolvido por THF e usando DABCO como catalisador. O uso
destas condi¢cdes somadas ao aquecimento a 80 °C por micro-ondas, temperatura ambiente ou
banho de gelo a 0 °C foram comparadas. Os melhores tempos e rendimentos de reacao se
deram com o aquecimento por micro-ondas, sendo entre 20 e 120 minutos ¢ 73% a
rendimento quantitativo.

As novas entidades foram testadas nas linhagens de células cancerigenas HL-60 e K-
562 (leucemia aguda e cronica, respectivamente), apresentando atividade inclusive por

indugdo a apoptose, no caso de HL-60.

Esquema 8 — Esquema reacional das RMBH realizadas por Lima-Junior ef al. (2016), usando
isatina e isatina metilada.

P Ho. Y—GRE R =H ou CH;
@EKFO GRE DABCO
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micro-ondas

Os adutos de MBH formados pela unido do nucleo 7-cloroquinolina e uma molécula
de atividade conhecida em HL-60 levaram a uma série de hibridos também ativos em células

cancerigenas. A sintese dos hibridos (Esquema 9) envolveu a RMBH na etapa final, entre um
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acrilato derivado de uma 7-cloroquinolina e um aldeido, tendo o DABCO como catalisador e
t-buOH/H,0 (9:1) como solvente, em temperatura ambiente. Os rendimentos foram em torno
de 33 e 74% e as reacOes demoraram de 24 a 168 h. Alguns adutos conseguiram inibir a
proliferacdo de células das linhagens MCG-7, HL-60, HCT-116 e NCIH292, mantendo um

indice de seletividade maior que 1 (Oliveira et al., 2021).

Esquema 9 — Esquema reacional da RMBH realizada por Oliveira et al. (2021).

26 DABCO,
t-buOH/ H,0 (9:1), t.a

3.4 Aceptores de Michael e sua importincia no planejamento de novos candidatos a
farmacos antiparasitarios

A reacdo de Morita-Baylis-Hillman proporciona a formagdo de uma porcao aceptora
de Michael, associada a agdo antiparasitaria (Zhu et al., 2002). A atuagdo dos aceptores de
Michael como antiparasitarios pode ser explicada, em varios casos, pela inibi¢cao de cisteinas
de proteases deles. As cisteinas proteases sdo enzimas do tipo hidrolases presentes nos
organismos eucariontes, desempenhando funcdes que envolvem a degradacdo de proteinas.
Nos protozoarios parasitos causadores de doengas em humanos, estas enzimas atuam
degradando proteinas para a nutrigdo deles. Inclusive, estas proteinas podem ser as do
hospedeiro humano, como ¢ o caso da hemoglobina, degradada por proteases de cisteina do
Plasmodium falciparum para lhes fornecer aminodcidos (SANTOS & MOREIRA, 2007;
BUTTLE & MORT, 2013).

Por outro lado, a presenga do aceptor de Michael requer atengdo, pois pode tornar a
molécula mais propensa a causar sensibilizacao na pele (Kalberg et al., 2008) mutagenicidade
(Benigni, 2005) e ecotoxicidade (Von Der Ohe ef al., 2005).

Relataremos aqui alguns exemplos de moléculas com uma porg¢ao aceptora de Michael

e atividade antiparasitaria. O primeiro ¢ uma série de bases de Mannich contendo aceptor de
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Michael, da qual 3 (Figura 5) foram descobertos como ativos contra 7. brucei (Wenzel et al.,
2009). A atividade das substancias inéditas (Clso de 0,19 a 0,29 pM) foi menor que a do
farmaco de referéncia, melarsoprol (Clsy = 0,007 pM), mas ainda assim elas sdo consideradas

moléculas /lead (Clso < 1 pM).

Figura 5 - Representacdo das estruturas quimicas das bases de Mannich 29a, 29b e 29¢
sintetizadas por Wendel et al. (2009) e que demonstraram atividade contra 7. brucei.
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Cotinguiba et al. (2009) isolaram piperamidas de Piper tuberculatum, modificaram-
nas estruturalmente e testaram todos eles in vitro contra Trypanosoma cruzi. As modificagdes
incluiram a redu¢do das duplas conjugadas, extinguindo o grupo aceptor de Michael, ou
realizando a hidrélise dos compostos. As moléculas modificadas ndo apresentaram atividade,
enquanto 3 dos produtos naturais, com o aceptor de Michael presente, tiveram atividade
melhor (Cls entre 10,5-30 pM) que o padrdo benzonidazol (Clso = 42,7 uM). Uma dessas
moléculas (30a) pode ser vista na Figura 6.

Um outro exemplo de aceptor de Michael que apresentou atividade antiparasitaria, no
caso leishmanicida, ¢ o 30b, mostrado na Figura 6, um derivado do acido trans-cinamico.

Segundo os autores, a por¢do da carbonila alfa-beta insaturada, caracteristica de aceptor de

Michael, ¢ considerada importante para a atividade das moléculas (Carvalho et al., 2014).
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Figura 6 — Produto natural com atividade in vitro em Trypanosoma cruzi por Cotinguiba et al.
(2009), 30a; um dos compostos sintetizados por Carvalho ef al. (2014) com atividade
leishmanicida in vitro em Leishmania donovani, 30b.

sy ON%}

A unido do triclosano com chalcona, cumarina ou cromona resultou em uma série de
hibridos contendo o grupo aceptor de Michael. Os heterodimeros de triclosano-chalcona
(Figura 7) e triclosano-cromona foram ativos contra Leishmania panamensis, com destaque
para os de 3 carbonos no espacador, que tiveram melhores indices de seletividade, e excegao

para aqueles com 8 carbonos no espacador, que ndo foram ativos (Otero ef al., 2014).

Figura 7 - Um dos hibridos de triclosano e chalcona sintetizado por Otero et al. (2014).
0
OCH3
"0 OCHs
cl cl 31

Retomando o rol de produtos naturais com porcao aceptora de Michael e com
atividade antiparasitaria, temos as moléculas 32a e 32b mostradas na Figura 8. Elas e outras
quatro foram isoladas de Scleria striatinux De Wild, uma planta utilizada como condimento e
como antipirético. Os extratos € os isolados foram caracterizados e testados in vifro em
Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani e Trypanosoma brucei rhodensiense. Embora nao
tenham apresentado atividade melhor que os padrdes empregados (cloroquina, quinina e
artesunato), mas uma atividade moderada, estas moléculas podem ser utilizadas como

protétipo para o desenho de novas moléculas antiparasitarias (Nyongbela et al., 2017).
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Figura 8 — moléculas isoladas de Scleria striatinux De Wild com atividade moderada
antiparasitaria (Nyongbela et al., 2017).

3.5 A simetria na natureza e o emprego de dimerizacio molecular como estratégia no
planejamento de novos farmacos

Tal como aceptores de Michael sdo encontrados em produtos naturais, as moléculas
diméricas sao encontradas na natureza ha décadas, desde a elucidagao estrutural de moléculas
isoladas de fontes naturais. Em termos quimicos, um dimero seria uma molécula com dois
lados idénticos e sem perda de atomos. Em um conceito menos restrito, poderiamos
considerar como diméricas moléculas ndo exatamente iguais dos dois lados, sem
necessariamente um espacador, sendo possivel citar o acido elagico, um agente citotoxico, € a

dicumarina, um anticoagulante (Schwarting, 1976).

Também podemos citar a tuberazina A, um composto extraido de um animal marinho
e que apresenta atividade anti-linfagiogénica (Chen et al., 2018). Estes trés compostos podem
ser vistos na Figura 9. A partir destes e outros exemplos existentes, percebe-se a diversidade
de atividades farmacoldgicas dos dimeros (Schwarting, 1976)

Figura 9 - Representacao da estrutura quimica dos produtos naturais: acido elagico (33),
dicumarina (34) e tuberazina A (35).
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Fonte: adaptado de Schwarting (1976)

Numa pesquisa abrangendo 3000 artigos envolvendo produtos naturais isolados, foi
encontrada uma porcentagem de 7% de moléculas com simetria bilateral. Essa porcentagem

instigou célculos tedricos na tentativa de compreender o porqué de a natureza produzir
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dimeros. Os calculos mostraram um maior favorecimento energético teodrico da dimerizacao
em relacdo a formagdo de hipotéticos trimeros ou tetrameros de alguns compostos naturais,
que teriam um alto custo energético de sintese. Isso pode indicar por que trimeros e
tetrameros ndo aparecem nos extratos de produtos naturais, mas razdes por que a dimerizagao

pode ser favoravel para a natureza continuam a ser investigadas (Voloshchuk, 2004).

No tocante ao planejamento de novos farmacos, a dimerizacdo molecular ¢ uma
estratégia de desenho de novos farmacos que gera um dimero, que pode ser um homodimero
ou um heterodimero. O homodimero ¢ formado por duas entidades farmacoféricas idénticas,
que podem ser compostos ativos ou leads, enquanto o heterodimero ¢ constituido por duas
entidades farmacologicas diferentes. Estas entidades, idénticas ou nao, podem estar unidas

com ou sem espagador, ou mesmo de modo sobreposto, como representado na Figura 10

(Wermuth, 2008).

Figura 10 — Esquema simplista representando um homodimero sem espagador (A), um
homodimero com espacador (B), um heterodimero com espagador (C) e um heterodimero de

modo sobreposto.
B C D

Fonte: autoria propria, baseado em Wermuth (2008)

A técnica de dimerizagdo ou hibridacdo molecular pode ser feita em conjunto com
outras, até que o prototipo tenha a atividade desejada somada as propriedades
farmacocinéticas interessantes. A constru¢do de uma molécula inédita passa por varias etapas
de desenho, testes bioldgicos, aprimoramentos do desenho a partir da analise da relacao

estrutura-atividade, reteste, e assim sucessivamente (Barreiro & Fraga, 2015).

Esta técnica tem sido utilizada tanto pela Industria Farmacéutica como por
pesquisadores académicos, formando hibridos a partir de fragmentos de farmacos consagrados

e/ou protdtipos com atividade bioldgica, tendo como fim uma atividade dual ou simbidtica.
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Os dimeros podem apresentar maior afinidade pelo mesmo receptor que o mondémero, como
também pode atuar em um receptor diferente ou com outra consequéncia, de agonista ou

antagonista (Wermuth, 2008; Barreiro & Fraga, 2015).

Um exemplo de dimeriza¢do molecular ¢ o dimero de hidantoina (36) mostrado na
Figura 11, cuja atividade antitumoral em células de glioma e de carcinoma humano foi melhor
que a da cisplatina (Furutachi et al., 2019). Inspirado no dimero natural curcumina (38), o
dimero 37 foi sintetizado e apresentou atividade antioxidante mais alta que seu mondmero

(Slavova-Kazakova et al., 2015).

Figura 11 - Estrutura quimica do dimero de hidantoina (36) e do dimero (37) baseado na
curcumina (38).
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Fonte: adaptado de Furutachi et al. (2019) e Slavova-Kazakova et al. (2015)

Uma série de homodimeros de isatina foi planejada e sintetizada com base em uma
molécula ativa (40) (Figura 12) em teste enzimatico usando proteina DJ-1. Esta proteina ¢
dimérica e tem relacdo com doengas neurodegenerativas e também com o cancer, sendo
inibida por 40. Os dimeros eram semelhantes a 39 mas com tamanhos diferentes de espacador
(2 a 12 carbonos), e todos conseguiram inibir DJ-1 ou no mesmo patamar ou mais que o
mondmero, com exce¢do daquele com 2 carbonos no espacador. O dimero de destaque tinha

10 carbonos no espagador e esta representado na Figura 12 (Chen et al., 2021).
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Figura 12 — Representacdo da estrutura quimica do dimero 39 sintetizado por Chen et al.
(2021) e respectivo monomero 40.
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Testes posteriores com 39 mostraram que ele conseguia se ligar covalentemente a DJ-
1, e que em células de linhagens cancerigenas (H1299, carcinoma de pulmao de células nao
pequenas, PC9, HCC1937, de cancer de mama, BEL7402, células de cancer hepatocelular,
HepG2, RCC4, 786-0, células de carcinoma renal) esta molécula era capaz de inibir a
proliferacdo delas. Além disso, em modelo in vivo, 39 também conseguiu reduzir o

crescimento de tumor de células H1299.

Um derivado de testosterona (42, Figura 13) apresentou atividade em duas linhagens
de células de adenocarcinoma de prostata humana, uma sensitiva a androgénos (LNCaP) e
outra ndo sensitiva (PC3). O inédito dimero da testosterona (43, Figura 13), testado nas
mesmas condi¢des, mostrou uma atividade ainda maior, com Clso menor (11,7 yM em LNCaP
e 43,4 uyM em PC3) que o padrdo acetato de citoproterona (40,7 pM em LNCaP e 84,3 uyM em
PC3) (Paquin et al., 2023).

Figura 13 — Representacdo das estruturas quimicas da testosterona 41, seu derivado 42 e
dimero 43 sintetizados por Paquin et al. (2023).
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O trabalho de Silva (2016) ¢ um exemplo de sucesso na estratégia de dimeriza¢ao
molecular, pois os dimeros sintetizados mostraram maior atividade leishmanicida in vitro em
Leishmania donovani que os mondmeros correspondentes. As moléculas produzidas sao
adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) diméricos, sendo alguns representantes mostrados
na Figura 14. O composto com substituicdo para-bromo (44a) se destacou com Concentragao
Inibitoria (Clso) igual a 0,5 pM, menor que a Anfotericina B, fArmaco de referéncia para a

leishmaniose, cujo Cls, € igual a 0,62 pM.

Figura 14 — Alguns dos dimeros de adutos de Morita-Baylis-Hillman sintetizados por Silva
(2016).
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Além disso, este aduto dimérico em destaque apresentou um alto indice de
seletividade (IS > 400), o que significa que ele prejudica as células do parasito numa
propor¢cdo muito maior do que as células humanas, algo bastante vantajoso em relacdo a
anfotericina B, cujo IS ¢ mais baixo, 18,73, e para ser administrado o paciente deve estar

hospitalizado ou em observagdao médica rigorosa (Korolkovas, 2014).

Dois dos adutos diméricos do trabalho de Silva (2016) foram testados nas formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum, e também
foram capazes de matar os parasitos. Embora com valores de ICs, maiores, os indices de
seletividade foram pelo menos duas vezes melhores que o da anfotericina B (Rocha et al.,

2019).

Inspirado nestes AMBH, o presente trabalho propde dimeros utilizando o mesmo
espacador diacrilato de etilenoglicol e a reacdo de Morita-Baylis-Hillman. Porém, em vez de
utilizar aldeidos, propomos o emprego de isatinas substituidas, que formarao o nucleo 3-
hidréxi-2-oxindol, o qual, como explanado anteriormente, vem demonstrando alto valor

farmacoldgico e sintético.
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4. ESTRATEGIA

4.1 Planejamento e sintese das substiancias inéditas

Este trabalho trata da sintese de moléculas inéditas com vistas a atividade
antiparasitaria e antiproliferativa. O desenho destes compostos se baseou no nticleo 3-hidroxi-
2-oxindol a partir da isatina, aplicando a abordagem de dimeriza¢do molecular. O intuito ¢
que a dimerizagdo potencialize o efeito antiparasitario e antiproliferativo do grupo oxindol,
cujos derivados vém demonstrando tais atividades, conforme descrito na fundamentacio
teorica. Para a sintese, novas ligagdes C-C serdo formadas por meio da reagdo de Morita-
Baylis-Hillman, a qual transformard a isatina em oxindol, além de inserir um grupo aceptor de
Michael, que ficara no espagador entre as duas por¢des 3-hidroxi-2-oxindol. A rota sintética

convergente estd esquematizada no Esquema 10.

Esquema 10 - Rota sintética convergente para a sintese dos AMBH simétricos de isatina.
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1 =ATCI ou NaNO3/H,SO., 0 °C; ii = K,COs, agente alquilante, DMF, atmosfera inerte
de argdnio; iii = hidroquinona, etilenoglicol, ciclohexano, 100 °C; iv = DABCO, DMF seco,
t.a.

Os primeiros produtos obtidos sdo isatinas substituidas ja relatadas na literatura cujos
reagentes sdo de facil aquisicdo e cujas sinteses estdo esquematizadas no Esquema 11 (Ribeiro
et al., 2005; Silva et al., 2010; Silva ef al., 2011, Brito ef al., 2020; Liu et al., 2020). Estao
inclusas a 5-nitro-isatina, 5,7-dicloroisatina e 5-cloro-isatina (47a-47¢), obtidas pelas reagdes
de nitracdo ¢ cloracdo da isatina; e os derivados N-alil-isatina, N-benzil-isatina ¢ N-metil-
isatina (45a-45¢), obtidas pelas reagdes de N-alquilacdo. As isatinas 47a-47¢ também serdo

alquiladas pelo mesmo método, formando as isatinas dissubstituidas 48a-48i.

Esquema 11 - Rota sintética das isatinas substituidas necessarias para a sintese dos dimeros-
alvo.
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Fonte: autoria propria
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Estas isatinas atuardo como o componente eletrofilico da reacdo de Morita-Baylis-
Hillman (RMBH), na etapa seguinte, formando os respectivos adutos de Morita-Baylis-
Hillman simétricos de isatina la-1c e 1d-1j, como mostra o Esquema 12. A RMBH sera
empregada para gerar novas ligagdes carbono-carbono e assim formar os dimeros desejados
com economia de atomos, em condi¢des reacionais que foram investigados ao longo do
trabalho.

O outro componente para a sintese dos produtos finais 1a-1j ¢ o aceptor de Michael, o
diacrilato de etilenoglicol 46, que foi usado na reacao de Morita-Baylis-Hillman (RMBH). A
sintese deste diacrilato, que também funcionard como espagador dos dimeros simétricos, ¢

descrita por Silva (2016) e ocorre via esterificacao catalisada por acido p-toluenossulfonico.

Esquema 12 — Reacgdo de Morita-Baylis-Hillman usando isatinas substituidas (48a-48i, 45a-
45¢), DABCO (50) e o aceptor de Michael diacrilato 46 para sintetizar os AMBH simétricos
inéditos.
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A avaliagdo antiproliferativa dos adutos de Morita-Baylis-Hillman simétricos foi
realizada em parceria com a professora Gardénia Carmen Gadelha Militdo, do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco. As linhagens celulares
utilizadas no estudo foram A-549, HL-60 e K-562, sendo o método usado o do MTT. Ja o
estudo da atividade leishmanicida foi feito em parceria com a professora Tatjana Keesen de
Souza Lima Clemente, do Departamento de biologia Celular ¢ Molecular da Universidade
Federal da Paraiba. Foram empregadas as formas amastigotas e promastigotas de Leishmania

infantum no estudo de viabilidade celular.

41



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos intermediarios sintéticos dos AMBH simétricos: diacrilato (46) e isatinas
substituidas (45a-45c¢, 47a-47¢ e 48a-48i)
Utilizando a estratégia apresentada, foram obtidos os intermediarios sintéticos para

posterior sintese dos compostos inéditos. Come¢ando com o intermediario correspondente ao
aceptor de Michael, o diacrilato de etilenoglicol 46, foi empregado um sistema de refluxo tipo
Dean-Stark. Para esta sintese, ilustrada no Esquema 13, foi utilizado inicialmente o protocolo
conhecido na literatura (SILVA, 2016), empregando &cido para-toluenossufonico como
catalisador nesta reacdo de esterificacdo entre o 4cido acrilico e o etilenoglicol. A
hidroquinona fez o papel de evitar a polimerizagdo, € sua auséncia resultou num meio
reacional gelatinoso.

A reacdo durou 6h e foi obtido um 6leo amarelo, condizente com o encontrado por
Silva (2016), com 80% de rendimento. O produto foi analisado por CCDA, sendo seu fator de

retencao (1. f) idéntico ao do padrao previamente caracterizado disponivel no laboratorio.

Esquema 13 — Esquema reacional da sintese de diacrilato de etilenoglicol 46 a partir de reagao
de esterificacdo e resultados de rendimento e tempo reacional desta sintese.
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Catalisador: Acido para-toluenossulfonico ou Montmorilonita K10.

Buscando condigdes reacionais mais verdes, foi realizada uma tentativa usando
Montmorilonita K10 no lugar de acido para-toluenossufonico, baseado em relatos de que seria
possivel promover esterificacdo com catalise heterogénea (YADAV & BHAGAT, 2005). Ao
contrario do dito acido, este catalisador ndo solubiliza em 4gua e possibilita sua reutilizagdo
por filtracdo apods o fim da reacdo. As demais condi¢des de reacdo foram mantidas, entretanto,

apos 9h horas de reagao ndo foi observada formagao de produto.
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Em relagdo a sintese dos derivados de isatina, os produtos da alquilagdo no nitrogénio
(45a-45c¢) foram obtidos reagindo a isatina em meio basico com um agente alquilante — iodeto
de metila, cloreto de benzila ou brometo de alila. Esta N-alquilagdo esta representada na
Tabela 1. Os tempos de reagdo variaram entre 4 e 5,5 h e rendimentos entre 81 e 99%. E
notavel o rendimento superior do produto metilado 45¢ em relagdo ao alilado 45a e benzilado
45¢, no que importa ressaltar os diferentes grupos abandonadores dos agentes alquilantes
utilizados. No iodeto de metila, temos o iodo, um grupo abandonador melhor que o bromo ¢ o
cloro, o que pode justificar o maior rendimento da N-metilacao (Bento & Bickelhaupt, 2008).

Em adicdo, o tamanho menor do iodeto de metila facilita o ataque pelo nitrogénio
quando comparado ao tamanho do cloreto de bezila de brometo de alila. Quanto ao
mecanismo, a N-metilagdo segue por um mecanismo via SN2, em etapa concertada, porque
ndo ha possibilidade de formagdo de um carbocation estdvel, pois seria primdrio. J4 a N-
alilacdo e a N-benzilagdo podem seguir tanto por um mecanismo via SN2 como SN, pois os
carbocations que se formariam sao estabilizados por ressondncia. Nao menos importante, a
maior propor¢do do agente alquilante na N-metilagdo em relagdo as outras N-alquilagdes
também deve ter contribuido, propor¢des estas presentes nos protocolos sintéticos utilizados.

Entretanto, testes para padronizar tais propor¢des serdo validos.

Tabela 1 — Condigdes reacionais, tempo e rendimento da sintese das isatinas N-alquiladas.
45a-45c.

O
DMF, 1,5 €q. K2C03,
1 eq. 0 - o)
N N
H
1

Agente alquilante \

Ry
45a-45¢

Entrada Produto R, Agente alquilante  Tempo de Rendimento

reacao
1 45a i) 1,2 eq. brometo de 55 h 81%
TN alila
2 45b ii) 1 eq cloreto de 4h 85%

benzila
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3 45¢ iii) 1,5 eq. iodeto de 4h 99%
__CHs .
metila

Para a sintese da 5-nitro-isatina, 5-cloro-isatina e 5,7-dicloro-isatina, foram
empregadas reagdes via substituicdo eletrofilica aromadtica. Para a nitracdo, foram utilizados
acido sulfurico e nitrato de sodio, enquanto para a cloragdo foram usados acido sulfurico mais
acido triclorocianurico, seguindo os protocolos da literatura (Silva et al., 2010; Ribeiro et al.,
2005). O esquema da reagdo com as respectivas condi¢cdes e rendimentos estdo dispostos na
Tabela 2.

Os rendimentos e tempos reacionais, em geral, foram semelhantes ao da literatura. Na
nitracdo, o produto 47a foi obtido com 61% de rendimento, idéntico ao conseguido por da
Silva et al. (2010). Na 5-cloragdo, o rendimento foi 83%, um pouco menor que o obtido por
Ribeiro et al (2005), que conseguiu 97%. E valido mencionar que esta reacdo era
interrompida aos 20 minutos, no maximo, pois apos este tempo ja era observada a formagao
simultanea do produto diclorado. No caso da 5,7-dicloragdo, apesar do tempo reacional maior
(1h30) em relagdo ao observado por Ribeiro et al. (2005), que foi de meia hora, o rendimento

do produto obtido no presente trabalho foi quantitativo (99%).

Tabela 2 — Esquema reacional e resultados da sintese das isatinas substituidas a partir de
reacoOes de substituicao eletrofilica aromatica, gerando os derivados 5-nitroisatina, 5-
cloroisatina e 5,7-dicloroisatina.

0 0%C, 0
1, 110U 111 R2
1 eq. %O e o)
N N
1 Rs
47a-47c
Entrada Produto R, R;  Condicoes Tempo de Rendimento
reaciao

1 47a NO, H 1) H>8O4, 0,95 eq. NaNOs 1,5 h 61%
2 47b Cl Cl i) 1. eq. de ATCL, H,SOs 1,5 h 99%
3 47¢ Cl H iii) 0,5 eq. ATCL, H.SOs 20 min 83%
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Para a sintese das isatinas dissubstituidas 48a-48i, produtos da N-alquilacdo dos
derivados 47a-47¢, foi usado o mesmo protocolo que para a N-alquilagdo da isatina sem
substituicdo, tal como pode ser visualizado na Tabela 3. Assim, a reacdo ocorreu entre a 5-
nitro-isatina, 5-cloro-isatina ou 5,7-dicloro-isatina, em meio basico, e um agente alquilante —
iodeto de metila, brometo de alila ou cloreto de benzila. Podemos inferir que os rendimentos
das N-alquilacdes das isatinas substituidas no anel aromadtico (47a-47c¢) sdo menores
comparativamente as alquilagdes feitas na isatina sem substitui¢ao (1), o que também foi
observado por Brito et al. (2020).

Isso pode ter ocorrido porque, nesta reagdo, o nitrogénio da isatina (ou derivado) ataca
o carbono ligado ao halogénio do agente alquilante. Na 5,7-dicloro-isatina, por exemplo, os
grupos cloro deslocam densidade eletronica para si, tornando o nitrogénio um pouco menos
denso eletronicamente, ou seja, menos nucleofilico. O mesmo ocorrera com a 5-cloro-isatina e
S-nitro-isatina, pois também apresentam grupos retiradores de elétrons, principalmente este
ultimo, que apresenta um efeito retirador de elétrons mais forte. Outro fator importante € que
houve a formacao de subprodutos nestas reacodes, € os produtos passaram por purificacdo em
coluna cromatografica flash, o que pode ter colaborado para perda de produto.

Pelo que podemos perceber em relacdo aos rendimentos, o agente alquilante iodeto de
metila funcionou melhor, dando rendimentos melhores (43-73%) que a alilagdao (11-54%) e

benzilagdo (10-62%), pelos mesmos motivos que nas N-alquilagdes da isatina.

Tabela 3 — Esquema reacional da N-alquilacdo das isatinas substituidas em C-3 e C-5,
formando 48a-48i, seguido dos resultados de rendimento e tempos destas sinteses.

R, ? 1,5 eq. KsCOs, 0
: 2
leq. o Agente alquilante o
” DMF N
Ry ,t.a & R
47a-47¢ 48a-48i
Entrada Molécula R, R, R; Agente Tempo Rendimento
alquilante reacional

1 48a Cl Cl 1) 12eq.brometo  3h40min  28%

e de alila
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2 48b Cl Cl i)leq.cloretode 4h30min  41%

benzila
A
| _
3 48¢ eh. Cl Cl i) 15eq iodeto  5h 73%
~8 de metila
4 48d NO H i) 1,2 eq. brometo  2h 11%
S ? de alila °
5 48e¢ NO, H ii) 1 eq. cloreto de  5h 10%
benzila
A
| —
6 48f ch. NO, H i) 15eq iodeto  4h 43%
8 de metila
7 48 Cl H i) 1,2 eq. brometo  4h 54%
& N de alila ’
8 48h Cl H ii) 1 eq. cloretode  21h 62%
benzila
9 48i on, Cl H i) LScqiodeto  4h 65%
~8 de metila

Todos os derivados de isatina foram analisados por CCDA, sendo os fatores de
reten¢do (r.f) comparados com padrdes previamente sintetizados pelo grupo de pesquisa,

confirmando a obtencao deles.

5.2 Sintese dos adutos de Morita-Baylis-Hillman simétricos de isatina (1a-1j)

Tendo obtido os intermediarios sintéticos, foram feitas as sinteses dos produtos
simétricos de isatina 1a-1j, por meio da reagdo de Morita-Baylis-Hillman. Inicialmente, foram
realizados testes para determinar as melhores condigdes sintéticas, utilizando como substrato
a N-metil-isatina, no papel de eletrofilo, e o diacrilato de etilenoglicol como aceptor de
Michael.

Numa primeira entrada, registrada na Tabela 4, empregamos DMF seco como solvente
e DABCO na propor¢ao de 100 % mol, além de temperatura ambiente, condi¢des que haviam
sido relatadas por Silva (2016). A reagao durou 11 dias, com um rendimento de 43%,

enquanto as reacoes daquele autor duraram entre 24h e 20 dias, com rendimentos entre 35 e
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94%, tendo usado como substratos aldeidos aromaticos como eletrofilos € ndo derivados de
isatina. Um ponto a ser destacado ¢ que nao houve consumo completo dos reagentes, pois a
analise de CCDA permitia visualizar a presenga de material de partida at¢ o final do

experimento. O produto foi isolado apds verificar a falta de progressao da reagao.

Partimos entdo para o estudo de otimizagdo da sintese, modificando fatores diferentes,
como temperatura, catalisador e solvente. Na Tabela 4 podemos visualizar os parametros que
foram modificados e seus respectivos resultados. Percebemos que a utilizagdo de aquecimento
em micro-ondas ndo foi util para este sistema, pois foram formados apenas tracos de produto.
Ao aquecer a 120 °C, foi detectada a formacao de tragcos de produto e também vérios co-
produtos, que foram visualizados ap6s andlise por CCDA e que nas outras condig¢des
reacionais ndo ocorriam. Assim, elegemos a temperatura ambiente como a melhor para este

sistema.

Tabela 4 — Otimizacao das condi¢des reacionais e rendimentos dos experimentos realizados
para a reagdo de Morita-Baylis-Hillman. O composto de interesse produzido em todas foi o

dimero 1a.
o Solvente,
X Jg: i |  Catalisador,
1 eq. (;\ O+ 2eq. I)J\O/\/O\ﬂ/|
\ © t.aou MO
Entrada Catalisador Temperatura  Solvente Tempo Rendimento
1 DABCO ta DMF 11 dias 43%
100% eq.
2 DABCO ta DMF 8 dias 28%
100% eq.
3 DABCO ta DMF 3 dias 21,24%
100% eq.
4 DABCO MO 80 °C DMF 1h Tracos
50% eq.
5 DABCO MO 100 °C DMF 1h Tracos
50% eq.
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6 DABCO MO 120 °C DMF 1h Tracos +

50% eq. subprodutos
7 DABCO t.a DMF 5 dias 34%
50% eq.
8 DABCO t.a DMF 3 dias 20%
50% eq. +
polimero de
coordenacgao
50% Cu/IDA
9 DABCO t.a Bmim [BF,] 5 dias 24%
50% eq.
10 DBU 100% ta DMF 3 dias 27%
11 DBU 50% ta DMF 3 dias 30%

Um dos catalisadores testados nesta reacao foi o Cu/Mn-IDA. Notamos que a inser¢ao
de polimero de coordenacdo 50% Cu/Mn-IDA (4cido de Lewis) junto ao DABCO 50% (base
de Lewis) equivalente ndo beneficiou a reagdo, pois ela parou de progredir apds 3 dias, mas o
rendimento foi inferior ao da entrada empregando apenas DABCO 50%. Pimentel et al.
(2022) também nado viram melhorias no tempo e rendimento das reagdes quando aldeidos nao

ativados foram utilizados como substratos.

O que havia motivado a experimentacao deste catalisador foi o trabalho de Andrade et
al. (2021), que haviam sintetizado Cu/Mn-IDA e aplicado pela primeira vez em RMBH,
conseguindo melhores resultados de tempo e rendimento ao usa-lo junto ao DABCO. Sem a
presenca do DABCO, o Cu/Mn-IDA sozinho nao foi capaz de promover a reagdo, o que pode
ser explicado pelo mecanismo proposto, em que o DABCO inicialmente ataca o acrilato
(aceptor de Michael). O intermedidrio zwiteridonico formado ¢ complexado com o catalisador
Cu-Mn/IDA. O intermediario complexado ataca o aldeido formando um novo complexo, que

apos a saida do DABCO e do Cu-Mn/IDA forma o AMBH.

Outro catalisador testado foi o Bmim [BF4], um liquido i6nico que fez o papel de
solvente no lugar do DMF e pode agir como co-catalizador junto ao DABCO. Igualmente ao
experimento usando Cu-Mn/IDA, o uso de Bmim [BF4] o trouxe resultados desanimadores. A

reacdo que usou apenas DABCO 50% teve o mesmo tempo de reagdo (5 dias) e um
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rendimento melhor que com o Bmim [BF4] (Entradas 5 ¢ 7 da Tabela 4). Um dos trabalhos
que motivou o teste com este liquido i6nico foi o de Souza et al. (2008), que perceberam uma
diminui¢do do tempo em mais de 50% ao usar Bmim [BF4] em dgua numa RMBH, embora
aquecendo em micro-ondas. Segundo a proposta de Santos ef al. (2006), o Bmim [BF,4] atua
provavelmente por duas vias: uma ¢ a ativacdo do aldeido e a outra ¢ a estabilizagdo dos

intermediarios da reacdo que sao espécies zwiterionicas, pela coordenacao supramolecular.

J& o experimento com DBU, uma amina tercidria cuja a¢do se assemelha a do
DABCO, apresentou um resultado interessante. Tanto na propor¢do de 100% como 50%
equivalente, no mesmo tempo de reagao de 3 dias, o rendimento foi praticamente o0 mesmo, na
faixa de 30% (entradas 10 e 11, Tabela 4), tal qual na entrada em que o DABCO ¢ usado na
proporcao de 50% equivalente (34% de rendimento). Vale notar que o DABCO ¢ uma base
mais forte que o DBU, tendo pKb maior que o pKb do DBU (NCBI, 2023; Kaupmees,
Trummal & Leito, 2014). Ha relatos, porém, em que o DBU teve a¢do melhor que o DABCO
como catalisador da RMBH (Shi et al., 2002; Pareek & Kalek, 2022). Sendo assim, o melhor
rendimento foi conseguido utilizando DABCO na propor¢ao de 100%, com DMF seco e
temperatura ambiente (43%), sendo estas as condi¢des elegidas para as demais reagdes de

dimerizacao por meio da reagdo de Morita-Baylis-Hillman.

Malini et al. (2015) também haviam obtido adutos de Morita-Baylis-Hillman
semelhantes, a maioria provenientes de aldeidos piridinicos, mas um era um dimero formado
a partir da N-metil-isatina e um diacrilato de 6 carbonos no espagador. Os rendimentos obtidos
inicialmente foram oriundos da reagdo com um aldeido de piridina (7% para o produto

monomérico e 35% para o produto dimérico).

No estudo de otimizag¢do das condi¢des de reacdo, feito com aldeido de piridina e o
diacrilato de 1,6-hexanodiol, Malini et al. (2015) testaram solventes diferentes, entre polares
préticos como metanol e aprdticos como THF, acetonitrila, além de solventes de baixa
polaridade como 1,4-dioxano e tolueno. Os melhores resultados de tempo e rendimento foram
obtidos com tolueno (8h e 20 e 65% de rendimento para o produto monomérico e dimérico),
porém o DMF nao foi testado. Assim como no presente trabalho, eles também observaram
aumento de tempo de reagdo (36h) ao utilizar uma quantidade menor de DABCO, no caso

deles de 0,4 eq para 0,1 eq., embora sem uma perda significativa no rendimento.
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Apos eleger as melhores condigdes reacionais como temperatura ambiente, tolueno
como solvente, DABCO 0,4 eq, como catalisador e definir 8h de rea¢do, o rendimento obtido
por Malini et al. (2015) na reacdo com N-metil-isatina e o diacrilato de 1,6-hexanodiol foi
46% para o produto monomérico (53, no Esquema 14) e 55% para o dimero (52, no Esquema
14). Possivelmente, a maior lipofilicidade do diacrilato de 1,6-hexanodiol tenha contribuido

para um melhor isolamento.

Esquema 14 — Representacio da RMBH realizada por Malini et al. (2015) usando N-
metilisatina e o 1,6-hexanodiol, levando a sintese de um dimero (52) ¢ um monomero (53).
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Posteriormente, Silva (2016) realizou um estudo mais extenso em relagdo ao uso dos
solventes num sistema de RMBH entre aldeidos e diacrilato de etilenoglicol, chegando ao
DMF, que nao tinha sido testado por Malini ef al. Assim, preferimos manter o DMF como

solvente escolhido em todas as reagdes, a ndo ser naquela em que empregamos o Bmim [BF4].

Visando melhorar as sinteses em termos de impacto ambiental e também reduzir o
tempo de reagdo, empregamos os DES (Deep euthetic solvent, em portugué€s Solvente
eutético profundo) de colina:etilenoglicol 1:2 nas reacdes de MBH, baseado no realizado por
Zhao et al. (2016). O DES foi utilizado no lugar do DMF, sendo um solvente mais amigavel
ecologicamente. Além disso, testamos concentracdes de DABCO de 25 a 100 mol% aliado ao

uso do DES de colina:etilenoglicol 1:2.

Com o uso de 25% mol de DABCO houve a formag¢do de apenas tracos de produto,

com 24h de reacdo. Quando utilizamos outras propor¢des de DABCO (75, 100 e 50 mol% de
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DABCO), as andlises das placas de CCDA evidenciaram a formac¢ao de muitos co-produtos,
de modo que impossibilitou o isolamento do produto desejado. Além disso, foi detectada a

producao de uma grande quantidade um co-produto mais polar que o dimero ja caracterizado.

Verificou-se que se tratava de um co-produto cujo padrido estava de posse do
laboratorio e que ja havia sido relatado e caracterizado na literatura por Andrade et al. (2023),
do nosso grupo de pesquisa. Este co-produto ocorre devido a uma transesterificagdo a partir
do ataque do etilenoglicol presente no DES (Deep euthetic solvent) ao complexo DABCO-N-
metil-isatina. Em seguida, acontece a RMBH e esta formado o co-produto, cuja estrutura esta
representada na Figura 15.

Figura 15 — Estrutura quimica do produto 2-hidroxi-etil-2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-
il)acrilato (50) formado nas reagdes utilizando DES.
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Deste modo, notou-se preferivel utilizar o DMF e nao o DES de colina:etilenoglicol
1:2 nesta rea¢do. Tendo determinado as melhores condi¢des reacionais a partir dos testes
efetuados, foram realizadas as reacdes com os derivados de isatina preparados anteriormente.
Os substratos empregados foram o diacrilato de etilenoglicol 46, com o papel de
nucleofilo/aceptor de Michael, e os derivados de isatina 47a-47¢ ¢ 48a-48i, com a fun¢ao de
eletrofilo. Além disso, empregamos o DABCO como a amina terciaria para catalisar a reacdao
e temperatura ambiente, condigdes que foram as observadas como as melhores entre as
estudadas neste trabalho e considerando os anteriores. O esquema reacional e respectivos

resultados estdo na Tabela 5.
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Tabela 5 — Esquema reacional da reacdo de Morita-Baylis-Hillman para a sintese dos AMBH
simétricos, usando o diacrilato de etilenoglicol (46) como aceptor de Michael e as isatinas
substituidas como sitio eletrofilico. O catalisador usado foi o DABCO (12).

3

- N ~ R2 R2
0 )
+ _—
N (0] | %O/\/ DMF, t.a N Ov\o N 3
y €q. R~ R
2 eq. R R 46 o 1 1 OHQp g R
Ro

45a-45¢, 48a-48i la-1j
+
Rs 0
Ri i OHO  49a-49i
Entrada | Molécula | R, R, R; | Tempo de reaciao Rendimento
(dimero)
1 1a _CHy H H 11 dias 43%
1 0
2 1b A H H 3 dias 30%
3 1c H H 4 dias 40%
4 1d _CH, Cl H 35h 52%
5 le ~oae H 3h 49%
6 1f _CH; Cl Cl 20 min 63%
7 1g Cl Cl 1h 25%
\/\
8 1h Cl Cl 30 min 24%
9 1i _CHy NO: H 23h 58%
10 1j T NO, H lh 56%
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No caso do aduto dimérico sem nenhuma substituicao na isatina (R;=R,=R;=H), apods
17h de reagdo foram isolados dois produtos. Porém, os espectros de RMN 'H e RMN “C de
ambos ndo se mostraram conclusivos para as estruturas esperadas. Possivelmente, um dos
produtos formados foi originado de um ataque do nitrogénio da isatina ao diacrilato de
etilenoglicol, gerando um produto que ndo era o desejado neste trabalho. Este tipo de produto
foi identificado por Chen et al. (2011).

Observando a Tabela 5, nota-se que os tempos reacionais foram maiores (3 a 11 dias)
para os dimeros de isatina substituida apenas no nitrogénio (1a-1c¢). Ja a sintese dos dimeros
com substituicdo no anel aromdtico da isatina teve tempos reacionais menores, entre 15
minutos e 23h. Algo semelhante foi observado por Silva (2016), que obteve tempos reacionais
de 24h para os dimeros partindo de aldeidos nitrados, enquanto os demais tiveram tempos de
reagao de 20 dias.

Isto pode ter ocorrido porque os substituintes cloro e nitro sao retiradores de elétrons
e, ao deslocar a densidade eletronica para si, tornam a por¢do aromadtica mais pobre em
elétrons, atingindo também o carbono carbonilico mais proximo ao anel aromatico e que € o
sitio reativo da reacdo de Morita-Baylis-Hillman. Assim, com o carbono carbonilico mais
deficiente em elétrons, consequentemente mais susceptivel a reag¢do, tornando-a mais rapida.

Como ser visto no esquema na Tabela 5, a reagdo de Morita-Baylis-Hillman formou
dois produtos: o aduto dimérico (1a-1j) € o que chamamos de monomérico (49a-49i), os quais
foram isolados apos purificagdo por coluna cromatografica flash. Embora ndo tenhamos
obtido todos os monoméricos puros em quantidade suficiente para caracterizagdo, Silva
(2016) obteve e caracterizou os dois tipos de produto.

Neste trabalho, conseguimos isolar 49e e obter espectros de RMN "“C ¢ RMN 'H de
49e coerentes com a estrutura deste produto monomérico. Os espectros desta substincia estdo
nas se¢des Experimental e Espectros. Os rendimentos conseguidos foram, em sua maioria, na
faixa de 50% (mostrados na Tabela 5), justamente pela formagdao destes dois produtos
principais, observada nas placas de CCDA de acompanhamento das reagdes.

Outro ponto que pode ser destacado ¢ que os AMBH diméricos que se mostraram
como liquidos viscosos foram aqueles com grupo alila e benzila no nitrogénio da isatina (1b,

1g, 1h e 1j).
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Quanto a caracterizac¢do, todos os espectros de massas, d¢ RMN 'H, RMN "“C, além
de espectros de infravermelho, foram obtidos e coerentes com os compostos inéditos
esperados. Eles constam na secdo Espectros. Em adicdo, ¢ digno de nota que os adutos
diméricos foram produzidos em condi¢gdes racémicas e, portanto, foram obtidos na forma de
mistura de diastereoisdmeros. A seguir, serdo discutidos os espectros de 1d.

No espectro de RMN 'H, na Figura 16, é possivel ver um dos sinais menos deslocados
em 3,10 ppm, um dubleto com integral de 6 hidrogénios e que ¢ atribuido aqueles das duas
metilas da molécula. Teoricamente seria um singleto, mas ele se desdobrou em dubleto,
provavelmente porque ha dois diastereoisdmeros na amostra, devido ao centro assimétrico na
estrutura do produto. O sinal seguinte, em 3,98 ppm, ¢ um dos que indicam mais fortemente a

formacao do produto desejado, pois € relativo aos 4 hidrogénios do espacador.

: 1
Figura 16 — Espectro de RMN 'H de 1d
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Os dois duplos dubletos com integral de 2 hidrogénios (cada um), um em 6,47 ppm e o

outro em 6,37 ppm, podem ser atribuidos aos hidrogénios vinilicos. Apesar de raramente
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aparecer, o sinal referente aos hidrogénios das hidroxilas esta presente em 6,80 ppm como um
singleto de integral de dois. Tal como observado por Brito ef al. (2020), estes hidrogénios
parecem nao ter acoplado com outros, como pode ser visto no espectro HSQC (Espectro 26,
na secdo Espectros). Os hidrogénios do anel aromdtico correspondem aos sinais mais
deslocados, em 7,01 ppm, 7,03 ppm e 7,37 ppm, como um duplo dubleto, multipleto e duplo
dubleto, respectivamente, cada um com integral de 2 hidrogénios. Assim, todos os
hidrogénios da molécula tiveram sua presenca indicada pelo espectro de RMN 'H.

A analise do espectro de RMN “C (Figura 17), por sua vez, também sugere a presenca
dos 13 carbonos esperados. Por se tratar de uma molécula simétrica, a quantidade de carbonos
corresponde a metade da existente na molécula (26), por serem carbonos equivalentes. O sinal
negativo em 26,5 ppm corresponde aos dois carbonos das metilas, enquanto os dois carbonos
do espacgador estdo representados pelo sinal positivo em 62,7 ppm. Cabe destacar que este
sinal ndo seria Unico para os dois carbonos caso o produto fosse o monomérico (49d), pois

este ndo ¢ simétrico e os dois carbonos em questdo ndo seriam equivalentes.

: 1
Figura 17 — Espectro de RMN "C de 1d
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Passando para os sinais mais desprotegidos, os carbonos quaterndrios ligados a
hidroxila podem ser relacionados ao sinal em 75,1 ppm. Os trés sinais negativos em 110,5,
123,3 ¢ 129,7 ppm sao relativos aos carbonos do anel aromatico que estdo ligados a um
hidrogénio. O sinal em 126,5 ppm pode ser o carbono quaternario vinilico, e o seguinte, em
129,26 ppm, o outro carbono vinilico, sem substituicdes. Os trés sinais em 133,2, 138,9 e
143,8 sdo relativos aos carbonos quaterndrios do anel aromdtico. J4 os sinais mais
desprotegidos, em 1754 ppm e 164,0 ppm possivelmente sdo atribuidos aos carbonos
carbonilicos do éster e da amida, respectivamente. Observando a expansdo deste espectro
(Espectro 16, secdo Espectros), ¢ possivel perceber os sinais desdobrados, confirmando a

presenga da mistura diastereoisomérica.

No espectro de infravermelho (Figura 18), podemos ressaltar a presenca da banda em
3300 cm™, indicando a existéncia de hidroxila, que ¢ um grupo funcional novo no produto em
relagdo aos reagentes. No caso deste sistema, havia no reagente isatina uma carbonila,
enquanto no produto AMBH ha um carbono ligado a hidroxila e ao aceptor de Michael. No
espectro em questdo também podemos citar a banda indicadora de cetona de éster (1700 cm™)

e as bandas relativas a presenga de anel aromatico (1600, 1500 e 1400 cm™).

Figura 18 — Espectro de Infravermelho (IV) em KBr de 1d.
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5.3 Avaliacio de atividade antiproliferativa dos AMBH diméricos

Inicialmente, no screening para avaliar as porcentagens de inibi¢ao de crescimento das

linhagens de células tumorais HL-60 (leucemia promielocitica), K-562 (leucemia mieldide

cronica) e A-549 (carcinoma de pulmao de células pequenas), nove dos dez compostos

apresentaram percentuais de inibicdo proximos ou acima de 50% nas trés linhagens (46,7% a

94,9%). Apenas o composto la demonstrou atividade de inibicdo proliferativa destas

linhagens abaixo de 50% (22,1% e 31,5%) em duas delas, e maior que 50% em uma tnica

linhagem, como pode ser visto na Tabela 6. Assim, o estudo prosseguiu com 0s outros nove

compostos, nas mesmas linhagens tumorais.

Tabela 6 - Percentuais de inibi¢do dos dimeros AMBH nas linhagens tumorais A549
(carcinoma de pulmao de células pequenas), HL60 (leucemia promielocitica) e K562
(leucemia mieldide cronica).

% Inibicao (£ DP)

Composto
A-549 HL-60 K-562
la 31.5+£125 22.1+£11.9 595+17.1
1b 90.1+52 879+3.0 89.5+5.7
le 89.6+54 902+49 914+45
1d 87.1+73 88.8+32 86.8+6.6
le 909+49 81.1+82 87.5+£6.3
1f 92.5+4.1 85.7+72 89.8+54
1g 909+48 949+24 914446
1h 92.2+4.1 883+79 929+38
1i 46.7+144 61.3+13.8 879=+6.2
1j 89.5+£55 757+4.1 872+ 6.4
Doxorrubicina 46.5+15.0° 90.1 £89° 90.8+84"

* Doxorrubicina 5 ug mL™". ® Doxorubicina 10 ug mL"'. DP: desvio padrio.

Os resultados do estudo seguinte trouxeram a Concentragdo Inibitoria 50% de cada

composto e estdo dispostos na Tabela 7. Na mesma tabela também podemos observar o indice

de Seletividade (IS) calculado experimentalmente para cada um. A seguir, os resultados serao

discutidos considerando cada linhagem de células cancerigenas em particular.
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Tabela 7 - Concentragio Inibitoria 50% e Indice de Seletividade dos AMBHs frente as
linhagens tumorais A-549 (carcinoma de pulmao de células pequenas), HL-60 (leucemia
promielocitica) e K-562 (leucemia mieldide cronica). A linhagem MRC-5 ¢ de células nao-
tumerogénicas e foi usada para calcular a seletividade dos compostos estudados.

Composto MRC-5" A-549 HL-60 K-562
CCso(uM) Clso(uM) IS Clsy(pM) IS Clso(upM) IS
1b (12.3;;;.71) (7.2??3.07) 247 (3.547.:;52.69) 07 (8.4181—-1355.12) 1.86
le (4.932?(5).47) (2.833-7415.89) 233 (2.532.—965.17) 223 (3.551.-277.87) 1.67
1d (s.ogjé;.%) (7.63;?41‘.99) 097 (3.03-391.25) 1.76 (6.375.?97.70) 119
le (3.2?6%07) (6.5?;?:;.90) 051 (2.9‘;—369.48) 1.02 (8.616(3-1325.30) 043
If (4.72;?3.03) (2.533-24:).01) 210 (0.916.—118.46) >4 (3.(;41.?43.80) 180
lg NT (8.815(1-1422.21) i (1.720'5‘37.57) i (3.62?69.53) i
1h (0.611.-325.90) (1.722-2;90) 0.60 (0.4(:—712.18) 187 (1.31%-615.97) 082
li NT . i (5.2;;9141‘.92) ) (3.456—.(1)?)—63) i
1 (7.6106—-3341.79) (5.976-399.21) 221 (1.823.—224.72) 72 (5.133.25) 206
P Gatoas omaon Y% omoesy M0 assam 2

* Clso valores obtidos por regressdo ndo-linear;os dados representam a média de dois experimentos
independentes, com cada concentrago testada em duplicata. ° Linha celular ndo-tumerogénica. © Clso> 25 pg L.
NT: néo testado.

Iniciando pela linhagem A-549 (carcinoma de pulmdo de células pequenas),
observando a tabela e comparando as atividades das moléculas da série entre si, percebemos a
seguinte relacdo estrutura-atividade: os compostos N-alilados apresentaram a mesma faixa de
atividade, sendo o menor Clsy dado pelo que apresenta o grupo nitro, 1j (7,39 uM). Na
sequéncia, a molécula monoclorada 1d, seguida pela diclorada 1f e, por fim, o dimero sem
substitui¢do alguma no anel aromatico 1b.

Entre as moléculas N-benziladas, a presenca dos dois cloros em 1h parece ter
contribuido para melhorar um pouco a atividade (2,24 pM) em relagdo ao composto sem

nenhuma substitui¢do no anel aromatico 1c¢ (3,75 uM). Por outro lado, os grupos halogenados
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fizeram com que o indice de seletividade fosse quase 4 vezes menor (0,6) que em 1c (2,35),
denotando um aumento na toxicidade que faz 1¢ ser preferivel.

Observando os dimeros metilados, vale lembrar que la, sem substituicdo no anel
aromatico, nao obteve bons resultados na triagem inicial e seu Clsondo foi estudado. O dimero
1i, com grupo nitro teve uma atividade muito baixa, com Clsy maior que 25 pg/mL. Por sua
vez, o dimero 1d, com um grupo cloro, apresentou atividade moderada (9,64 uM) e aquele
com dois cloros, 1f, demonstrou uma atividade melhor, classificada como boa (3,2 uM). E
interessante notar que o IS de 1f, mesmo com dois grupos cloro, foi duas vezes melhor que o

de 1d, que tem um grupo cloro.

A respeito da linhagem HL-60 (leucemia promielocitica), analisando a atividade dos
compostos da série N-alil, 1b (sem outra substituicio) e le (com um grupo cloro)
apresentaram atividade semelhante (4,52 e 4,39 uM, respectivamente). A presenca de um
cloro parece nao ter tido efeito na atividade do composto, mas a presenga de dois cloros em
1g parece ter colaborado para a melhoria da atividade (2,47 uM). Ja o grupo nitro em 1j
conferiu uma atividade um pouco maior (2,24 uM) e um indice de seletividade que foi o mais
alto entre toda a série (7,29).

Entre os adutos diméricos benzilados, 1b (sem substituicdo no anel aromatico)
apresentou uma atividade moderada (3,95 uM), enquanto 1h (com dois grupos cloro)
demonstrou atividade alta (0,72 uM). Se por um lado a presenga dos halogénios pode ter
contribuido para um menor Cls, ela também pode té-lo feito para um indice de seletividade
menor, consequentemente uma toxicidade maior, assim como ocorreu na linhagem A-549.

Analisando a série N-metil, 1a, sem substitui¢do no anel aromatico, como ja citado
ndo apresentou atividade. A presenga do grupo nitro em 1i trouxe a atividade para um patamar
moderado, que subiu para bom em 1d, com um grupo cloro. A presenga de dois cloros parece
ter ajudado a 1f apresentar atividade alta. Assim como foi observado na linhagem anterior, o
indice de seletividade também foi melhor para o composto diclorado 1f em relagdo ao
clorado, dessa vez 3 vezes mais.

Por fim, discutindo sobre os resultados frente a linhagem de células de leucemia
mieloide cronica (K-562), na série N-alil o composto 1b (sem substituinte no anel aromatico)

apresentou a atividade mais baixa, moderada, mas com IS maior que 1. Ao colocar um grupo
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cloro, a atividade melhorou levemente em 1le, porém os IS foi abaixo de 1. Na presenca do
grupo nitro, o Cls, de 1j deu um salto, mas a atividade continuou moderada, embora com IS
maior que 2. Com dois grupos cloro, atividade passou a ser considerada boa em 1g (4,89 uM).

O composto N-benzilado 1b, sem substituigdo no anel aromatico, apresentou uma boa
atividade frente a linhagem K-562, mas 1h, com dois grupos cloro no anel aromatico,
demonstrou uma alta atividade. Ao mesmo tempo, a presenca dos dois cloros diminuiu o IS de
1h, tornando 1b mais interessante por somar boa atividade e IS.

Comparando a atividade da série N-metil, comecando pelo dimero metilado 1a, sem
substitui¢des no anel aromatico, ndo ha atividade. No dimero clorado 1d ja ha atividade, que é
cada vez maior no sentido do dimero nitrado 1i. Por fim, o dimero diclorado 1f apresentou a
mais alta atividade e IS da série, um conjunto que o torna bastante chamativo e o mais

promissor da série inédita sintetizada neste trabalho.

Figura 19 — Grafico comparando os Cls, dos compostos, por linhagem de célula cancerigena.
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Agrupando as moléculas por grupo substituinte no anel aromadtico (Figura 19), ao
compararmos 1b (alilada) e 1c¢ (benzilada), sem substitui¢do no anel, hd um ganho no Cls, de
1c (benzilada) em relagdo a 1b. Percebemos indices de seletividade semelhantes para K-562 e

A-549, sendo o de 1b duas vezes maior em HL-60. Se por um lado o grupo benzil trouxe um
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Clso menor para 1e, o grupo alil parece ter contribuido para uma melhor seletividade de 1b,
tornando-o mais interessante.

Analisando a dupla de monoclorados 1d e 1e, nas trés linhagens o grupo N-metil de 1d
lhe rendeu um IS préximo ou maior que 1, e sempre maior que o de le. J& o Clsy foi menor
com o grupo alil, em duas das trés linhagens (A-549 e HL-60). Na linhagem K-562, 1d teve
tanto melhor Clso como IS.

Entre os compostos diclorados, observamos a mesma tendéncia de atividade nas 3
linhagens: o benzilado 1h apresenta o menor Clsy, mas um IS maior que 1 apenas em HL-60.
O metilado 1f teve um Cls, um pouco maior, mas em compensac¢ao seus IS foram sempre >1.
Ja 1g, alilado, mostrou os maiores valores de Clsy do grupo e ndo teve seu IS calculado. Vale
ressaltar que compostos diclorados 1h e 1f foram os mais ativos entre todos, frente as 3
linhagens testadas. A presenca de grupos halogenados como o cloro é bastante comum entre
moléculas bioativas, tanto por melhorar as propriedades ADME como por possibilitar diversas
interacoes intermoleculares com alvos farmacoldgicos (Shinada, Brevern & Schmidtke,
2019).

Agrupando os compostos por substituinte N-alquilado, os que mais chamam ateng¢do
sd0 os N-benzilados 1c¢ e 1h. Apesar de 1h (diclorado) demonstrar Clsp menor em todas as
linhagens, 1¢ tem os melhores indices de seletividade. Entre os N-metilados, o diclorado 1h se
destaca como o melhor, tanto em Clsy como em seletividade. O dimero nitrado 1i € o
monoclorado 1d alternam a segunda posi¢do, a depender da linhagem analisada. Os
compostos N-alilados foram mais ativos na linhagem HL-60, que ¢ a mais sensivel frente a
todos os compostos em geral, inclusive na literatura. 1j foi o alilado que mais se destacou,
com um IS de 7,29 em HL-60.

Um resultado correlacionado foi obtido por Zhang et al. (2015), cujos hibdridos mais
ativos foram aqueles N-benzilados € com um grupo cloro.

Os adutos de Morita-Baylis-Hillman sintetizados por Brito et al. (2020) sdo
semelhantes aos nossos dimeros, de modo que podemos considera-los seus monomeros. Nos
testes in vitro realizados com estas moléculas por Santos et al. (2022) frente a linhagem de
células tumorais HL-60, os mondmeros apresentaram Cls, maiores que o0s respectivos
dimeros, como pode ser visto na Tabela 8. Dos quatro pares apresentados, o dimero 1b foi 4

vezes mais ativo que o mondmero, 1j e 1f foram duas vezes mais ativos, e em apenas um par

61



(1i) o dimero apresentou uma atividade que foi um pouco menor. Isto sugere que para este
caso, a dimerizacdo contribuiu para o aumento na atividade bioldgica. Possivelmente os
dimeros consigam interagir melhor com os alvos farmacoldgicos, em comparagdo com o0s

monomeros correspondentes.

Tabela 8 — Comparagdo dos resultados de Concentragao Inibitoria 50% dos mondmeros (Brito
et al., 2020) e dimeros correspondentes no presente trabalho, frente a células HL-60.
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5.4 Avaliacao de atividade dos AMBH diméricos in vitro em Leishmania infantum

Inicialmente, foi realizado um screening com seis dos AMBH que haviam
demonstrado atividade antiproliferativa e, portanto, julgamos que teriam maior potencial de
apresentar atividade leishmanicida, tendo em vista a literatura que relatam compostos que sao
antiproliferativos em células cancerigenas humanas e também sdo antiparasitarios (da Silva et
al., 2021; Chaves et al., 2017). Este teste inicial foi realizado na forma promastigota de

Leishmania infantum e seus resultados estao dispostos na Tabela 9.

Tabela 9 — Screening dos compostos frente a forma promastigosta de Leishmania infantum.

R, R
Rs . OHO N
R oM o) oo g N\R1
(0]

AMBH ClIs (uM) R! R? R*
1c 71,63 Benzila H H
1d 138,5 Metila Cl H
le 15 Alila Cl H
1f 7,9 Metila Cl Cl
1h 15,5 Benzila Cl Cl
1j 48,7 Alila NO, H

Os resultados (Tabela 9) mostram que todos os compostos analisados apresentaram
alguma atividade, sendo que entre os adutos simétricos N-alilados, 1e, com um grupo cloro,
apresentou Clsp mais de duas vezes melhor que 1j, com um grupo nitro. Entre os N-metilados,
a presenca de mais um grupo cloro em 1f pode ter contribuido para uma atividade muito
melhor que em 1d, com um grupo cloro. Ja entre os N-benzilados, a presenca de dois grupos

cloro em 1h em vez de nenhum em 1c¢ parece ter ajudado a melhorar a propriedade
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leishmanicida da substancia. De maneira geral, os AMBH mais promissores froam 1le, 1f e 1h,
todos com presenga do grupo cloro, seja um (1e) ou dois (1f e 1h).

Na etapa seguinte, estes trés compostos mais ativos le, 1f ¢ 1h foram analisados
quanto a atividade nas formas promastigotas e amastigotas, separadamente, in vitro. A forma
promastigota ¢ a que ocorre no vetor, 0 mosquito transmissor, enquanto a forma amastigota se
desenvolve no hospedeiro humano. Estes experimentos foram realizados em triplicata e seus
resultados, dispostos na Tabela 10 e Tabela 11 demonstram que os trés adutos de Morita-
Baylis-Hillman foram ativos contra este parasito, principalmente na forma amastigota,

embora ndo tenham sido melhores que o padrao anfotericina B.

Tabela 10 — Avaliagdao dos compostos na forma promastigota de Leishmania infantum. O
tratamento estatistico utilizou o método do N estatistico.

R2 RZ

R!'=alila, R2=Cl, R®*=H (1e)
Rs OHo R'= metila, R? = Cl, R? = Cl (1f)

N O 0 J R3 Ri=benzila, R? = Cl, R* = CI (1h)
1 i OHQp 3 \R1
AMBH ClIs (0M) IN Cls (uM) 2N Clso (uM) 3N N total
le 18,29 22,09 14,51 17,36
1f - 9,37 9,73 9,55
1h - 7,99 9,00 8,50

Anfotericina B 0,13

Tabela 11 — Avaliacdo dos compostos na forma amastigota de Leishmania infantum. O
tratamento estatistico utilizou o método do N estatistico.

Composto CEs) (uM) IN CEs) (uM) 2N CEso (unM) 3N N total
le 11,55 19,99 3,42 8,77
1f - 5,71 5,53 5,48
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1h - 7,47 5,13 5,70

Anfotericina B 0,15

Isto ¢ peculiar, porque normalmente a forma promastigota ¢ que ¢ mais sensivel aos
compostos quimicos em geral. Ademais, este resultado é bastante positivo, visto que € na
forma amastigota que o parasito se hospeda e se prolifera no corpo humano. Assim, se
conseguimos provocar a morte destes parasitos, isso mostra que estas moléculas sdo
promissoras na jornada de busca por novos leishmanicidas. Outro ponto interessante ¢ que os
dois compostos mais ativos frente as linhagens tumorais, 1h e 1f, foram exatamente os mais
ativos contra Leishmania infantum e apresentam dois grupos cloro em cada lado da molécula
simétrica, enquanto le, ativo mas de menos destaque, também apresenta grupo cloro, mas

apenas um

5.5 Avaliacio in silico das propriedades ADME (absor¢ao, distribuicido, metabolizacio e
estabilidade)

Considerando a importancia das propriedades ADME (absor¢do, distribuicdo,
metabolizacdo e estabilidade) de uma molécula na efetividade de um farmaco, foi realizado
um estudo teoérico destas propriedades, por meio da ferramenta online ADME Swiss. Os
valores encontrados, dispostos na Tabela 12, apontam que das 10 moléculas 6 apresentaram
apenas uma violacdo dos parametros de Lipinski. No caso, a massa molecular, que ¢ maior

que 500 mg/mmol.

Os parametros de Lipinski ajudam a prever a tendéncia da molécula de ser um novo
farmaco, baseado em faixas determinadas de massa molecular, nimero de aceptores de
ligagcdo de hidrogénio, numero de doadores de ligagao de hidrogénio e logP (Lipinski et al.,
2001). Como preditor, ndo ¢ rigidamente necessario estar dentro de todos os parametros para
que uma molécula seja um farmaco em potencial, embora seja uma ferramenta util. Assim,
uma Unica violagdo ¢ bastante propicio. Ha diversos farmacos, inclusive quimioterapicos
antitumorais e leishmanicidas, como a doxorrubicina e a anfotericina B, que nao se
enquadram nessa faixa de massa molecular. Assim, uma unica violagdo ¢ um bom indicio de

que a molécula tem chances de se tornar um farmaco.
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Tabela 12 — Valores de parametros de Lipinski, refratibilidade molar e area superficial polar
topoldgica preditos pela ferramenta ADME Swiss.

AMBH Parametros de Lipinski Refratibilidade ASPT
MM ALH DLH LogP nViol molar (A)
1a 492.48 8 2 1.78 0 133.33 133.68
1b 544.55 8 2 1.41 1 151.61 133.68
lc 644.67 8 2 2.6 1 182.30 133.68
1d 561.37 8 2 1.69 1 143.35 133.68
le 613.44 8 2 2.32 1 161.63 133.68
1f 630.26 8 2 2.62 1 153.37 133.68
1g 682.33 8 2 3.23 1 171.65 133.68
1h 782.45 8 2 4.36 2 202.34 133.68
i 582.47 12 2 -0.89 2 150.38 225.32
1j 634.55 12 2 -0.23 2 168.66 225.32

MM: massa molecular; ALH: aceptor de ligagdo de hidrogénio; DLH: doador de ligagdo de hidrogénio; Log p:

coeficiente de parti¢do octanol/dgua; nViol: nimero de violagdes; TPSA: area de superficie polar topoldgica.

Em relacdo as demais substancias, 1 delas ndo apresentou nenhuma violagdo dos

parametros de Lipinski, e 3 apresentaram 2 violagdes. Os dimeros nitrados 1i e 1j excederam

os limites de massa molecular e a quantidade de aceptores de ligagao de hidrogénio, enquanto

1h excedeu levemente o logP e a massa molecular.

O ADME Swiss gera nas analises um grafico visual na forma de hexdgono (Figura 20)

em que a area rosa representa o espago de valores relacionados a propriedades fisico-quimicas

adequadas a biodisponibilidade oral. De toda a série analisada, uma das moléculas que mais

se enquadrou na area rosa foi 1f, a ndo ser pelo seu tamanho. Apesar de sua baixa solubilidade

tedrica em agua, ela apresentou uma alta absor¢ao teodrica pelo trato gastrintestinal, sendo um

bom candidato a ser absorvido via oral. 1h, por sua vez, apresentou baixa solubilidade em

agua e baixa absorc¢ao pelo trato gastrintestinal, calculadas teoricamente.
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Figura 20 — Grafico gerado pelo ADME Swiss representando espaco de valores relacionados a
propriedades fisico-quimicas adequadas a biodisponibilidade oral de 1f. Lipo = lipofilicidade;
Size = tamanho/massa molecular; Polar = polaridade; insolu = insolubilidade; insatu =
insaturagdes; flex = flexibilidade

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

la foi a que mais se enquadrou na éarea rosa do radar, apresentando todos os
parametros dentro da area, a ndo ser a quantidade de insaturagdes, levemente fora do padrio.
A solubilidade foi calculada como moderadamente soluvel e a absor¢do pelo trato
gastrintestinal, alta. Além disso, ela ndo violou nenhum dos pardmetros de Lipinski. Assim,
seria também um bom candidato a uso via oral, teoricamente. Inclusive, por estes pardmetros,
esta molécula teria o melhor perfil de druglikness em relagao as outras da série.

A area superficial polar topologica (ASPT) deve estar entre 20 e 130 A e estd
relacionada a capacidade de atravessar membranas e, portanto, & entrada da molécula nas
células, e também ajuda a prever a capacidade de acessar a barreira hematoencefalica. A
maioria dos compostos apresentou um valor levemente maior, de 133,86 A, destoando pouco
do padrio estabelecido. Ja as moléculas nitradas, 1i e 1j, tiveram sua ASPT calculada maior

que 200 A, indicando uma baixa capacidade tedrica de absorcio.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, os 10 adutos de Morita-Bayli-Hillman diméricos foram obtidos, sendo
que 9 deles apresentaram atividade antiproliferativa e 5 leishmanicida in vitro. Do ponto de
vista sintético, os dimeros foram sintetizados com rendimentos entre 24 ¢ 63% e tempos
reacionais entre 15 minutos e 11 dias. As melhores condi¢des de sintese foram temperatura
ambiente, DMF seco como solvente ¢ 100% mol de DABCO. Todos os espectros de RMN 'H,
RMN "C e espectros de massa, além de espectros de infravermelho, foram coerentes com as
estruturas planejadas.

Sobre a avaliagao antiproliferativa, percebemos que, em geral, os dimeros diclorados
apresentaram os menores valores de Clso, O benzilado 1h se destacou com os menores de
todos, mas o metilado 1f obteve os melhore indices de seletividade. Agrupando as moléculas
N-alquiladas, foram os benzilados que chamaram atencdo em todas as linhagens, com os
menores valores de Clso. Em adi¢do, os compostos N-alilados sdo destaque com os mais altos
indices de seletividade na linagem HL-60.

Em relagdo a atividade leishmanicida, um dado interessante do trabalho ¢ que os
compostos que se destacaram foram os mesmos que na atividade antiproliferativa, 1h, 1f e 1e.

Ao comparar os dimeros inéditos com os respectivos mondmeros que tinham sido
testados por outro autor em uma das mesmas linhagens que os dimeros (HL-60), estes foram
mais ativos que os aqueles, demonstrando a eficicia da dimerizagdo para a melhoria da
atividade bioldgica estudada, atestando o sucesso da estratégia escolhida.

Dentre todos os compostos, destacamos 1f, que apresentou uma 6tima atividade tanto
nas linhagens cancerigenas como em Leishmania infantum, além de bons indices de
seletividade e pardmetros ADME calculados teoricamente. A perspectiva ¢ de novos estudos
para aprofundar o conhecimento sobre a toxicidade deste composto sejam realizados, visto ser
uma molécula promissora na busca por fairmacos anticancer e leishmanicida. Além disso,
novas moléculas semelhantes também deverdo ser planejadas e testadas, de acordo com a
premissa da Quimica Medicinal de que ¢ a estrutura quimica que determina a atividade de

uma molécula.
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7. EXPERIMENTAL

7.1 Material e métodos

A isatina, o ATCI, o 4cido sulfurico, o nitrato de sodio, o carbonato de potéssio, o
iodeto de metila, brometo de alila, cloreto de benzila, acido acrilico, acido para-
toluenossulfonico, hidroquinona, etilenoglicol, DABCO, DBU, Bmim [BF.] desse trabalho
foram adquiridos da SIGMA ALDRICH com elevado grau de pureza, usados sem purificagao

prévia.

Os solventes organicos foram da Synth, Tedia, Quimiz, Neon, Vetec, todos comerciais,
e com excelente grau de pureza, conforme as especificagdes dos fabricantes foram utilizados
sem purificacdo prévia. O cloreto de colina e o etilenoglicol foram colocados em sistema com
bomba de vacuo para retirar a0 maximo a dgua presente, em um rotaevaporador, logo antes do

procedimento experimental.

As reacdes foram acompanhadas pela técnica de cromatografia de camada delgada
analitica (CCDA), usando cromatofolhas de aluminio suportadas em Gel de Silica 60 da
Macherey-Nagel (Diiren, Alemanha) ¢ uma mistura de acetato de etila (Neon) e hexano
(Synth) sendo utilizada como fase movel. As andlises eram feitas numa camara de ultravioleta

com comprimento de onda de 254 nm.

Para a evaporagdo dos solventes sob pressdo reduzida e temperatura controlada, foi
empregado um rotaevaporador IKA, modelo RV 10 digital e, para a purificacdo dos produtos,
foi utilizada a técnica de cromatografia em coluna do tipo flash, por meio de colunas de vidro
utilizando gel de silica como fase estaciondria com granulagdo 0,040 — 0,0063 mm da ACROS
e misturas de acetato de etila/hexano, como fase movel, com a utilizacdo de um pressurizador

utilizado em nebulizadores comuns.

Os espectros de Infravermelho foram realizados em um espectrofotdmetro FTIR
modelo IRPrestige-21 da Shimadzu em pastilhas de Kbr, eas frequéncias foram expressas em

cm’.
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Os espectros de RMN 'H e "C foram registrados usando DMSO-ds; ou CDCl;
(Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, USA) com um espectrometro Bruker Avance 11
(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) (500 or 400 MHz para 'H; 126 ou 100 MHz
para C). Os valores dos deslocamentos quimicos (8) nos espectros de RMN 'H foram
expressos em partes por milhdo (ppm) tendo o tetrametilsilano (TMS; d 0.00 ppm) como
padrdo interno, e constantes de acoplamento J em hertz. Os deslocamentos quimicos nos

espectros de RMN "*C foram registrados em escala relativa a CDCl; e DMSO-ds.

As andlises de espectrometria de massa de alta resolugdo (HRMS) foram realizadas
em colaboragdo na Universidade Federal de Goids, em um espectrometro de massa microTOF
IIT (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As amostras foram preparadas em metanol (1 pL-
") e infundidas na fonte ESI a 1 uL min" A fonte eletrospray foi operada em modo positivo, e
nitrogénio de alta pureza (> 98%) foi usado como dissolutor (200 °C; 4 L min™') e gas de
colisdo. A pressdo foi mantida a 4 bar, o gas seco a 9 L min™ e a tensdo capilar a 4500 V. Os
espectros de massa foram adquiridos e processados usando o Bruker Compass DataAnalysis

Software (Bruker Daltonik GmbH).

7.2 Sintese do diacrilato 46
Em um baldo de 50 mL, foram colocados 15 mmol de etilenoglicol em 10 mL de

ciclohexano. Em seguida, foram adicionados 30 mmol de é4cido acrilico em presenca de 0,1
eq. de acido paratoluenossulfonico (3 mmol) e 0,3 eq. de hidroquinona (9 mmol). O balao foi
conectado a um aparelho de Dean-Stark e um condensador, mantendo o sistema sob
aquecimento (110°C) e agitacdo magnética por 6h. A reagdo foi acompanhada por CCDA
empregando acetato de etila: hexano 2:8 como eluente. Findada a reagdo, o pH foi ajustado
para 7 com uma solu¢do aquosa de NaOH IM e solugdo saturada de NaCl. O produto foi
extraido com diclorometano e purificado por cromatografia em coluna flash, usando acetato

de etila: hexano 1:9 como eluente.

7.3 Sintese das isatinas monosubstituidas (5-cloro-isatina, 5,7-diclorosatina, S5-nitro-
isatina, V-alil-isatina, N-benzil-isatina, V-metil-isatina) 45a-45c, 47a-47¢
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7.3.1 N-alil-isatina (45a), N-benzil-isatina (45b) e N-metil-isatina (45c)

Em um baldao de 50 mL, foram adicionados 5 mmol de isatina, 4 mL de DMF seco ¢
1,5 eq. de K,COs. O sistema foi mantido em temperatura ambiente, agitagdo magnética e
atmosfera inerte de argdnio, sendo adicionado o agente alquilante (1,2 eq. de brometo de alila
ou 1 eq. de cloreto de benzila ou 1,5 eq. de iodeto de metila) em seguida. A reacdo
acompanhada por CCDA. Apds o consumo de reagentes, foi realizada extracdo liquido-
liquido com acetato de etila e dgua destilada. A fase organica foi reunida, seca com cloreto de
calcio anidro e concentrada em rotaevaporador, sob pressdo reduzida. O produto foi

purificado por coluna cromatografica flash.

7.3.2 5-nitro-isatina (47a)

Em um erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 10 mmol de isatina, 20 mL de acido
sulfirico concentrado ¢ uma solucdo de 9,5 mmol nitrato de sédio em 2 mL de acido
sulftrico, estando o sistema em banho de gelo. A reacao foi acompanhada por CCDA e apos o
consumo de isatina, foi colocado gelo picado no meio reacional. O precipitado formado foi

filtrado em funil de Buchner.

7.3.3 5-cloro-isatina (47¢) e 5,7-diclo-isatina (47b)

Em um erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 10 mmol de isatina e ATCI (4cido
triclorocianurico) macerado (1 eq., para a 5,7-dicloroisatina, e 0,5 eq. para 5-cloro-isatina).
Em seguida, com o sistema mantido em banho de gelo, foi gotejado 6 mL de 4cido sulfurico
concentrado. A reacdo ficou sob agitagdo magnética e foi acompanhada por CCDA. Findada a
reacgao, foi adicionado gelo picado no meio reacional e o precipitado foi coletado por filtragao

em funil de Buchner, lavando com agua destilada gelada.

7.4 Sintese das isatinas dissubstituidas 48a-48i (/N-metilacido, N-alilacio e N-benzilacao
das isatinas monosubstituidas 47a-47¢)
Foram empregados os mesmos métodos de alquilagdo de isatina, diferindo apenas no

reagente de partida, que foram as isatinas ja substituidas no anel aromatico (5-nitro-isatina, 5-
cloro-isatina e 5,7-dicloro-isatina), além da eventual necessidade de purificagdo por coluna

cromatografica.
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7.5 Sintese dos adutos de Morita-Baylis-Hillman simétricos usando as isatinas mono ou
dissubstituidas

Em um baldo de 25 mL, foi adicionado 0,5 mmol de diacrilato (46), I mmol da isatina
substituida desejada, 0,5 mmol de DABCO e 1 mL de DMF. O balao foi deixado sob agitagao
magnética e temperatura ambiente até o consumo do reagente limitante ou até a estabilizagdo
da reagdo. A reagdo foi acompanhada por CCDA com acetato de etilachexano 6:4 ou outra
propor¢ao mais adequada, a depender da polaridade dos reagentes e produtos, a fim de obter
uma melhor andlise cromatografica. Em seguida, foi feita a extragdo liquido-liquido com
acetato de etila e 4gua destilada. A fase organica foi reunida, seca com cloreto de célcio anidro
e concentrada em rotaevaporador. A purificacdo foi realizada por coluna cromatografica flash,
usando como eluente uma mistura de acetato de etila e hexano na propor¢cdo mais

conveniente, estudada antes do inicio da coluna.

7.6 Dados espectroscopicos das moléculas inéditas

7.6.1 Aduto simétrico 1a

Aspecto fisico: solido amarelado

Rendimento: 43%

RMN 'H (400 MHz, DMSO): 8 7.30 — 7.26 (m, 2H), 7.03 — 6.93 (m, 6H), 6.60 (d, J = 1.7 Hz,
2H), 6.45 (s, 2H), 6.37 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 3.91 (s, 4H), 3.09 (d, J = 2.3 Hz, 6H). RMN "“C
(101 MHz, DMSO): & 175.75, 164.16, 144.91, 139.74, 131.25, 129.97, 128.53, 123.39,

122.53, 108.9, 75.31, 62.61, 26.50. HRMS (FTMS + pESI) m/z, calcd. para CyH»4N,Os:
492.1533; encontrado: 493.1611 [M+H]".
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7.6.2 Aduto simétrico 1b

Aspecto fisico: liquido viscoso amarelo
Rendimento: 30%

RMN 'H (500 MHz, DMSO) § 7.34 —7.21 (m, 1H), 7.03 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 6.98 — 6.93 (m,
1H), 6.89 (d, J= 7.6 Hz, 1H), 6.67 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.47 (d, J = 1.4 Hz, 2H), 6.39 (d, J =
1.4 Hz, 2H), 5.83 (ddd, J=17.4, 10.3, 5.3 Hz, 1H), 5.41 — 5.32 (m, OH), 5.18 (d, /= 10.4 Hz,
OH), 4.26 (t, J= 5.6 Hz, 2H), 4.07 — 3.88 (m, 1H), 3.42 (s, 36H), 2.51 (s, 1H). RMN "C (126
MHz, DMSO) o 175.61, 164.18, 144.09, 139.56, 132.39, 131.21, 129.88, 123.50, 122.56,
117.48, 109.62, 75.32, 62.56, 42.07. HRMS (FTMS + pESI) m/z, calcd. para C3H2sN,Os:
544.1846; encontrado: 545.1918 [M+H]".

7.6.3 Aduto simétrico 1c¢

o
o ONN
NN
©\/N o [ o T on
0

Aspecto fisico: solido branco-perolado
Rendimento: 40%

RMN 'H (250 MHz, DMSO): § 7.43 (dd, J = 8.2, 1.6 Hz, 4H), 7.41 — 7.22 (m, 6H), 7.18 (td,
J=17.6,1.5Hz, 2H), 7.02 (dd, J = 7.3, 1.5 Hz, 2H), 6.93 (td, J = 7.4, 1.0 Hz, 2H), 6.80 (d, J =
7.8 Hz, 2H), 6.75 (s, 2H), 6.50 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 6.42 (d, J = 1.3 Hz, 2H), 4.86 (q, J = 15.9
Hz, 4H), 3.89 (dt, J = 15.2, 10.4 Hz, 4H). RMN “C (126 MHz, DMSO): & 175.98, 164.22,
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143.99, 139.62, 136.78, 131.29, 129.88, 128.94, 127.83, 123.60, 122.66, 109.56, 75.38, 62.54,
43.32. HRMS (FTMS + pESI) m/z, calculada para CsH:N,Os: 644.2159; encontrada:
645.2235 [M+H]".

7.6.4 Aduto simétrico 1d
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cl
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Aspecto fisico: solido branco
Rendimento: 52%

RMN 'H (500 MHz, DMSO) & 7.36 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 2H), 7.04 — 7.02 (m, 2H), 7.01 (dd, J
= 8.3, 3.8 Hz, 2H), 6.80 (s, 2H), 6.47 (dd, J = 7.2, 1.2 Hz, 2H), 6.39 (dd, J = 13.9, 1.2 Hz,
2H), 3.98 (s, 4H), 3.10 (d, J = 3.0 Hz, 6H). RMN "C (126 MHz, DMSO) § 243.83, 175.42,
164.09, 138.98, 133.2, 129.7, 126.53, 123.55, 123.5, 110.57, 62.73, 26.62.

7.6.5 Aduto simétrico le

Cl
7 O
N
\/\N OH 0
o OHO N\/\
o
Cl

Aspecto fisico: solido branco

Rendimento: 37%
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RMN 'H (250 MHz, DMSO) 6 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.05 (s, 2H), 6.93 (d, J = 8.2 Hz,
2H), 6.84 (s, 2H), 6.49 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 6.40 (d, ] = 7.9 Hz, 2H), 5.90 — 5.72 (m, 2H), 5.35
(d, J=17.2 Hz, 2H), 5.18 (d, J = 9.5 Hz, 2H), 4.27 (s, 4H), 4.04 (s, 4H). RMN “C (126 MHz,
DMSO) 6 174.73, 163.65, 142.47, 138.50, 132.81, 131.52, 129.44, 128.84, 126.08, 123.14,
117.17, 110.75, 74.70, 62.32, 41.72. HRMS (FTMS + pESI) m/z, calcd. para Cs;oH26C;.N,Os:
612.1066; encontrada 613.1141 [M+H]+.

7.6.6 Aduto simétrico 1f
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Aspecto fisico: liquido viscoso branco
Rendimento: 63%

RMN 'H (400 MHz, DMSO) & 7.49 — 7.43 (m, 2H), 7.03 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 2H), 6.98 (s,
2H), 6.50 (t, /= 1.2 Hz, 2H), 6.42 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 2H), 4.08 — 4.02 (m, 4H), 3.42 (s, 6H).
RMN “C (101 MHz, CDCl;) § 164.0, 139.3, 138.2, 133.3, 132.0, 129.6, 129.5, 128.7, 123.2,
116.6, 62.5, 33.2, 30.0. HRMS (FTMS + pESI) m/z, calcd. para CysHy0CLiN,Os: 627.9974;
encontrada: 629.0051 [M+H]".
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7.6.7 Aduto simétrico 1g

Cl

cl

cl

Aspecto fisico: liquido viscoso amarelo
Rendimento: 25%

RMN 'H (250 MHz, DMSO) 8 7.47 (t, ] = 2.2 Hz, 2H), 7.06 (dd, J = 3.7, 2.1 Hz, 2H), 7.03
(s, 2H), 6.52 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 6.45 (s, 2H), 6.04 — 5.86 (m, 2H), 5.27 (d, J = 17.3 Hz, 2H),
5.16 (d, T = 10.5 Hz, 2H), 4.56 (s, 4H), 4.09 (s, 4H). RMN "C (101 MHz, DMSO) & 175.29,
163.60, 138.57, 137.88, 135.49, 133.35, 130.74, 129.48, 126.82, 122.42, 115.88, 114.68,
74.13, 62.51, 43.06. HRMS (FTMS + pESI) m/z, calcd. para Cs;yH24CiuN2Os: 680.0287;
encontrado: 681.0329 [M+H]+.

7.6.8 Aduto simétrico 1h
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Aspecto fisico: solido branco
Rendimento: 24%

RMN 'H (500 MHz, DMSO) § 7.41 (t, J = 2.3 Hz, 2H), 7.35 — 7.31 (m, 8H), 7.29 — 7.22 (m,
2H), 7.15 (d, J = 1.4 Hz, 2H), 7.11 (dd, J = 11.0, 2.1 Hz, 2H), 6.56 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 6.50
(s, 2H), 5.22 — 5.17 (m, 4H), 4.12 (s, 4H). RMN “C (126 MHz, DMSO) & 175.9, 163.7,
138.6, 137.9, 137.6, 135.6, 135.5, 130.8, 130.7, 129.6, 128.4, 127.1, 127.0, 127.0, 126.1,
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122.6, 122.5, 114.8, 74.2, 62.5, 44.4. HRMS (FTMS + pESI) m/z, calcd. para CssH,sCLN,Os:
780.0600; encontrado: 781.0666 [M+H]".

7.6.9 Aduto simétrico 1i

NO, O,N
Aspecto fisico: solido amarelo
Rendimento: 58,6%

RMN 'H (400 MHz, DMSO) 5 8.29 (dt, J = 8.8, 2.3 Hz, 2H), 7.85 — 7.78 (m, 2H), 7.23 (d, J =
8.7 Hz, 2H), 7.05 (d, J = 1.7 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 6.43 (d, J = 15.4 Hz, 2H), 3.97
(s, 4H), 3.19 (d, J = 3.9 Hz, 6H). RMN “C (101 MHz, DMSO) 5§ 175.81, 163.54, 150.59,
142.31, 137.99, 131.68, 129.35, 126.72, 118.06, 108.73, 74.24, 62.28, 26.42.

7.6.10 Aduto simétrico 1j
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Aspecto fisico: liquido viscoso amarelo
Rendimento: 56%

RMN 'H 250 MHz, DMSO) § 8.35 — 8.23 (m, 2H), 7.85 (t, J = 2.6 Hz, 2H), 7.17 (dd, J = 8.7,
2.8 Hz, 2H), 7.11 (s, 2H), 6.54 (d, J = 4.2 Hz, 2H), 6.46 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.96 — 5.74 (m,
2H), 5.44 — 5.30 (m, 2H), 5.28 — 5.15 (m, 2H), 4.38 (s, 4H), 4.04 (s, 4H). RMN “C (126
MHz, DMSO) § 175.44, 163.67, 149.68, 142.51, 137.99, 131.93, 131.07, 129.54, 126.89,
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118.41, 117.51, 109.61, 74.20, 62.47, 42.03. HRMS (FTMS + pESI) m/z, calcd. para
C30H26N4O1: 634.1547; encontrada: 635.1626 [M+H]".

7.6.11 Aduto monomérico 49e
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Aspecto fisico: solido branco
Rendimento: 29,12%

RMN 'H (500 MHz, DMSO) 5 7.33 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.94
(d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.56 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 6.53 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 6.26 (dd, J
=17.2, 1.5 Hz, 1H), 6.08 (dd, J=17.3, 10.4 Hz, 1H), 5.94 (dd, J = 10.4, 1.5 Hz, 1H), 5.82
(ddt, J=17.3,10.2, 5.0 Hz, 1H), 5.36 (dq, J= 17.2, 1.7 Hz, 1H), 5.19 (dq, J = 10.4, 1.6 Hz,
1H), 4.28 (s, 1H), 4.27 — 4.09 (m, 4H). RMN “C (126 MHz, DMSO) § 175.16, 165.65,
164.19, 142.92, 139.12, 133.30, 132.37, 132.02, 129.64, 129.33, 128.29, 126.58, 123.64,
117.72, 111.16, 75.18, 62.83, 62.39, 42.18.
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ANEXO - Artigo oriundo da tese
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Synthesis and Anticancer Activity of Homodimeric Morita-Baylis-Hillman Adducts
Based on 3-Hydroxyindolin-2-one Core

Maisa C. Coelho,“ * Aleff Castro,”'® Taynd R. Olegdrio, " Rodrigo Cristiano,-*
Boniek G. Vaz,“® Gabriel F. dos Santos,~* Lucas S. Machado,~*
Gardénia C. G. Militdo,” ° Paulo B. N. da Silva,"” Mdrio L. A. A. Vasconcellos™*
and Claudio G. Lima-Junior™ ="

sLaboratorio de Sintese Organica Medicinal da Paraiba (LASOM-PR), Departamento de Quimica,
Universidade Federal da Paraiba (UFPR), 58051-900 Jodo Pessoa-PB, Brazil

lnstituto de Quimica, Universidade Federal de Goias (UFG), 74690-900 Goidnia-GO, Brazil

‘Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
50670-901 Recife-PE, Brazil

Cancer treatment represents one of the main scientific study targets today, mainly due
to the pronounced side effects arising from chemotherapy. This study reports the synthesis,
characterization, and anticancer activity of ten compounds from the Morita-Baylis-Hillman reaction.
Ethylene glycol diacrylate was used as a double Michael acceptor in reactions with isatin derivatives
to give homodimers of 3-hydroxyindolin-2-one core, recognized in the literature for its extensive
pharmacological profile. The use of 1.4-diazabicyclo[2,2.2]octane (DABCO) as a catalyst and
room temperature were the optimal conditions for the study reaction. The isolated yields were up
to 63%, with most reaction times inferior to 24 h, some as fast as 15 min. The anticancer potential
of the synthesized dimers was evaluated in vitro against three cancer strains, resulting in average
inhibitory concentrations up to 0.72 pM. It was also found that the best performing homodimers
are more active than their monomeric counterparts. Considering the promising selectivity indices
observed, the preliminary results obtained here act as a basis for broader tests regarding the
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