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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento de Métodos Alternativos para a Sintese de N-
Acilidrazonas Derivadas de Isatinas

A isatina é um heterociclico amplamente conhecido pelas suas aplicagcdes em
quimica medicinal. Derivados N-acilidrazénicos da isatina configuram uma
importante classe de moléculas com ampla agéao farmacolégica. Paralelamente,
alcaloides inddlicos contendo o grupo prenila vém apresentando atividade em
células tumorais. Levando em consideragédo esses aspectos, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver métodos alternativos na sintese de novas N-
acilidrazonas derivadas de isatinas N-preniladas. Foram sintetizados os
derivados N-prenilados de isatina, 5-fluoro-isatina, 5-bromo-isatina e 5-metil-
isatina usando brometo de prenila como agente alquilante, K2COs como base em
meio de dimetilformamida, obtendo estes intermediarios com rendimentos que
variaram entre 79% a 94%. No processo de investigagdo, o método que se
destacou foi o que utilizou o solvente eutético profundo de cloreto de colina:acido
acético como solvente/catalisador na sintese das doze N-acilidrazonas, sendo
onze inéditas, obtendo tempos reacionais entre 3 a 17 minutos e rendimentos
que variaram entre 82% a 97%. Todos os compostos foram plenamente
caracterizados por métodos fisicos (infravermelho, ressonancia magnética
nuclear de 'H e '3C e espectrometria de massas), sendo observada a formagéo
de conformacao sin/antiperiplanar nos compostos substituidos o-cloro na porgao
da benzoidrazida. A maioria dos compostos foram avaliados em relagdo a
atividade anticancer nas linhagens de K562 (leucemia mieldide crénica), NCI-
H1299 (carcinoma de pulmao) e HCT116 (cancer colon humano). O composto
(2)-2-cloro-N’-(5-fluoro-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-

ilideno)benzoidrazida (5k) foi o unico que apresentou porcentagem de inibicao
do crescimento acima de 60% nas linhagens K562 e HCT116. Portanto, foi
possivel desenvolver um método eficiente utilizando o solvente eutético profundo
como solvente/catalisador para obten¢ao de novos compostos N-acilidrazdnicos.

Palavras-chave: Sintese verde, Solvente Eutético Profundo, N-acilidrazona,

prenila.



ABSTRACT

Title: Development of Alternative Methods for the Synthesis of Isatin-Derived N-
Acylhydrazones

Isatin is a heterocyclic compound widely known for its applications in medicinal
chemistry. N-acylhydrazone derivatives of isatin constitute an important class of
molecules with broad pharmacological action. In parallel, indole alkaloids
containing the prenyl group have shown activity in tumor cells. Taking these
aspects into consideration, the objective of this work was to develop alternative
methods for the synthesis of new N-acylhydrazones derivatives of N-prenylated
isatins. The N-prenylated derivatives of isatin, 5-fluoro-isatin, 5-bromo-isatin and
5-methyl-isatin were synthesized using prenyl bromide as the alkylating agent
and K2COs as the base in dimethylformamide medium, obtaining these
intermediates with yields ranging from 79% to 94%. In the investigation process,
the method that stood out was the one that used the deep eutectic solvent of
choline chloride:acetic acid as solvent/catalyst in the synthesis of the twelve N-
acylhydrazones, eleven of which were new, obtaining reaction times between 3
and 17 minutes and yields that varied between 82% and 97%. All compounds
were fully characterized by physical methods (infrared, 'H and '3C nuclear
magnetic resonance and mass spectrometry), with the formation of
syn/antiperiplanar conformation being observed in the compounds substituted o-
chloro in the benzohydrazide moiety. Most of the compounds were evaluated for
anticancer activity in the K562 (chronic myeloid leukemia), NCI-H1299 (lung
carcinoma) and HCT116 (human colon cancer) cell lines. The compound (Z)-2-
chloro-N'-(5-fluoro-1-(3-methylbut-2-en-1-yl)-2-oxoindolin-3-
ylidene)benzohydrazide (5k) was the only one that presented a growth inhibition
percentage above 60% in the K562 and HCT116 strains. Therefore, it was
possible to develop an efficient method using the deep eutectic solvent as a
solvent/catalyst to obtain new N-acylhydrazones compounds.

Keywords: Green synthesis, Deep Eutectic Solvent, N-acylhydrazone, prenyl.
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1 INTRODUGAO
As bases de Schiff foram relatadas pela primeira vez em 1864 pelo

quimico alemao Hugo Schiff, o precursor na preparacdo destes compostos
através de reagdes entre aminas primarias e compostos carbonilicos [1]. Seu
nucleo é caracterizado pela presenca do grupo funcional imina (Figura 1) que
une uma variedade de substituintes alquila ou arila, e é encontrado nas di-

hidrazidas, hidrazonas e N-acilidrazonas (NAH) [2].

Figura 1. O nucleo das bases de Schiff
IR3
N

I
R1)\ R,

R4, R; e R; séo grupos alquila ou arila
R e R, podem ser H

A N-acilidrazona se caracteriza por um nucleo formado de imina e amida
unidas por uma ligagdo entre os dois nitrogénios dos respectivos grupos
funcionais. E uma estrutura privilegiada por apresentar sitios de interacdes
passiveis de ligacbes de hidrogénio, mimetizando fragmentos peptidicos. Sao
estaveis quimicamente e, a partir desse nucleo, podem ser projetadas diversas
estruturas biologicamente funcionais [3,4]. O nucleo da N-acilidrazona ja é
relatado com muitas atividades biolégicas, como antimicrobiana, analgésica e
anti-inflamatéria, anticancerigena, antiviral, anticonvulsivante, anticoagulante,
antipsicético, antituberculose, agente vasodilatador, entre outros [5].

A isatina € um composto heterociclico derivado do indol que apresenta
duas carbonilas de fungdes organicas distintas, cetona e amida, passiveis de
reacoes de substituicdo nucleofilica, formacdo de ligacdo carbono-carbono,
adicdo e condensacgao a carbonila [6-8]. Contém um anel aromatico que pode
sofrer reagcbes de substituicdo eletrofilica aromatica e um nitrogénio amidico
susceptivel a reagdes de N-alquilagdo e N-acilagao [9]. Com isso, exibe
versatilidade sintética e € de baixo custo, podendo ser utilizada como matéria-
prima para a sintese de novos compostos [14]. Além disso, a isatina ja € relatada
com diversas propriedades biolégicas como antimicrobiana, anticancer, anti-
inflamatadria, anticonvulsivante, antituberculose etc. [10-13].

Dessa forma, N-acilidrazonas derivadas da isatina sdao uma classe
promissora no projeto de novos candidatos a farmacos. Sua estrutura exibe
estudos frente a atividade antibacterianas, anti-inflamatérios, agentes

anticonvulsivantes, agentes terapéuticos para doengca de Parkinson,
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antialodinico em modelo de dor neuropatica, herbicidas e anticancerigenos [15-
24].

Um outro importante grupo para o planejamento de novos candidatos a
farmacos é o grupo prenila. Este se configura como uma cadeia carbdnica
insaturada, presente nos terpenos e naftoquinonas e diversos produtos naturais
isolados de plantas, bactérias e fungos. Poucos alcaldides indolicos possuem
esse nucleo, no entanto, os que a possuem apresentam relevante atividade
anticancer [26,27]. Alguns autores sugerem que a presenga do grupo prenila em
certos compostos pode estar relacionada a intensificacdo das suas propriedades
bioldgicas [25-27].

Do ponto de vista sintético, as reagbes de obtengcdo de NAH ocorrem
normalmente utilizando solventes polares proticos como etanol, metanol e agua,
além de usar meio acido como catalisadores, podendo ser acido acético, acido
cloridrico e acido p-toluenossulfénico [28-33]. Também podem ser obtidas
usando apenas solventes polares préticos na auséncia de catalisadores [34-36],
ou sob catalise heterogénea e catalisadores inorganicos [37-39]. Alguns estudos
tém empregado solventes eutéticos profundos como solventes e catalisadores,
obtendo menor tempo de reacgdo e altos rendimentos em comparagédo com o0s
meétodos anteriores [40].

Portanto, o objetivo desse trabalho foi investigar e desenvolver protocolos
que envolveram o uso do solvente eutético profundo, método convencional de
sintese das NAH (EtOH/AcOH) e diferentes métodos de aquecimento (micro-
ondas e ultrassom), além de realizar a avaliagao preliminares frente a linhagens

de células tumorais.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 ASPECTOS DAS N-ACILIDRAZONAS

As N-acilidrazonas (NAH) sdo uma classe de compostos marcada pela
presenca do nucleo (R)2-C=N-NH-C(=0)-R. A sua nomenclatura é devida ao seu
material de partida, a N-acilidrazina ou hidrazida, que ao reagir com aldeidos ou
cetonas irdo formar a N-acilidrazona, termo cunhado por Fischer em 1888 [41].
A reacdo de condensacao a carbonila ocorre na presenca de solventes polares
préticos e podem ser catalisadas em meio basico ou acido, porém, de maneira

geral as reagOes sao realizadas em meio acido [42,2].

Figura 2. Reacéo geral da N-acilidrazona

o O O

Etanol ou metanol, refluxo
+ _NH ’
R1)LR R3)L 2 > R )L .N

N -H,0

R1, R2 =CouH
R; = Aromatico, alifatico

O mecanismo de formagao das hidrazonas foi descrito em 1964 por
Jencks, fundamentado no ataque nucleofilico (nitrogénio) ao eletréfilo (carbonila)
ativado pela catalise acida, acompanhado pela transferéncia de prétons e
formagao do intermediario tetraédrico. Posteriormente, ocorre a desidratagao
apo6s o grupo OH ser protonado, a ligagao da imina é formada resultando em
uma hidrazona depois da desprotonagao [41,43].

O isomerismo geomeétrico pode ser observado nas NAH devido ao grupo
imina (C=N), podendo existir na forma de isdbmeros Z e E. Por efeito da ligacéo
do outro nitrogénio ao carbono carbonilico de amida (C-N), também podem
existir conformagdes em solugdo do tipo antiperiplanar e sinperiplanar
dependendo da variacdo da temperatura. Teoricamente, pode haver formacao
de quatro isbmeros, dois geométricos (Z/E) e dois conformacionais (sin/anti),
como demonstrado na Figura 3. Se houver formacédo de mistura, os produtos
podem ser identificados por meio de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
hidrogénio ('H) e carbono ('3C) pela presenga dos sinais adicionais nos

respectivos espectros [44,45].
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Figura 3. Isbmeros e Conformagdes da N-acilidrazona

(B) (2)
antiperiplanar antiperiplanar
H R3 H R2

| |
R N, , 2 R N, 2
1\rF N)\Rz 1\nE N)\R3
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R, R;
R
R N R N,
1 “H 1 H
(0] (0]
(E) (2)
sinperiplanar sinperiplanar

Fonte: Adaptado de Hincapié-Otero et al. (2021) [44]

2.2 DIFERENTES METODOS NA OBTENCAO DE N-ACILIDRAZONA
Métodos alternativos na obtencdo das N-acilidrazonas vém sendo

empregados recentemente no intuito de realizar rea¢des sustentaveis, adotando
dentro dessa classe os principios da quimica verde. A Quimica Verde surgiu no
inicio da década de 1990, definida como “projeto de produtos e processos
quimicos para reduzir ou eliminar o0 uso e a geragao de substancias perigosas’.
Assim, surgiram os doze Principios da Quimica Verde, caracterizados por
planejamento cuidadoso da sintese quimica e do design molecular com o intuito
de reduzir as consequéncias adversas [46].

Utilizando os principios da Quimica Verde, Zhao, Cheng e Pang (2018)
[47] sintetizaram uma série de N-acilidrazonas derivadas de benzaldeido com
hidrazidas de oxalato de etila em agua. Para a maioria dos compostos a reagao
foi realizada a 25°C obtendo-se rendimentos entre 60% a 98% e tempo entre 10
a 420min (Esquema 1). Um aspecto importante tratado nesse artigo foi o uso da
agua ao invés de solventes organicos tradicionais, demostrando o potencial para
o desenvolvimento de novas metodologias para essas reagoes.

Esquema 1. Reacdo entre benzaldeidos e hidrazida de oxalato de etila

(0]

o . ~ N
Agua . e
AN Noyy + H —— N j])Lo

0
R = 2-OCHj, 2-CHj, 4-CH3, 2,4,6-CH3, 2-OH, 3,4-OCHs, 3,4,5-OCHj, 4-Cl, 2-OH-
5-Br, 3-OCH;-4-OH, 3,5-OCH;-4-OH
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Munir et al. (2023) [48] sintetizaram uma série de acilidrazonas derivadas
da piperidinil-quinolina, utilizando método convencional (etanol/acido acético)
para reagao de condensacao entre hidrazidas substituidas e aldeidos de
piperidinil-quinolina em refluxo ou assistida por banho ultrassénico (Esquema 2).
Em refluxo, as reagdes ocorreram entre 15 a 45 minutos com rendimentos entre
65% a 94%. Utilizando o ultrassom, as reagdes se processaram com tempo entre
4 a 6min e rendimentos entre 80% a 98%. Com isso, a utilizagao de ultrassom
se mostrou eficaz, com excelente tempo e rendimento, se comparado com a
reacao processada em refluxo, além de ser um método alternativo para obtencao

da classe das N-acilidrazonas.

Esquema 2. Sintese de NAH utilizando aquecimento por ultrassom

(o]
NH R4 Iro Etanol/Acido R,
N° 2+ _ Acetlco
Rs H N °N UItrassom
" O

80-98%

Ry =metilouH 4-6min

R, = H ou metil
R; = H, 3 ou 4-NO,, 2 ou 4-NH,, 2, 3, 4 ou 2,4-Cl, 2, 3 ou 4-OCHj, 2-OH

Boubekri et al. (2024) [49] sintetizaram uma série de N-acilidrazonas
através da reacao de condensacao entre 2-hidroxibenzoidrazida com derivados
de benzaldeido substituidos (Esquema 3). Primeiramente, a reagao foi realizada
em método convencional (etanol/acido acético), foram conduzidas em refluxo
com tempo relativamente longo de quatro horas, obtendo-se rendimento entre
69% a 80%. Depois, os compostos foram preparados em micro-ondas a 60°C
utilizando etanol ou diclorometano como solvente e quantidade catalitica de
acido acético. Para as reagbes com etanol, o tempo reacional foi de 10 minutos
e para as reacdes em diclorometano o tempo foi de 4 minutos. Se comparado
com o método convencional, as reacdes assistidas por micro-ondas obtiveram
excelentes rendimentos (95-98%). Portanto, a sintese assistida por micro-ondas
provou ser um método simples, rapido e alternativo para preparacdo das N-

acilidrazonas.

Esquema 3. Sintese de NAH utilizando aquecimento promovido por micro-ondas
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(o) Etanol ou

0 .
NH Diclorometano/ 0
N- 2 H Acido Acético Na
H + R ' N
OH 60°C, M.O. H R
OH

R = H, 2-OH, 4-OH, 2-OH-3-OCH3;, 2-OH-5-(p-tolildiazenil)benzilideno, 2-OH-
3-OCH;-5-(p-tolildiazenil)benzilideno

Na sintese de NAH, é comum observar a utilizagado de solventes polares
préticos (etanol, metanol e agua) associados a catalise acida, além disso,
também é relatado reagdes utilizando apenas os solventes polares, como
descrito acima. Porém, outros métodos de obtencdo desses compostos
utilizando catalisadores inorganicos e heterogéneos ja sdo descritos na
literatura.

Dos Santos Filho (2014) [37] preparou N-acilidrazonas usando cloreto de
cério (Ill) heptahidratado como catalisador acido de Lewis, em etanol. Foram
utilizadas benzoidrazidas substituidas e diferentes aldeidos e cetonas (Esquema
4). As reagdes com os aldeidos substituidos ocorreram a 20°C, obtiveram tempo
entre 20 a 360s e rendimentos na faixa de 90% a 98%. Com as cetonas
substituidas variaram a temperatura 40-70°C, tempo entre 1min a 24h e
rendimento entre 86% a 97%. Para varios substratos, pode-se perceber que o
catalisador foi eficiente em condigdes muito suaves, com bons tempos e
rendimentos bons a excelentes, ele apresentou também estereosseletividade
para o isdmero E. Por fim, o cloreto de cério (lll) heptahidratado € um catalisador
relevante na sintese de N-acilidrazonas, se mostrou eficaz e dentro dos
principios da quimica verde, podendo também ser utilizado com agua a

temperatura ambiente.

Esquema 4. Método utilizando catalisador inorganico na sintese de NAH

0 O ceCl;.7H,0 0

R1)LH’NH2 ' Rz)LRs EtOH R1)LH'N‘YR3

R,

R4, Ry = Alquil, Aril e R; = H, Alquil e Aril

Resende Filho et al. (2019) [38] sintetizaram complexos lantanideos-
EDTA ligados covalentemente em nanoparticulas magnéticas FezOs@SiO2 e
investigaram como catalisador heterogéneo para a sintese de NAH. No processo
de otimizagdo, o catalisador mais eficiente foi o FesOs@SiO2-1N-EDTA-Tb3*,

apresentando tempo reacional de 5min e rendimento de 90% na sintese padrao
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entre benzoidrazida e vanilina, em etanol a 75°C. Com as condi¢des otimizadas,
aplicaram o Fe304@SiO2-1N-EDTA-Tb3* como catalisador na sintese (Esquema
5) de NAH utilizando varias hidrazidas e compostos carbonilicos (aldeidos e
cetonas). Para as sinteses usando aldeido, obtiveram tempo entre 3 a 50min
com rendimentos na faixa de 80% a 95%. Ja com as cetonas o tempo reacional
variou entre 15 a 180min com rendimentos entre 65% a 89%. Dessa forma, os
complexos lantanideos-EDTA ligados covalentemente em nanoparticulas
magnéticas Fe304s@SiO2 (Fe30s@SiO2-1N-EDTA-Tb3*) apresentaram alta
eficiéncia como catalisador heterogéneo na sintese de NAH, preparando
produtos estruturalmente variados com rendimentos isolados bons a excelentes
sob condicbes amenas. Adicionalmente, os catalisadores de nanoparticulas
magnéticas sao facilmente recuperados e eficientemente reciclaveis, podendo
ser reutilizado em seis ciclos sem perdas significativas, estando nos padrdes

necessarios para sinteses sustentaveis.

Esquema 5. Método utilizando catalizador heterogéneo na sintese de NAH

o) O  Fe;0,@Si0,-1N-EDTA-Tb3* o

R1)LH’NH2 " rR, EtOH, 75°C R)LH'N\YR‘*

1
R,

R4, Rz = Alquil, Aril e R; = H, Alquil e Aril

Silva et al. (2022) [39] desenvolveram um método para sintese de NAH
entre isatinas substituidas e benzoidrazidas, utilizando argila bentonita como
catalisador e livre de solventes sob irradiacdo de micro-ondas. Otimizaram as
condicbes da reacdo padrdo entre a isatina e benzoidrazida, estudando a
influéncia de fonte de aquecimento, temperatura, solvente e catalisador,
chegando a concluséo de que o melhor protocolo foi a catalise de bentonita, sob
irradiagdo de micro-ondas a 80°C e livre de solventes (Esquema 6). Com isso,
aplicaram este método para sintese de N-acilidrazonas a partir de derivados de
isatinas e benzoidrazidas, alcangando tempo entre 15 a 60min e rendimentos de
37% a 92%. Portanto, este método se mostrou relevante se comparado com o
método de obtencgao utilizando metanol e catélise de acido acético. A bentonita
€ reciclavel, podendo ser utilizada até trés ciclos sem perdas significativas, além
de nao ser toxica em comparagao com o metanol, minimizando a geracao de
residuos, se tornando uma alternativa de baixo custo e verde no preparo de NAH

derivadas de isatinas.
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Esquema 6. Método utilizando bentonita como catalizador heterogéneo na sintese de NAH a

partir de derivados de isatina
OYQ

N-NH
©)L H, Bentonlta R /
T anor (M (o)
80°C (M.O.) N‘
R, Ri

Ry =H, CH3 CH,CH=CH, e R, R; =H, Cl e NO,

Observa-se que certos métodos alternativos ja vém sendo aplicados por
alguns autores objetivando a sintese de algumas N-acilidrazonas. No que se
refere a solventes especificamente, como os eutéticos profundos, ndo ha muitos
relatos, sendo apresentado na proxima subsec¢ao alguns aspectos gerais sobre

esta classe de solventes, um breve historico e aplicagées em potencial.

2.3 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS: ASPECTOS GERAIS E
POTENCIAIS APLICACOES NA SINTESE DE N-ACILIDRAZONAS

Solventes eutéticos profundos, do inglés “Deep Eutectic Solvents” ou
simplesmente DES, sdo uma classe de solventes verdes formados quando
substancias quimicas com diferentes pontos de fusédo, capazes de doar e aceitar
ligacdes de hidrogénio sao misturadas resultando em um liquido a temperatura
ambiente. Essa mistura € eutética se caracterizada uma depressao anormal do
ponto de fusdo. Os DESs apresentam caracteristicas importantes como alta
estabilidade térmica, baixa volatilidade, baixas pressdes de vapor e polaridade
ajustavel, além de apresentar baixo custo, biodegradabilidade, atoxicidade e
facilidade na preparagao [50].

Em 2003, Abbott e col. observaram pela primeira vez, ao misturar cloreto
de colina (ChCl, ponto de fusdo = 302°C) e ureia (ponto de fusdo = 133°C) em
uma equivaléncia de 1:2, a formacao de um liquido a temperatura ambiente com
ponto de fusdo eutético igual a 12°C. Inicialmente, foi dado nome de mistura
eutética profunda, do inglés “Deep Eutectic Mixture” (DEM), porém, os estudos
foram direcionados para as curiosas propriedades do liquido, entdo adotaram o
termo solvente eutético profundo (Deep Eutectic Solvent) para essa classe
emergente de materiais [51].

Os DESs sao classificados quanto os seus diferentes tipos de HBD

(doadores de ligagao de hidrogénio, do inglés “Hydrogen Bond Donor’) e HBA
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(aceptores de ligagédo de hidrogénio, do inglés “Hydrogen Bond Acceptor’). S&o
divididos em cinco tipos. O Tipo | combina sais de aménio quaternario e cloreto
de metal nao hidratado; Tipo Il € formado por um sal de aménio quaternario e
um hidrato de cloreto de metal; Tipo Ill € composto por sal de amdnio quaternario
e os doadores de ligacdo de hidrogénio podem ser componentes moleculares
organicos (acido carboxilico ou poliol); Tipo IV é constituido por hidrato de cloreto
metalico e HBD (ureia, acetamida, etilenoglicol e 1,6 hexanodiol), e por fim, o
Tipo V sao os DESs néo idnicos, formado apenas por substancias moleculares.
Existe também algumas misturas que ndo se encaixam em nenhum desses tipos,
porém apresentam uma depressdo em seu ponto de fusdo, sdo as misturas de
acidos e bases de Brgnsted-Lowry, sugerindo que novas classificagdes ainda
podem surgir [52]. Evidentemente, a classificacdo de DES utilizada nesse
trabalho foi a do Tipo lll.

Devido a sua versatilidade, existem diversas aplicagdes possiveis para
DESs. Eles podem ser usados na metalurgia e eletrodeposicao, separagao e
captagao de gas, sistemas de energia e tecnologias de baterias, biocatalise e
quimica organica, processamento de biomassa, estrutura e estabilidade
biomolecular, genémica/fundamentos de acidos nucleicos, farmacéutica e
pesquisa meédica, sintese de nanomateriais, entre outros [50]. Aplicacbes
recentes visam a extracao de produtos naturais (flavanoides e fendis), sistemas
de administracdo de farmacos (aumento da solubilidade de farmacos),
determinacao de tragos de metais (extrair e realizar concentragdes de metais),
sintese de nanomateriais e eletroquimica (podem ser usados como eletrdlitos
em reacdes eletroquimicas) [53].

Em sintese organica, os DESs s&o utilizados como solventes, com o
intuito de substituir solventes orgéanicos volateis toxicos, atuando adicionalmente
na catalise de reagbes, com intencdo de substituicdo de catalisadores
convencionais sem reutilizagcao [54]. Da mesma forma, os DESs surgem como
uma alternativa sustentavel nos processos de sintese organica, estando
enquadrado nos doze principios da quimica verde, especificadamente no
principio 5 — Solventes e auxiliares mais seguros, que fala sobre a escolha de
solventes mais seguros disponiveis para qualquer etapa, o uso minimo de
quantidade de solventes e substancias auxiliares, com o objetivo de minimizar a

criagao de residuos [46].
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Em vista disso, Molnar et al. (2017) [40] sintetizaram uma série de N-
acilidrazonas a partir de 2-((4-metil-2-oxo-2H-cromen-7-il)oxi)acetoidrazida e
diferentes aldeidos (benzaldeidos substituidos, aldeidos a base de pirazol e 4-
cloro-2-oxocromeno-3-carbaldeido) utilizando cloreto de colina:acido malénico
(1:1) (Esquema 7). Obtiveram bons rendimentos (44-95%) com tempos

reacionais nao ultrapassando quatro horas.
Esquema 7. Sintese de NAH utilizando DES de ChCl:Acido malénico como

solvente/catalisador
N \n/\o 0" Yo
o]
R
R4 ou
_0
ou ChCl:Acido H /@\)1
malonlco .
7~ SN (o] 0" Yo
R2©_N'N‘ e > N \fol/\
* HN" Tl/\o N

ou
Cl

Rz
@fi@
N
0o cl !
YN \n/\o 0" Yo
o

0~ ~0

R =H, 2,3 ou4-OH, 2, 3 ou 4-OCH3, 2,3, 2,4, 2,5, 3,4, 3,5-OH, 3-OCH;-4-OH, 3-O-Ph, 2-OH-5-NO,, 3,4,5-OCH; 2 ou 3-
Cl, 2, 3 ou 4-Br, 2, 3 ou 4-F, estiril, 4-N(CH3),
R, =Cl, Br, I, OCH; NO,
R,=F, CHz e Cl

Diante do exposto, alternativas sustentaveis utilizando DESs acidos ou
métodos de aquecimento diferentes (ultrassom e micro-ondas) devem ser
investigadas para a sintese de N-acilidrazonas, com o intuito de tornar a

obtencao desses produtos mais sustentavel e mitigar danos ao meio ambiente.

2.4 A QUIMICA MEDICINAL DAS N-ACILIDRAZONAS
Dentro do campo da Quimica Medicinal, a N-acilidrazona € uma estrutura

privilegiada, fornecendo pontos ligantes para varios biorreceptores. Sua
estrutura apresenta pontos farmacoféricos de interacéo, oferecendo aceptores e
doadores de ligagao de hidrogénio (Figura 4), sendo capaz de interagir com uma
gama de residuos de aminoacidos [3]. Além disso, as NAH nao foram
introduzidas na area de quimica medicinal por acaso, essas estruturas

apresentam elevada estabilidade quimica contra hidrélise se comparada com
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seus grupos funcionais de partida isolados (amida e imina) e mimetizam porg¢des
peptidicas [5].
Figura 4. Pontos farmacoféricos de interagdo da NAH
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Fonte: Adaptado de Maia et al. (2014) [3]

Dessa forma, o poderoso nucleo bioativo da NAH foi capaz de produzir
candidatos a farmacos com variadas atividades (Figura 5), usados na terapia
como Azimilida (antiarritmico), Carbazocromo (agente hemostatico), Nifurtoinol
(anti-infeccioso urinario), Nifuratel (antitrichomonal, antifungico), Dantrolene ou
Azulmolene (hipertermia maligna), Zorrubicina (antibidtico citotoxico), Nifurzida
(anti-infeccioso  intestinal), Nitrofurazona (antibacteriano), Nifuroxazida
(antibiético), Nitrofurantoina (antibacteriano) e Testosterona 17-Enantato 3-Acido

Benzilico Hidrazona (esterdide anabolizante) [4,55].

Figura 5. N-acilidrazona como estrutura privilegiada em Quimica Medicinal
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Levando em consideracio a importancia do nucleo da NAH com diversas
atividades biolégicas relatadas, Mali et al. (2021) [56] publicaram uma pequena

revisdo acerca da importancia das hidrazonas e seus derivados. Nessa
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pesquisa, relataram aspectos biologicos, demonstrando varias moléculas com
atividade antimicrobiana, antiviral e antituberculose. Destacaram também,
caracteristicas estruturais e diferentes rotas sintéticas utilizadas na sintese
desses compostos. Em concordéancia, Fernandes et al. (2021) [57] relataram que
acilidrazonas aromaticas atuam como inibidoras da sintese de esfingolipidios
fungicos e em estudos mais aprofundados, descobriram novos compostos como
potenciais fungicidas e altamente seletivos para fungos encontrados em
hospitais, apresentando alto indice de seletividade.

Belyaeva et al. (2022) [58] divulgaram em sua revisdo caracteristicas
sintéticas e biologicas das N-acilidrazonas. Ressaltaram que, frente a atividade
antituberculose, o derivado de hidrazona da xantina com grupos nitro nos ciclos
benzeno e furano apresentou 100% de atividade contra a cepa de M.
tuberculosis H37RV. No que se refere a atividade antimicrobiana, NAH derivadas
da piridina foram eficazes contra P. aeruginosa com MIC de 0,220 e 0,195 ug/mL.
A respeito da atividade antiviral, acilidrazonas contendo morfolina foram
sintetizadas e testadas frente aos virus da influenza A e B, expondo Clso entre
3,15 uM a 2,61 uM, atividade inibitéria mais alta do que o farmaco de referéncia
carboxilato de oseltamivir (Clso = 3,84 uM). Quanto a atividade anti-inflamatéria,
NAH derivadas do p-nitrofenil manifestaram atividade anti-infimatéria com
atuacao na modulacao da secrecao de IL-1pB, sintese da prostaglandina E2 em
macrofagos e a inibicdo da atividade da calcineurina fosfatase nos linfécitos.
Para atividade anticancer, derivados de NAH com porgcédo 4-(dietil
amino)salicilideno apresentaram forte citotoxicidade com valores médios de Clso
na faixa de submicromolar e seletividade celular em concentracbes de
nanomolares. Por fim, para atividade como pesticida, foram sintetizados NAH
derivadas de dieneidrazida a base de piperina para uso como inseticidas e
testados contra larvas de Culex pipiens, obtendo valores de CLso entre 0,221
mg/mL a 0,094 mg/mL; esses compostos demonstram maior atividade larvicida
do que a deltametrina. Portanto, N-acilidrazonas possuem uma ampla gama de
propriedades biolégicas, possibilitando seu uso na medicina e na agricultura.

Kassab (2023) [59] discorreu em uma revisao recente os progressos de
2017 até 2022 de agentes anticancerigenos que incorporam em suas estruturas
o nucleo da N-acilidrazona. Descreveu N-acilidrazonas como quelantes

metalicos, indutoras de apoptose, como agentes antioxidantes via sequestro do
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radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), agentes antiangiogénicos, agentes
anticancerigenos  multialvo, agentes antiproliferativos, inibidoras da
topoisomerase, da tirosina quinase, da desmetilase 1 especifica da lisina (LSD1),
da histona desacetilase (HDAC), do alvo RADS51, da anidrase carbénica Il (CA-
II) e do fator induzivel por hipéxia (HIF-1a). Sendo assim, compostos com nucleo
da N-acilidrazona sdo promissores agentes anticancer que podem atuar em
diversas vias mecanisticas. Além disso, ostenta potente atividade
antiproliferativa de amplo espectro contra varias linhagens de células tumorais

humanas.

2.5 N-ACILIDRAZONAS DERIVADAS DA ISATINA

A isatina (1H-indol-2,3-diona) € uma molécula heterociclica que possui
uma estrutura de anel indol, sendo composto por um anel aromatico de seis
membros passivel a reagdes de substituicao eletrofilica aromatica, um anel de
cinco membros que possui dois grupos cetbnicos suscetiveis a reagdes de
condensacgao, adigdo e reducdo, e um nitrogénio vulneravel a reacdes de N-
alquilacédo e N-acilagdo. Sua estrutura foi descoberta por Linne Erdman e
Auguste Laurent no ano de 1941 a partir da reacao de oxidagao do corante indigo
na presenga de acidos nitrico e crémico, resultando em cristais de cor laranja
[10-12, 60,61].

E um farmacéforo natural privilegiado, encontrado em plantas do género
Isatis, Calanthe discolor Lindl., Couropita guianensis Aubl., um componente da
secrecao da glandula parétida de sapos Bufo e em humanos como derivados
metabdlicos da adrenalina. Ademais, derivados de isatina possuem um amplo
espectro de atividades bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana, anti-
inflamatdria, anticancer, antiviral, anticonvulsivante, antioxidante etc. [13,14,
62,63].

Tendo em vista a importéncia da isatina e da classe das NAH, alguns
autores vém apresentando estudos frente a sintese e avaliagao biolégica de N-
acilidrazonas derivadas da isatina. Estes, por sua vez, apresentam diversas
propriedades biolégicas (Figura 6), como antibacterianos [15,16], anti-
inflamatdrios [17], agentes anticonvulsivantes [18], agentes terapéuticos para
doenca de Parkinson [19], analgésicos em modelo de dor neuropatica [20],

herbicidas [21] e anticancerigenos [22-24].
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Figura 6. N-acilidrazonas derivadas da isatina com diversas propriedades biologicas
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Como podemos observar, explorar novas séries de NAH derivadas de
isatinas se coloca como relevante para a busca de novos compostos que podem

ser potencialmente bioativos.

2.6 LIPOFILICIDADE EM QUIMICA MEDICINAL E A IMPORTANCIA DO
GRUPO PRENILA

A quimica medicinal se destaca por projetar farmacos com diversos tipos
de atividades biolégicas, sempre racionalizando as atividades bioldgicas,
farmacoldgicas e entendendo as relagdes estrutura-atividade como propdsito de
compreender as diversas vias de mecanismos de agao que cada candidato a
farmaco realiza. Dentro desta area se destaca também uma propriedade fisico-
quimica muito importante para o planejamento, biodisponibilidade,
permeabilidade e toxicidade de farmacos, a lipofilicidade. De acordo com a
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) lipofilicidade é a
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“representacdo da afinidade de uma molécula ou de um fragmento por ambiente
lipofilico. E comumente medida por seu comportamento de distribuicdo em um
sistema bifasico, seja liquido-liquido (coeficiente de particdo em octanol/agua)
ou solido liquido (retengao por métodos cromatograficos diversos)” [64].

Dessarte, a lipofilicidade se faz importante no desenvolvimento de
candidatos a farmacos, desempenhando papel fundamental na determinacao de
propriedades de absorgao, distribuicdo, metabolismo, eliminagcdo e toxicidade
(ADMET). Desse modo, busca-se projetar farmacos com bons valores de
lipofilicidade, contudo, exacerbado aumento da lipossolubilidade expande
diversas interagdes com lipidios, podendo causar retencdo irreversivel na
camada lipidica da membrana celular. Em vista disso, faz-se necessario manter
o equilibrio da lipofilicidade, aumentando assim as chances de sucesso nos
projetos de medicamentos [65,66].

Levando em consideragdo o exposto acima, o grupo prenila tem sua
importancia dentro da quimica de produtos naturais, tendo em vista que produtos
naturais N-prenilados ja foram isolados de plantas da familia Rutaceae, de
organismos marinhos (briozoarios), fungos (Aspergillus e Penicillium spp.) e
bactérias (Streptomyces spp.). Adicionalmente, produtos naturais com a
presenca do grupo prenila podem estar associados ao desenvolvimento de
novos produtos naturais ativos biologicamente [25].

Vale salientar que alcaldides inddlicos com a presenga do grupo prenila
foram relatados por Genovese, Curini e Epifano (2009) [26], sendo avaliados
quanto as suas atividades citotoxicas in vitro em linhagens de células
cancerigenas (MOLT-4 leucemia linfoblastica aguda humana, A549 carcinoma
pulmonar humano, HL-60 leucemia promielocitica humana e BEL-7420
carcinoma hepatocelular humano) expondo Clso ha casa de micromolar (uM). De
mesmo modo, Gonzari et al. (2021) [27] citou um alcaléide heptapeptideo
prenilado chamado de Ciclomarina A produzido por uma cepa de Streptomyces
CNB-982 derivada de sedimentos marinhos que exibiu citotoxicidade contra
varias linhagens celulares cancerigena com valor médio de Clso igual 2,6 mM.
Seu analogo, Ciclomarina D produzida por Salinispora arenicola CNS-205,
bactéria derivada de sedimentos marinhos, também demonstrou citotoxicidade
contra HT-116 (adenocarcinoma de célon humano) com valor de Clso 2,0 mM.



Fundamentacéo Teodrica 36

Outrossim, a reacido de prenilagdo pode ocorrer de maneira natural ou
sintética, que consiste na adicdo de uma cadeia lipofilica (grupo prenila) a uma
molécula receptora que pode ser um terpendide, proteina ou compostos
aromaticos como os inddis e seus derivados (isatina). Com isso, essa adigao do
grupo prenila pode ter efeito de tornar a molécula biologicamente mais ativa se

comparada ao composto original [25, 67].



CAPITULO 3: OBJETIVOS



Objetivos 38

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Sintetizar e caracterizar novos compostos N-acilidrazénicos derivados de

isatinas N-preniladas por diferentes metodologias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v" Realizar a reacdo de N-prenilagdo da isatina, 5-metil isatina e derivados

halogenados;

v Investigar a reacdo de condensagdo entre a N-prenil isatina e
benzoidrazida variando métodos de aquecimento, solvente eutético
profundo e solvente/catalisador;

v Aumentar o escopo da reagdo para obtencdo de novos compostos
utilizando isatinas e benzoidrazidas substituidas;

v Avaliar a atividade anticancer em diferentes linhagens de células.



CAPITULO 4: RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PREPARACAO DAS ISATINAS N-PRENILADAS

Inicialmente, foram realizadas as reacdes de N-alquilagao dos derivados
da isatina com metodologia adaptada de YANG et al. (2018) [16], utilizando
carbonato de potassio como meio basico para promover a desprotonacéo do
nitrogénio amidico da isatina e entdo adicionar o excesso de brometo de prenila
em temperatura ambiente. A reacdo foi acompanhada via cromatografia em
camada delgada (CCD), onde néo foi observado presenga do material de partida.
Na Tabela 1, podemos observar que essas reagoes se processaram entre 3 a 5h

com rendimentos entre 79% a 94%.

Tabela 1. Rendimentos e tempos das reagdes de alquilagao dos derivados da isatina

o] o]
R
H " K2CO03 (1 2mmol) N
2
(1,1113,;,0'0,) (1,2mmol) 3a-d
Entrada Ri1 Produto Tempo Rendimento isolado(%) Literatura
1 H 3a 5h 79 78%/1hl68]
2 CHs 3b 4h 91 56%/24h6°
3 F 3c 4h 90
4 Br 3d 3h 94

O derivado 3a e 3b ja sao relatados na literatura, porém, utilizando
métodos de obtencao diferentes. A sintese da molécula 3a foi realizada sob
atmosfera inerte a 0°C, utilizando como meio basico o hidreto de soédio (NaH) ao
invés do carbonato de potassio utilizado nesse trabalho [68]. E para o composto
3b, utilizou-se uma mistura de dimetilsuféxido (DMSO) e tolueno como solvente,
sob 1atm de mondxido de carbono a 100°C, empregando-se dicloreto de
bis(trifenilfosfina)paladio(ll) e pivalato de cobre(ll) como catalisadores [69].
Ambas as metodologias mencionadas manuseiam reagentes de alto valor
agregado, diferente do que foi realizado nesse trabalho. Vale ressaltar que os
derivados 3c e 3d sdo inéditos, ndo foram mencionados na literatura até o

momento presente.
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Comparando os tempos reacionais obtidos, na entrada 1, a isatina sem
substituicdo no anel aromatico levou mais tempo de reagdo se comparado com
as outras entradas. Isso pode estar relacionado com os seus substituintes. O
CHs doa densidade eletronica nas posi¢des orto e para, tornando o nitrogénio
amidico mais nucleofilico para reagdo de alquilacdo via mecanismo de
substituigdo nucleofilica bimolecular. Em relagdo aos substituintes F e Br nas
entradas 3 e 4, eles deixam o hidrogénio do nitrogénio amidico mais acido, pois
retiram densidade eletrbnica, ocorrendo mais rapido a desprotonagao e em
seguida a alquilagdo [70]. Porém, para o derivado bromado a reacédo se
processou mais rapida em comparag¢ao com o derivado que apresenta o atomo
de fluor, sugerindo que com a presenga do bromo houve uma maior solubilidade,
logo a reagdo se processou mais rapidamente. Para o isolamento desses
produtos, o meio reacional foi vertido em gelo e ocorre a precipitagdo dos
compostos, entdo o rendimento esta relacionado a etapa de filtragao, pois o
precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada, ou seja, parte do
produto pode passar para a fase aquosa, assim, diminuindo o rendimento.

Com relacdo a caracterizagao dos derivados, foi possivel observar na
Figura 7 que o espectro de infravermelho (IV) do composto 3b apresenta
auséncia da banda de NH amidico do material de partida na regiao entre 3300
cm™ a 3250 cm™', sugerindo que a reacgado de alquilagéo foi bem-sucedida. As
bandas de carbonilas de cetona e amida continuam presentes em 1751 cm™' e
1724 cm™, respectivamente, bem como a banda relativa a C=C aromatica em
1485 cm™'. A presenca de bandas de alceno foi possivel ser observada em 1620
cm-, indicando a presenca do grupo prenila. Os espectros dos outros derivados

seguem o mesmo padrao.
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Figura 7. Espectro de IV (KBr) da molécula 3b
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Observando os deslocamentos quimicos dos espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) para o 'H, ndo ha a presenca do sinal do hidrogénio
amidico em ~10 ppm da isatina, confirmando que n&o sobrou material de partida,
mas ha um tripleto caracteristico para um hidrogénio do CH vinilico presente na
prenila em ~5 ppm, podendo desdobrar para um triplo tripleto ou tripleto de
quinteto, pois ocorre acoplamento com o CHz formando o tripleto e desdobrando
o tripleto que pode acoplar com os CHs presentes no grupo prenila. Foi possivel
identificar também o dubleto referente ao CH2 do grupo prenila em ~4 ppm, pois
acopla com o CH, e os dois singletos relativos aos dois CHz entre 1,80 ppm a
1,70 ppm, com ressalva do composto 3b que apresenta um singleto para 3H em
2,31 ppm da metila presente no anel aromatico. Os sinais relacionados aos
hidrogénios aromaticos sdo mantidos, aparecendo na regiao entre 7,70 ppm a
6,70 ppm.

Figura 8. Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) para a molécula 3b
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Ndo menos importante, no '3C foi constatada a presenga do sinal do
carbono carbonilico de cetona desblindado em ~180 ppm e o de amida em ~160
ppm. Também foi verificado o sinal do carbono pertencente ao CH2 da porcéo
prenila em ~38 ppm e os sinais dos CHs entre 25 ppm a 18 ppm, com excecao
da molécula 3b que apresenta uma metila a mais na mesma regido de
deslocamento pertencente ao substituinte CHs da isatina. O sinal do CH vinilico
apresenta deslocamento em ~117 ppm. Os compostos 3a e 3b apresentam
caracterizagdo analoga relatada na literatura ja referenciada neste trabalho
[68,69].

Figura 9. Espectro de RMN '3C-APT (CDCls, 100 MHZz) para a molécula 3b
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Para os compostos 3¢ e 3d foram realizados espectrometria de massas
de alta resolugao (HRMS), nao sendo realizado para as moléculas 3a e 3b por
serem relatadas na literatura. A molécula 3¢ tem [M+Na]* calculado para
C13H12FNNaO2, 256,07443, encontrado 256,07401. Para [M+H]* foi calculado
C13H13FNO2, 234,09248, encontrado 234,09219. O composto 3d tem [M+Na]*
calculado para Ci3H12BrNNaO2, 315,99436, encontrado 315,99410. Assim,
confirmando a estrutura dessas moléculas. Na Figura 10 esta presente o
espectro de massas para a molécula 3d.

Figura 10. Espectro de massa do composto 3d
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4.2 PREPARACAO DOS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DES)
O método de sintese convencional das N-acilidrazonas geralmente ocorre

em meio polar prético (metanol ou etanol) sob catélise acida, sendo o acido
acético como catalisador mais comumente utilizado [42]. Pensando em
alternativas verdes e observando as aplicagbes de solventes ecologicamente

amigaveis, surge a ideia de utilizar alguns solventes eutéticos profundos como
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um solvente/catalisador que apresente caracteristicas acidas para sintese das
N-acilidrazonas.

O DES utilizado neste trabalho foi baseado em cloreto de colina (ChCl),
sal de amodnio quaternario aceptor de ligagdo de hidrogénio, como uma
alternativa de baixo custo e por ser biodegradavel [71]. O doador de ligagdo de
hidrogénio aplicado foi o acido acético (AA), por ser o mais utilizado para essas
sinteses, e foi empregado também o acido p-toluenossufénico (APTS) como uma
alternativa a mais para ser investigada. Na Tabela 2 sdo apresentados dados
necessarios para preparacao dos DES. Vale salientar que, se o DES de ChCI:AA
nao for preparado com excesso de acido acético, ndo ha formagéo do solvente

eutético profundo.
Tabela 2. Preparacao dos DES ChCI:AA e ChCI:APTS?

| _ H o\
N N
P 'H\O /\/g\ 'II o/\/ e\
4 }
0 e 0\,0 CI

Entrada ChCI (mmol) AA (mmol) APTS (mmol) T (°C) t (h)
1 10 20 - 60 1
2 20 - 20 80-100 2

aSintese realizada sob aquecimento convencional em banho de dleo.

A respeito da caracterizacdo dos DES, foi realizado infravermelho dos
componentes de formacado e do solvente eutético profundo a fim de se
observarem os deslocamentos das bandas antes da formagao do DES e depois,
para evidenciarmos a obtencdo dos DESs de ChCI:APTS e ChCI:AA.

Na Figura 11 é possivel ver as variagdes de deslocamentos do numero de
onda (cm-) para o estiramento OH do cloreto de colina em 3410 cm' e do acido
acético em 3101 cm™', no espectro do DES a banda de OH apareceu em 3251
cm-1, isso ocorreu devido as ligagdes de hidrogénio formadas. Além disso, a
banda larga de OH no espectro do DES é possivel por conta do excesso de acido
acético utilizado na preparagcao do DES (ChCI:AA) e das interagdes do tipo
ligagcdo de hidrogénio formadas. Em 1732 cm™' é a banda de carbonila do acido
presente no espectro do DES com leve deslocamento se comparada a banda

em 1728 cm™ no espectro do acido acético. Em 1234 cm™ é o valor do
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estiramento C-O (sp?) no espectro do DES, essa banda aparece em 1296 cm’
no espectro do acido acético. A banda de C-O (sp?) do cloreto de colina aparece
em 1083 cm™' no espectro do DES, no espectro do cloreto de colina apresenta-
se em 1087 cm™'. Essas variagbes do nimero de onda podem estar relacionadas

as ligacdes de hidrogénio formadas no Solvente Eutético Profundo [72].

Figura 11. Infravermelho do DES de ChCI:AA e dos seus componentes
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No que se refere aos espectros do DES de ChCI:APTS e seus

componentes, na Figura 12 é possivel observar as bandas de OH do cloreto de
colina e do APTS em 3402 cm™' e no espectro do DES essa banda apresenta-se
em 3421 cm', leve deslocamento causado pela ligagao de hidrogénio formada.
No espectro de APTS, as bandas entre 1651 cm™' a 1396 cm™! estéo relacionadas
aos estiramentos C=C do anel aromatico. Em 1188-1126 cm”’ sdo os
estiramentos de S=0, e em 686 cm™' é o estiramento S-O. A banda em 817 cm-

' é relacionada a para substituicdo presente no APTS. Algumas dessas bandas
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estao presentes no espectro do DES. Para o espectro do cloreto de colina, a
banda de flexdo assimétrica para o N*(CHz)3 aparece em 956 cm-'. Ja as bandas
de alongamento simétrico e assimétrico aparece em 3020 cm™' e 920-930 cm™",
respectivamente, sendo dificultada a identificagao por possiveis sobreposi¢cao de
bandas [73].

Figura 12. Infravermelho do DES de ChCI:APTS e dos seus componentes
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4.3 INVESTIGAGAO DE ALGUNS METODOS PARA A SINTESE DE N-
ACILIDRAZONA

Com todos os derivados caracterizados, iniciou-se uma investigacao a
respeito do melhor método reacional para sintese dos compostos N-
acilidrazbénicos. No primeiro momento, foram realizadas reacdes de
condensacao entre o derivado de isatina 3a (0,5 mmol) e a benzoidrazida 4a (0,6
mmol) em excesso, com uma equivaléncia de 1:1,2. Na Tabela 3, encontram-se

os valores de tempos e rendimentos reacionais.



Resultados e Discussao 48

Tabela 3. Condigdes reacionais para sintese da N-acilidrazona

o
0 NH,
©:[s: HN__O N-NH
O + /
N —_— @ES:O
N
3a
(0,5mmol) 4a 5a
(0,6mmol)

Entrada Método Solvente/Catalisador T (°C) Tempo Rendimento?
1 Ultrassom EtOH/AcOH 40-50 12h 73%
2 Micro-ondas EtOH/AcOH 60 50min 60%
3 Banho de éleo EtOH/AcOH 60 2h05min 66%
4 Banho de éleo EtOH/APTS 60 19h32min b
5 Banho de 6leo  DES(ChCI:APTS:H20) 115 13min 78%
6 Banho de éleo DES(ChCI:AcOH) 60 4min 97%

a Rendimento isolado;  Reagao apresentou formagao de alguns coprodutos.

Levando em consideragdo os dados apresentados na Tabela 4,
preliminarmente as reagdes foram realizadas variando o método de aquecimento
nas entradas 1, 2 e 3, em meio de etanol (3mL) como solvente e utilizando
quantidades cataliticas de acido acético (AcOH). As reagdes foram a consumo
completo com bons rendimentos e elevados tempos reacionais.

Porém, na entrada 4 que utiliza acido p-toluenossulfénico (APTS) como
catalisador, a reacao nao foi a consumo completo mesmo depois de quase 20h.
Além disso, foi observada via CCD a formagdo de alguns coprodutos,
impossibilitando a purificacdo para o calculo do rendimento. A explicagao para
este fato esta na possibilidade do meio muito acido, como é o caso do APTS com
pKa igual a -2,8, reagir com a dupla ligagdo da prenila formando produtos
indesejados [74].

Nas duas ultimas entradas, foram utilizados DESs variando os doadores
de ligagdo de hidrogénio, ambos acidos. Observando a entrada 5, o DES
utilizado apresenta-se diluido com 35% da sua massa em agua para melhoria da
sua viscosidade e consequentemente da sua manipulagao. A reacgao foi realizada
a 115°C devido a baixa solubilidade do material de partida em menores

temperaturas. Essa reagao, com as mesmas condicdes utilizadas na entrada 5,
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foi feita a 60°C e observou-se que ndo houve consumo completo, pois o material
de partida nao foi totalmente soluvel em temperaturas menores.

A entrada 6 apresenta a melhor metodologia, porque a reagao ocorreu em
4min com consumo total dos materiais de partida e rendimento isolado de 97%.
Esse foi o melhor solvente/catalisador, por ter demonstrado melhor solubilidade
dos materiais de partida e, além disso, esse solvente apresenta propriedades
acidas devido ao acido acético, sendo também um bom catalisador para esse
tipo de reagao que em sua maioria usa meio acido [42]. Por fim, a ultima entrada
foi a que apresentou um menor tempo reacional seguido de um bom rendimento,
sendo o melhor método testado nesse trabalho para ser aplicado na obtengao

dos outros produtos.

Figura 13. Atuacdo do DES de acido acético em proposta de mecanismo na formagao da N-

acilidrazona
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A atuacao do DES de acido acético como catalisador na sintese da N-
acilidrazona é relatada na Figura 13 como uma proposta do mecanismo. Na
primeira parte do mecanismo (etapa A), ocorre a ativagao da carbonila de cetona
pelo DES, deixando-a mais suscetivel ao ataque nucleofilico da amina primaria.
Na etapa B, que é a etapa lenta, a benzoidrazida ataca a carbonila gerando o
intermediario hemiaminal N-protonado na etapa C. Posteriormente, a etapa D
mostra a desprotonagao do intermediario pela base conjugada e na etapa E a
hidroxila & protonada, melhorando assim o grupo abandonador. Por ultimo, na
etapa F e G, acontece a desprotonagao do nitrogénio regenerando o DES e a

ligacdo azometina é formada logo apds a desidratagéo.

4.4 APLICACAO DO MELHOR METODO PARA SINTESE DAS N-
ACILIDRAZONAS 5b-5I

ApoOs a investigacao realizada de alguns métodos de obtengao para a
preparagao da N-acilidrazona sem substituicdo nos anéis aromaticos da isatina
e benzoidrazida (5a), o melhor protocolo foi reproduzido para sintese dos demais
produtos. As reacdes foram realizadas sob 60°C, a quantidade de DES de
ChCI:AcOH utilizada foi de 500 mg, pois foi uma quantidade necessaria para
solubilizar bem os reagentes.

De acordo com a Tabela 4, essas reacdes se processaram entre 4 a 17min
com rendimentos entre 82% a 97%. Comparando os tempos, as reagcdes com o
derivado bromado apresentaram maior tempo reacional, variando entre 12 a
17min. Por conta da preseng¢a do atomo de bromo, o derivado se torna mais
lipofilico e isso diminui um pouco a solubilidade desse derivado se comparado
com os outros, refletindo diretamente na reacao, pois se o material de partida
demora para solubilizar, e a reagdo também ocorre de maneira mais lenta.
Comparando as entradas 5-8 com o restante, € possivel perceber que com a
presenca do atomo de F na posicao orto da benzoidrazida as reacdes se
processaram mais rapidamente, levantando hipétese de que para essas reacoes
a benzoidrazida o-F é mais soluvel no solvente eutético profundo utilizado se
comparado com as outras benzoidrazidas (H e Cl). Foram obtidos excelentes
rendimentos, porque na etapa de isolamento foram lavados com agua destilada
e filtrado a vacuo, todos os produtos s&o insoluveis em agua, dificultando a perda

desses compostos na fase aquosa.
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Tabela 4. Tempos e rendimentos utilizando DES(ChCI:AcOH)

3a-d W
(0,25mmol) 4a-c 5a-l
(0,30mmol)

Entrada R1 R2 Produto Tempo(min) Rendimento(%)?
1 H H 5a 4 97
2 CHs H 5b 11 96
3 F H 5¢ 10 92
4 Br H 5d 15 82
5 H F 5e 3 90
6 CHs F 5f 9 90
7 F F 59 7 96
8 Br F 5h 12 94
9 H Cl 5i 5 91

10 CHs Cl 5j 10 96
11 F Cl 5k 14 97
12 Br Cl 51 17 88

a Rendimento isolado.

O produto 5a ja tem relato na literatura [16] sendo sintetizado de forma
convencional, em meio de etanol como solvente e acido acético como
catalisador, utilizando equivaléncia de 1:1 entre a isatina e a benzoidrazida.
Porém, essa reacao foi realizada em temperatura ambiente e o produto
purificado em coluna. Em comparacado, foi usado neste trabalho fonte de
aquecimento e um excesso de benzoidrazida para garantir consumo total da
isatina, evitando assim purificacdo por coluna e gasto excessivo de solventes
organicos volateis e toxicos. Além disso, foi utilizado um DES de acido acético ja
conhecido na literatura [72], que atuou como solvente/catalisador.

A respeito da caracterizagdo dos compostos 5a-h, acima mencionados, &
possivel observar na Figura 14 o espectro de IV para a molécula 5g, destacando

a banda de NH em 3190 cm', de imina (C=N) e das carbonilas de amida
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sobrepostas em 1701-1689 cm-'. Apresenta também uma banda em 1145-1107
cm™! referente ao estiramento das ligagdes C-F. Com isso, é possivel observar a
presencga dos principais grupos funcionais presentes no composto 5g, havendo
um indicativo de que a molécula foi obtida. Para os outros compostos

sintetizados, apresentaram bandas com os valores de numero de onda
semelhantes.

Figura 14. Espectro de IV da molécula 5g
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Sobre a caracterizagao das moléculas 5a-h em RMN unidimensional, na
Figura 15 esta o espectro de 'H realizado em cloroférmio deuterado (CDCl3) para
o composto 5g. No espectro, o sinal relativo ao CH da prenila esta em 5,17 ppm
como um triplo tripleto para um hidrogénio, pois acopla com o CH2 dando um J
= 6,8 Hz e acoplando com as metilas que apresenta deslocamento quimico entre
1,83 ppm a 1,74 ppm. As metilas apresentam-se como um singleto para trés
hidrogénios cada uma e o CH2 aparece como um dubleto para dois hidrogénios
em 4,37 ppm, pois também acopla com o CH. O sinal em 13,99 ppm pertence
ao hidrogénio amidico e encontra-se como dubleto devido a influéncia de
acoplamento dos atomos de fluor [76]. Por fim, na regido entre 8,21 ppm a 6,77
ppm estao os sinais relativos aos hidrogénios dos aromaticos, um total de sete
hidrogénios, sendo trés pertencentes a parte da isatina e quatro a benzoidrazida
substituida o-fluoro. Se houvesse mistura com material de partida, era possivel
observar sinal relativo ao NH2 da benzoidrazida. Para o restante das moléculas
(5a-h), segue o mesmo padrdo, porém com deslocamentos quimicos e
constantes de acoplamento diferentes.

Figura 15. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) para a molécula 5g
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Para o espectro de '3C da molécula 5g, a Figura 16 exp&e o espectro de
RMN realizado em cloroformio deuterado (CDCls). Os dois CHs estdo em 18,3
ppm e 25,8 ppm, e o CH2 esta em 38 ppm. As carbonilas aparecem em 161,8-
160,6 ppm e os carbonos ligados diretamente ao fluor estdo em 159,9 ppm e
158,7 ppm. Os sinais dos carbonos relativos a imina (C=N), carbonos de
aromaticos e os carbonos do alceno (prenila) estdo presentes na regido entre

139,2 ppm a 109,6 ppm. Para as outras moléculas, segue 0 mesmo raciocinio.
Figura 16. Espectro de RMN '3C-BB (CDCls, 125 MHz) para a molécula 5g
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Portanto, a molécula 5g encontra-se caracterizada, com

unidimensionais de 'H e '3C equivalentes a estrutura do composto.

20 10 0

os RMN

Indicando

assim, que a sintese foi bem-sucedida e a molécula foi obtida com sucesso.

Porém, para sabermos onde se encontra o restante dos sinais da prenila e o

sinal da imina para afirmar com certeza que essa é a molécula proposta, foi

realizado o bidimensional do composto 5g.

Na Figura 17 esta presente o HSQC (Heteronuclear Single Quantum

Coherence), mostrando as correlagdes entre os hidrogénios e carbonos a curta

distancia. Observando este espectro, pode-se aferir que o CH da prenila aparece

em aproximadamente 117 ppm.

Figura 17. Espectro bidimensional HSQC da molécula 59
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Diante do exposto, para atribuir inequivocamente o sinal do carbono da
imina e o carbono ndo hidrogenado do alceno, foi necessario o bidimensional
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) que mostra a correlagao entre
hidrogénio e carbono a longa distancia, de duas a quatro ligagdées. Na Figura 18
esta presente o espectro HMBC da molécula 5g. Neste espectro, pode-se
considerar que o CH da prenila acopla com os CH3 e o CH2. O CH:2 esta
acoplando com o carbono do CH em 117,11 ppm, com a carbonila de amida da
isatina que é vizinha em 160,75 ppm e acopla com um carbono em 138,42 ppm,

que é o carbono sem hidrogénio do alceno.

Figura 18. Espectro bidimensional HMBC da molécula 5g
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Em vista disso, falta atribuir o carbono da imina. Na estrutura da molécula
5g o hidrogénio do NH esta a trés ligagbes do carbono da imina, podendo sim
acoplar com este carbono. Na Figura 19 esta o espetro do HMBC com o zoom
em outra posigcao podendo ver este acoplamento mencionado. O hidrogénio do
NH acopla com o carbono da imina em 137,41 ppm.

Figura 19. Espectro bidimensional HMBC da molécula 5g mostrando o acoplamento do NH
com o carbono da imina (C=N)
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Considerando os dados apresentados, a molécula 5g esta plenamente
caracterizada, com todas as atribuicbes de cada sinal do hidrogénio e carbono.
Esta caracterizacao foi levada adiante para as outras moléculas, variando um
pouco dos deslocamentos quimicos e acoplamentos, pois apresentam outros
substituintes, mas sempre com a mesma ideia do exposto acima.

Para as moléculas 5i-l, com substituicdo o-Cl na benzoidrazida, foi
presenciado algo curioso. Inicialmente, achavamos que era impureza ou
resquicios de materiais de partida. Porém, se houvesse sobrado materiais de
partida, a quantidade de sinais de hidrogénio na regido do aromatico teria que
ser maior, mas nao foi constatado este aumento.

Na Figura 20, estda o espectro de 'H para a molécula 5i, os sinais da
prenila equivalem ao que ja foi exposto neste trabalho. Aparecem os oito
hidrogénios dos aromaticos, quatro sdo da parte da isatina e os outros quatros
faz parte da benzoidrazida o-Cl. No entanto, aparece um pequeno sinal proximo
ao NH da amida em 12,94 ppm que quando integrado, ndo chega a dar um
hidrogénio.

Figura 20. Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) para a molécula 5i
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Entdo, pensando na estrutura desta molécula e nas possibilidades de

rotdmeros, surge hipotese de que ocorreu a rotagao da ligagdo de amida (CO-
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NH) apresentando conformacéo sin/antiperiplanar (Figura 21). As NAH derivadas
da isatina tém configuragéo Z, porque o hidrogénio amidico (NH) realiza ligagao
de hidrogénio com o oxigénio carbonilico da porgdo da isatina, sendo a
configuracdo mais estavel para essas estruturas [39]. Porém, devido a presenca
dos conférmeros sin/antiperiplanar, houve a duplicagao do sinal do NH. Outro
fato observado na Figura 20, foi que apareceu sinais desdobrados de hidrogénio

do aromatico com baixa integragao, indicando a presencga desses conférmeros.

Figura 21. Representacao dos conférmeros sin/antiperiplanar para molécula 5i
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No espectro de '3C da molécula 5i (Figura 22), aparecem alguns sinais
menores bem proximo ao CH dos aromaticos, podendo sim esta relacionado aos

rotameros discutido acima.
Figura 22. Espectro de RMN 3C-APT (CDCls, 125 MHz) para a molécula 5i

—77.16CDCI3

—37.86
—5.77
18

T T
130 125 120

T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 fnnm)



Resultados e Discussao 59

Esses RMN foram realizados em CDCIs, mudando o solvente deuterado
para DMSO-d6 (Figura 23), o mesmo comportamento foi observado. Porém, ha
uma pequena diferenca nos deslocamentos quimicos, no RMN de 'H em CDCl3
o sinal relativo ao hidrogénio ligado ao nitrogénio (NH) aparece em 13,58 e 12,94
ppm, ja em DMSO-d6, aparece em 13,34 e 12,92 ppm. Para o espectro de 3C
em CDClIs, o sinal do carbono carbonilico da por¢do da benzoidrazida aparece
em 164,1 ppm, em DMSO-d6 aparece em 162,6 ppm, essa diferenca esta
relacionada a mudanga de polaridade dos solventes deuterados.

Além disso, a proporgéo entre os sinais do hidrogénio amidico (NH) no
espectro de 'H realizado em CDCIs é de 3,62 (0,76/0,21), ja em DMSO-d6 é de
1,85 (0,63/0,34), ou seja, ndo apresenta a mesma razao entre o par de sinais
duplicado [77], corroborando com a hipotese sugerida. Apresentaram
caracteristicas semelhantes todas as moléculas que tém o cloro na posicéo orto
da parte da benzoidrazida.

Figura 23. Espectro de RMN '"H (DMSO-d6, 600 MHz) e '3C (DMSO-d6, 150 MHz) para a

molécula 5i
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4.5 COMPOSTOS 5b, 5e-5g, E AFORMACAO DE GEIS
Ao realizar a sintese das moléculas 5b, 5e, 5f e 5g, em micro-ondas com

EtOH/AcOH, foi observado uma caracteristica distinta das outras moléculas no
fim da reacdo. Ao resfriar em temperatura ambiente do meio reacional, os
compostos absorveram o solvente e o aprisionaram. Este fato foi registrado e
pode ser observado na Figura 24. Apds a filtragdo, o composto ficou com um
aspecto aveludado, semelhante a uma |a de algodao. Essa caracteristica nao foi
possivel ser observada para as outras moléculas, pois onde ha o Cl na posi¢cao
orto da benzoidrazida apresentou formacao de conférmeros sin/antiperiplanar, a
auséncia do atomo de F na posicao orto da benzoidrazida diminui a possibilidade
de interagdes necessarias para os compostos apresentarem essa caracteristica,
porém se ha uma maior quantidade de carbono que podem realizar interagcbes

nao covalentes, essa auséncia é suprida.

Figura 24. Tubo de micro-ondas com o meio reacional e imagem ap0és a filtragao
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Fonte: autoria prépria

Dado o exposto acima, apos a observagao de caracteristicas semelhantes
a moléculas sintetizadas no Laboratério de Sintese Orgéanica Medicinal (LASOM)
por outro colaborador, foi proposto que essas moléculas sintetizadas possuiam
propriedades de formadores de géis de baixo peso molecular. Esses formadores
de geéis podem imobilizar solventes organicos por meio da automontagem
molecular, criando uma rede tridimensional. Esses processos de automontagem
sao conduzidos por interagcdes intermoleculares ndo covalentes especificas,
como eletrostaticas, dipolo-dipolo, van der Waals, empilhamento 1T-1T ou ligagéo
de hidrogénio [78]. Neste caso especifico, foi proposto que ocorra interagdes do
tipo ligagdo de hidrogénio, e isso pode explicar o fato observado no final da
reacao para essas moléculas.

Aprofundando-se mais um pouco sobre esta classe de formadores de
géis, foram realizados testes de solubilidades a temperatura ambiente em
diferentes solventes com o intuito de conhecer mais sobre as propriedades das
moléculas 5b, 5e, 5f e 5g. Na Tabela 5 estdo descritos os solventes utilizados

nos testes.
Tabela 5. Teste de solubilidade em diferentes solventes

Solventes 5b 5e 5f 5¢g

Hexano I | I I

Heptano I I I I
Tolueno S S P S
Dioxano S S S S

Eter etilico I S I I
Diclorometano S S S S
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Tetraidrofurano S S S S
Dimetilformamida S S S S
Acetonitrila S S P S
Dimetilsulfoxido S S S S
Etanol S P S P
Metanol P S P S
Isopropanol P P P G (2,26%)
Etilenoglicol G (0,84%) G (1,26%) G (1,47%) G (0,38%)
Glicerol GP (>3%) GP (>3%) GP (>3%) GP (>3%)
Agua | | | |

S: soluvel; P: precipitado; I: insoluvel; G: gel; GP: gel parcial.

ApoOs este teste inicial de solubilidade a temperatura ambiente, foram
selecionados métodos classicos para observar se realmente as moléculas
apresentam a capacidade de aprisionar solventes organicos, formando
organogéis. O primeiro teste realizado em relagao aos métodos classicos, foi o
de aquecimento-resfriamento. Inicialmente, foi realizado mistura de 10 mg do
composto isolado com 500 mg do solvente, resultando em uma concentracéo
final de 2% m/m em solventes que foi observado baixa solubilidade ou nenhuma
solubilidade nos testes de solubilidade a temperatura ambiente, seguindo
metodologia de SUN et al. (2019) [79]. Apds vedacao dos frascos, todos foram
aquecidos até ser notado uma certa ebulicdo dos solventes em questdo. Logo
em seguida, esperou-se por algum instante o resfriamento em temperatura
ambiente. Naqueles frascos onde a solugado ndo apresentou nenhuma formacéao
de precipitado, foi marcado na tabela com S, ou seja, houve solubilidade apds o
aquecimento. Nos frascos onde foi observado formacgao de cristais, foi marcado
com P, indicando que houve uma precipitacdo. Nos frascos onde houve o
aprisionamento do solvente e ao colocar ele voltado para baixo, nada cai, eles
foram classificados com G de gel, ou seja, a molécula é um formador de gel
naquele solvente organico testado em questdo. E, nos frascos onde
apresentaram um parcial aprisionamento de solvente, mas ao virar o frasco a
mistura cai, foi classificado como gel parcial (GP), indicando que aquela

concentragao nao foi suficiente para formar um gel total.
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Ao verificar a solubilidade das moléculas nesses diferentes solventes,
podde ser constatado que com o aumento da polaridade a solubilidade dos
compostos foram diminuindo, sendo insoluveis em contato com a agua e ficando
na forma de precipitado, porém ao entrarem em contato com o etilenoglicol as
moléculas se demonstraram insoluveis, ndo apresentando-se na forma de
precipitado, mas de estruturas automontadas aprisionando esse solvente que
favoreceu as interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio entre as moléculas [80].

Como esse teste foi realizado em uma concentragao relativamente alta,
para encontramos a Concentragdo Minima de Gelificacdo (Minimum Gelation
Concentration - MGC) as solug¢des precisavam ser diluidas nos solventes onde
foram observados essa propriedade, até encontrar a minima concentracdo na
qual os formadores ainda apresentam a propriedade de gel, procedimento
adaptado de SUN et al. (2019) [79]. Os valores estao entre parénteses na Tabela
6, com porcentagem em massa como unidade.

Considerando os valores de MGC observados, a molécula que
apresentou o menor valor e a propriedade de aprisionar mais solventes foi o
composto 5g. Essa molécula apresenta dois atomos de fluor em partes
diferentes da sua estrutura (Figura 25). Essa caracteristica se demonstrou
essencial no processo de automontagem, devido aos atomos de flior poderem
formar interagdes do tipo ligacdo de halogénio [81], além das interacdes do tipo
ligacdes de hidrogénio. Em comparagao, a molécula que ndo apresenta fluor em
sua estrutura (5b), apresentou uma MGC maior, havendo possibilidade apenas
de interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio.

Figura 25. Estrutura da molécula 5b e 5g
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Estes resultados preliminares abrem novas perspectivas frente a
aplicagdes para os presentes compostos e possibilidade de planejamento de

novas NAH formadoras de géis.
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4.6 ATIVIDADE ANTICANCER
Foram realizados estudos, em colaboracdo com a Profa. Dra. Gardenia

Carmen Gadelha Militdo e mestrando Yuri Virgilio dos Santos no Laboratério de
Proliferacao Celular e Cancer da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
para avaliar a citotoxicidade dos compostos 5a, 5b, 5c, 5e, 5f, 59, 5i, 5j € 5k em
trés linhagens de célula tumoral. As linhagens tumorais utilizadas foram K562
(leucemia mieldide crénica), NCI-H1299 (carcinoma de pulm&o de ndo pequenas
células) e o HCT116 (cancer colon humano), com o intuito de determinar o
potencial antitumoral dos compostos.

As amostras foram testadas na concentracao de 25 ug/mL e a Cisplatina
foi utilizada como controle positivo na concentragdo de 5 pg/mL. Uma escala de
intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas.
Amostras sem atividade, com pouca atividade (inibigdo de crescimento celular
variando de 1 a 50%), com atividade moderada (inibicdo de crescimento celular
variando de 50 a 75%) e com muita atividade (inibicdo de crescimento variando
de 75 a 100%). Os dados seguem na Tabela 6.

Tabela 6. Porcentagem de inibigao do crescimento celular (%) e desvio padrdo da média (DP)
dos compostos em linhagens tumorais

K562 NCI-H1299 HCT116
Compostos %inibigao DP %inibicao DP %inibicao DP
5a 32,66 12,8 10,38 53 38,09 13,6
5b 12,18 6,1 20,49 9,4 27,04 11,3
5c 27,20 0,4 37,49 1,03 39,59 2,4
5e 58,54 14,08 35,62 13,4 54,45 15,4
5f 7,7 4,1 4,87 2,6 28,57 11,7
5g 11,82 6,2 41,50 14,01 5,14 29
5i 54,44 14,4 17,44 8,3 25,26 11,06
5j 33,73 13,1 0 0 19,36 9,04
5k 62,10 14,75 0,62 0,3 66,23 12,9
Cisplatina 94,21 3,1 89,06 5,6 90,25 53

Entre as moléculas analisadas, as que tiveram maior porcentagem de
inibicdo de crescimento celular foram os compostos 5e, 5i e 5k frente a linhagem

K562, destacando a molécula 5k com porcentagem de 62,10%. Para a linhagem
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NCI-H1299, nenhum composto apresentou resultados promissores. Na linhagem
HCT116, as moléculas 5e e 5k demonstraram maior porcentagem de inibi¢ao,
com destaque para o composto 5k com 66,23%, sendo o maior valor de inibigao
apresentado na Tabela 6. Do ponto de vista estrutural, a molécula que se
apresentou mais ativa foi a 5k, exibindo o maior valor de inibicdo para duas
linhagens diferentes (K562 e HCT116). A presenga dos atomos de fluor e cloro
em partes diferentes da estrutura mostraram uma relativa eficiéncia no combate
a linhagens cancerigenas, introduzindo a importancia dos atomos de halogénio
em estruturas com potencial atividade biolégica, podendo apresentar capacidade

de estabilidade metabdlica e quimica [82].



CAPITULO 5: CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
5.1 CONCLUSOES

Podemos concluir a partir deste trabalho de dissertacido que doze derivados
N-Acilidrazénicos da isatina, sendo 11 inéditos, foram sintetizados com tempos
reacionais entre 3 a 17 minutos e rendimentos entre 82% a 97% utilizando o
solvente eutético profundo de ChCLAA (1:2) como meio reacional, uma
metodologia verde. Todos foram caracterizados por ponto de fusdo, IV, RMN de
H e 3C, RMN bidimensionais HSQC e HMBC, e massas de alta resolugio.

Foram sintetizados também quatro derivados de isatina N-prenilada em
temperatura ambiente, com tempos entre 3 a 5 horas e rendimentos entre 79%
a 94%, caracterizados por ponto de fuséo, IV, RMN de 'H e '3C, sendo dois
inéditos (3c-F e 3d-Br) caracterizados por massas de alta resolugao.

Para os compostos 5i-l, onde apresentam o Cl na posicéo orto da porgao da
benzoidrazida, ocorreu a formacao de conformacgdes sin/antiperiplanar. Para
explicagdo deste fato, os espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio em diferentes solventes deuterados (CDCI3 e DMSO-d6) mostraram
a diferenga na proporg¢ao entre os sinais do hidrogénio amidico (NH), sendo uma
caracteristica prevalente para identificacao dos rotameros.

Os compostos 5b, 5e, 5f e 5g apresentaram caracteristicas de formadores
de géis na presencga de isopropanol, etilenoglicol e glicerol. Isso pode ter ocorrido
pelo fato de que esses solventes maximizaram as interagdes do tipo ligagao de
hidrogénio e halogénio, podendo assim, essas moléculas formarem redes
fibrilares que aprisionam esses solventes.

Os compostos sintetizados foram avaliados frente a atividade em linhagens
de cancer K562 (leucemia mieldide cronica), NCI-H1299 (carcinoma de pulméo
de nao pequenas células) e HCT116 (cancer célon humano). Foi observado que
o derivado 5k foi o que apresentou maior percentual de inibicado do crescimento,
sendo de 62,10% para a linhagem K562 e 66,23% para HCT116. A presenga dos
atomos de F e Cl na estrutura pode ter sido essencial para apresentar maior
porcentagem de inibicdo se comparado com as outras moléculas.

Portanto, esperamos ter avancado no desenvolvimento de métodos mais
eficientes e verde, utilizando o solvente eutético profundo como
solvente/catalisador para obtencido de novos compostos N-acilidrazdnicos
derivados de isatina N-prenilada.
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5.2 PERSPECTIVAS
Como perspectiva deste trabalho de dissertagao, podemos inferir que:

v' E necessaria uma investigacdo mais profunda com relacéo a propriedade
de gel observada em alguns compostos (5b, 5e, 5f e 5g), podendo se
estender aos demais;

v" Uma investigagao da reutilizagao do solvente eutético profundo de cloreto
de colina:acido acético (1:2) € necessaria, estudos séo indispensaveis
para um melhor método de recuperacdo desse solvente na etapa de
extracao;

v' Trabalhos recentes [16,18,20] indicam que os compostos possuem
potencial atividade frente a urease, dor e anticonvulsivante, assim, faz-se
relevante uma investigacao junto de colaboradores para realizagdo de

testes em relagao aos alvos citados.
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6 SECAO EXPERIMENTAL
6.1 TECNICAS E EQUIPAMENTOS

Todos os reagentes s&o comerciais e foram adquiridos na Sigma-Aldrich.
Os solventes foram adquiridos da Tedia, Quimiz e da Vetec. Em alguns casos,
foram utilizadas peneiras moleculares para secagem de alguns solventes.

As reacgbes foram acompanhadas pela técnica de cromatografia de
camada delgada analitica (CCDA), sendo utilizado Gel de Silica 60 suportados
em cromatofolhas de aluminio da marca Macherey Nagel, contendo indicador de
fluorescéncia a 254 nm, e misturas binarias de acetato de etila/lhexano em
propor¢des variadas foram usadas como fase movel, sendo irradiadas em
camara de ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm.

O ultrassom utilizado é portatil da marca Hielscher modelo UP200Ht
(200W, 26kHz). O reator de micro-ondas é da marca Discover-System
Benchmate modelo CEM (300W, 2450MHz) com temperatura monitorada por
sensor infravermelho. Os espectros de Infravermelho (V) foram registrados em
um espectrofotdbmetro Shimadzu IRPrestige-21, em pastilhas de KBr, todos
respectivos aparelhos estdo disponiveis no Laboratorio de Sintese Organica
Medicinal (LASOM) da Universidade Federal da Paraiba. Os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram registrados em um Varian Mercury
500 operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para '3C e em um Bruker AVANCE
NEO operando a 500 MHz para 'H e 125 para '®C usando TMS como padrio
interno, disponiveis no Laboratério Multiusuario de Caracterizagao Analitica
(LMCA) da Universidade Federal da Paraiba. Os pontos de fusdo foram
determinados em um aparelho PFM-II da MS Tecnopon. Os espectros de RMN
bidimensionais foram registrados em UltraShield Bruker 11.72 T - 500 MHZ,
sonda Banda-larga de dupla ressonancia (BBI), no Laboratério de Ressonéancia
Magnética Nuclear (LabRMN-UFG). Os espectros de massas de alta resolugao
(HRMS) foram realizados em um espectrémetro de massas Thermo Scientific Q
Exactive Hybrid Quadrupolo-Orbitrap. Os espectros de massas foram adquiridos
e processados usando um software Xcalibur (Thermo Scientific) em colaboragao
com o Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LaCEM-UFG),

coordenado pelo Dr. Boniek Gontijo Vaz.
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6.2 PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESE DOS DERIVADOS DE ISATINA
N-PRENILADA

Na preparacgao da isatina N-alquilada, foram adicionados em um balado de
50 mL 1 mmol de isatina, 5-Fluoro-isatina, 5-Metil-isatina ou 5-Bromo-isatina, 3
mL de DMF seco e colocado sob agitagdo magnética em temperatura ambiente.
Em seguida, foi pesado em um béquer 1,2 mmol de K2COs3 o qual foi adicionado
ao meio reacional. Apds alguns minutos para dissolver e reagir o carbonato de
potassio, foi adicionado 1,2 mmol do agente alquilante (brometo de prenila). Ao
ser constatado o final da reacao através da CCD, o meio reacional foi vertido em
gelo, o produto foi precipitado, filtrado a vacuo e lavado com agua destilada

gelada.

6.3 CARACTERIZACAO DAS ISATINAS N-PRENILADAS 3a-3d
Molécula 1-(3-metilbut-2-en-1-il)indolina-2,3-diona (3a)

L

N
j\

Aspecto fisico: solido laranja

Rendimento: 79%

Ponto de Fuséao: 76-79°C, Literatura 128-129°C
IV (cm™): 1739(C=0), 1732(C=0), 1612(C=C), 1469(C=C).
RMN 'H (400 MHz, CDClz): 7,57 — 7,53 (m, 2H, H-Ar), 7,09 (t, J = 7,5 Hz, 1H,
H-Ar), 6,83 (d, J=7,8 Hz, 1H, H-Ar), 5,17 (t, J= 6,8 Hz, 1H, CH), 4,31 (d, J=6,8
Hz, 2H, CH2), 1,82 (s, 3H, CHs), 1,73 (s, 3H, CH3).
RMN "3C (125 MHz, CDCIs): & 183,9 (C=0), 157,9 (C=0), 151,1 (C-Ar), 138,4
(CH-Ar), 138,3 (C-AL), 125,4 (CH-Ar), 123,7 (CH-Ar), 117,8 (C-Ar), 117,1 (CH),
110,8 (CH-Ar), 38,3 (CHz), 25,8 (CHs), 18,3 (CHs3).

Molécula 5-metil-1-(3-metilbut-2-en-1-il)indolina-2,3-diona (3b)

-
5.

Aspecto fisico: sélido laranja
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Rendimento: 91%

Ponto de Fusédo: 113-116°C

IV (cm™): 1751(C=0), 1724(C=0), 1620(C=C), 1485(C=C).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3): 5 7,38 — 7,33 (m, 2H, H-Ar), 6,72 (d, J = 7,9 Hz, 1H,
H-Ar), 5,15 (tq, J = 6,8, 1,4 Hz, 1H, CH), 4,29 (d, J = 6,8 Hz, 2H, CH2), 2,31 (s,
3H, CHs), 1,81 (s, 3H, CHs), 1,72 (s, 3H, CHa).

RMN "3C (100 MHz, CDCI3): & 184,1 (C=0), 158,0 (C=0), 148,9 (C-Ar), 138,7
(CH-Ar), 138,2 (C-AL), 133,5 (C-CHs3), 125,7 (CH-Ar), 117,8 (C-Ar), 117,2 (CH),
110,6 (CH-Ar), 38,3 (CHz), 25,8 (CHs), 20,8 (CHs), 18,3 (CH3).

Molécula 5-fluoro-1-(3-metilbut-2-en-1-il)indolina-2,3-diona (3c¢)

ok
S

Aspecto fisico: solido laranja
Rendimento: 90%
Ponto de Fuséao: 110-112°C
IV (cm™): 1747(C=0), 1720(C=0), 1620(C=C), 1489(C=C), 1165(C-F).
RMN 'H (400 MHz, CDCl3): & 7,31 — 7,27 (m, 2H, H-Ar), 6,83 — 6,80 (m, 1H, H-
Ar), 5,16 (tt, J = 6,7, 1,5 Hz, 1H, CH), 4,34 (d, J = 6,7 Hz, 2H, CH2), 1,84 (s, 3H,
CHs), 1,76 (s, 3H, CHa).
RMN '3C (100 MHz, CDCIs3): & 183,3 (C=0), 160,6 (C=0), 158,2 (C-F), 157,7 (C-
F), 147,1 (C-Ar), 138,7 (C-AL), 124,8 (CH-Ar), 124,5 (CH-Ar), 118,4 (C-Ar), 118,3
(C-Ar), 116,8 (CH), 112,6 (CH-Ar), 12,3 (CH-Ar), 112,0 (CH-Ar), 111,9 (CH-Ar),
38,4 (CHz), 25,8 (CHs), 18,3 (CHa).
ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para Ci3sH12FNNaO2, 256,07443,
encontrado, 256,07401; [M+H]* calculado para C13H13FNO2, 234,09248,
encontrado, 234,09219.

Molécula 5-bromo-1-(3-metilbut-2-en-1-il)indolina-2,3-diona (3d)

o]

ok
S
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Aspecto fisico: solido roxo

Rendimento: 94%

Ponto de Fuséo: 105-107°C

IV (cm™): 1735(C=0), 1600(C=C), 1469(C=C), 709(C-Br).

RMN "H (400 MHz, CDCI3): 8 7,67 — 7,65 (m, 2H, H-Ar), 6,75 (d, J = 8,9 Hz, 1H,
H-Ar), 5,14 (tt, J = 6,7, 1,5 Hz, 1H, CH), 4,31 (d, J = 6,8 Hz, 2H, CH2), 1,81 (s,
3H, CHs), 1,74 (s, 3H, CHa).

RMN 13C (100 MHz, CDCI3): & 182,7(C=0), 157,2(C=0), 149,8 (C-Ar), 140,6
(CH-Ar), 138,9 (C-AL), 128,1 (CH-Ar), 118,9 (C-Br), 116,6 (CH), 116,6 (C-Ar),
112,5 (CH-Ar), 38,4 (CHz), 25,8 (CHs), 18,4 (CH3).

ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para C13H12BrNNaO2, 315,99436,
encontrado, 315,99410.

6.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA PREPARACAO DOS DESs DE ChCI:APTS
E ChCI:AA

Na preparacdo do DES de ChCI:APTS, em um balédo de 50 mL, foi pesado
20 mmol de cloreto de colina e 20 mmol de acido p-toluenossulfénico (APTS),
ambos previamente secos. O balao foi levado ao banho de 6leo com temperatura
entre 80°C a 100°C por 2 horas e apds observacao de aspecto homogéneo, o
aquecimento foi suspenso para deixar chegar a temperatura ambiente. Um
liquido transparente viscoso foi obtido. Durante o manuseio do DES de
ChCI:APTS, foi observado uma certa dificuldade em relacéo a sua viscosidade,
relatado na literatura [73] com valor de 309 mPa.s a 35°C com 8,13% da sua
massa em agua, entdo para ajustar esse problema o DES foi diluido em 15, 35
e 50% da sua massa em agua. A melhor diluicdo para essa sintese foi a de 35%,
onde foi também observado uma melhora na solubilidade dos materiais de
partida, além de solucionar o problema com o manuseio.

Na preparacédo do DES de ChCI:AA, em um baldo de 50 mL, foi pesado
10 mmol de cloreto de colina previamente seco e adicionado logo em seguida 20
mmol de acido acético (AA). O balado foi levado ao banho de 6leo a 60°C por 1
hora e apds observagao de aspecto homogéneo, o aquecimento foi suspenso
para deixar chegar a temperatura ambiente. Um liquido transparente foi obtido.
Sua viscosidade relatada [52] é de 35,4 mPa.s a 35°C, ou seja, menos Viscoso
do que o DES de ChCI:APTS.
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6.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESE DAS N-ACILIDRAZONAS
Para realizacdo da reagdo em ultrassom, ou em banho de 6leo, foi

utilizado um baldo de 50 mL e em micro-ondas foi utilizado tubo de quartzo
especifico para reator de micro-ondas, foi pesado 0,5 mmol da isatina N-
prenilada (3a) e 0,6 mmol de benzoidrazida (4a), em seguida foi adicionado 3 mL
de etanol e uma quantidade catalitica de acido acético ou APTS, por fim foi
levado aos respectivos sistemas para reagir.

Utilizando o DES de acido acético ou APTS, em um baldo de 50 mL foi
pesado 500 mg do DES e 0,5 mmol da isatina N-prenilada (3a), foi levado ao
banho de 6leo a 60°C e apds a solubilizacdo foi adicionado 0,6 mmol de
benzoidrazida (4a).

Para o isolamento dos produtos, foram lavados com agua destilada
gelada e secos utilizando o sistema de filtragao a vacuo, em alguns casos, foram
realizadas extragao liquido-liquido utilizando acetato de etila ou diclorometano

como fase organica e apods a extragao os produtos ficavam na forma de salido.

6.6 CARACTERIZACAO DAS N-ACILIDRAZONAS 5a-5I
Molécula (Z)-N'-(1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-ilideno)benzoidrazida

Aspecto fisico: solido amarelo

Rendimento: 97%

Ponto de Fusédo: 147-149°C, Literatura 128-129°C

IV (cm™): 3178(N-H), 1697(C=N), 1681(C=0), 1616(C=C), 1469(C=C).

RMN "H (500 MHz, CDCl3): 5 14,08 (s, 1H, NH), 8,04 — 7,98 (m, 2H, H-Ar), 7,85
(d, J =7 Hz, 1H, H-Ar), 7,62 — 7,48 (m, 3H, H-Ar), 7,36 (td, J = 7,8, 1,4 Hz, 1H,
H-Ar), 7,13 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-Ar), 6,85 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-Ar), 5,20 (it, J =
6,9, 1,4 Hz, 1H, CH), 4,37 (d, J = 6,9 Hz, 2H, CH2), 1,85 (s, 3H, CH3), 1,74 (s,
3H, CHs).
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RMN "3C (125 MHz, CDClz): 5 161,5 (C=0), 142,9 (C-Ar), 138,0 (C-AL), 132,9
(CH-Ar), 132,3 (C-Ar), 131,5 (CH-Ar), 129,0 (CH-Ar), 128,0 (CH-Ar), 123,6 (CH-
Ar), 1221 (CH-Ar), 119,9 (C-Ar), 117,4 (CH), 109,8 (CH-Ar), 37,9 (CH2), 25,8
(CHs), 18,3 (CHa).
Molécula (Z)-N'-(5-metil-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-
ilideno)benzoidrazida (5b)
L)

N-NH
/
Cr=
N
-

Aspecto fisico: solido amarelo
Rendimento: 96%
Ponto de Fuséao: 136-137°C
IV (cm™): 3174(N-H), 1697(C=N), 1678(C=0), 1624(C=C), 1489(C=C).
RMN 'H (400 MHz, CDCl3): & 14,05 (s, 1H, NH), 8,00 (d, J = 7,5 Hz, 2H, H-Ar),
7,68 (s, 1H, H-Ar), 7,61 — 7,46 (m, 3H, H-Ar), 7,15 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-Ar), 6,73
(d, J=7,9 Hz, 1H, H-Ar), 5,19 (t, J = 6,8 Hz, 1H, CH), 4,34 (d, J = 6,8 Hz, 2H,
CHz), 2,34 (s, 3H, CHs), 1,83 (s, 3H, CH3), 1,73 (s, 3H, CH3).
RMN 13C (100 MHz, CDCls): 5 161,5 (C=0), 140,7 (C-Ar), 137,8 (C-AL), 133,3
(C-CHs), 132,8 (CH-Ar), 132,3 (C-Ar), 131,9 (CH-Ar), 129,0 (CH-Ar), 127,9 (CH-
Ar), 122,7 (CH-Ar), 119,9 (C-Ar), 117,5 (CH), 109,5 (CH-Ar), 37,9 (CH2), 25,7
(CHs), 21,1 (CHs), 18,3 (CHsa).
ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para C21H21N3sNaO2, 370,15260,
encontrado, 370,15237; [M+H]* calculado para C21H22N302, 348,17065,
encontrado, 348,17050.

Molécula (Z)-N'-(5-fluoro-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-

ilideno)benzoidrazida (5¢)
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Aspecto fisico: solido amarelo
Rendimento: 92%
Ponto de Fusédo: 169-172°C
IV (cm™): 3186(N-H), 1705(C=N), 1678(C=0), 1620(C=C), 1481(C=C), 1153(C-
F).
RMN 'H (400 MHz, CDCl3): d 14,05 (s, 1H, NH), 8,00 (d, J = 7,3 Hz, 2H, H-Ar),
7,64 — 7,47 (m, 4H, H-Ar), 7,06 (id, J = 8,7, 2,6 Hz, 1H, H-Ar), 6,78 (dd, J = 8,6,
4,0 Hz, 1H, H-Ar), 5,19 (t, 1H, CH), 4,37 (d, J = 6,8 Hz, 2H, CH2), 1,84 (s, 3H,
CHs), 1,75 (s, 3H, CHs3).
RMN *3C (100 MHz, CDCl3): & 161,5 (C=0), 160,9 (C=0), 158,5 (C-F), 138,9 (C-
Ar), 138,3 (C-AL), 133,0 (CH-Ar), 132,0 (C-Ar), 129,1 (CH-Ar), 128,0 (CH-Ar),
121,3 (C-Ar), 121,2 (C-Ar), 118,0 (CH-Ar), 117,7 (CH-Ar), 117,1 (CH), 110,7 (CH-
Ar), 10,6 (CH-Ar), 109,7 (CH-Ar), 109,5 (CH-Ar), 38,0 (CH2), 25,8 (CHs), 18,3
(CHa).
ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para C20H1sFN3NaO2, 374,12753,
encontrado, 374,12723; [M+H]" calculado para C20H19FN3O2, 352,14558,
encontrado, 352,14532.
Molécula (Z)-N'-(5-bromo-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-
ilideno)benzoidrazida (5d)
Y

N-NH
Br. /
(0]
N
g\)\

Aspecto fisico: sélido amarelo
Rendimento: 82%
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Ponto de Fus&o: 208-211°C
IV (cm™): 3259(N-H), 1701(C=N), 1681(C=0), 1608(C=C), 1473(C=C), 702(C-
Br).
RMN 'H (500 MHz, CDCls): 13,99 (s, 1H, NH), 8,04 — 7,96 (m, 3H, H-Ar), 7,64 —
7,57 (m, 1H, H-Ar), 7,56 — 7,49 (m, 2H, H-Ar), 7,47 (dd, J = 8,3, 2,1 Hz, 1H, H-
Ar), 6,74 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-Ar), 5,17 (tt, J=6,9, 1,4 Hz, 1H, CH), 4,37 (d, J =
6,9 Hz, 2H, CH2), 1,84 (s, 3H, CH3), 1,75 (s, 3H, CH3).
RMN '3C (125 MHz, CDCls): 161,1 (C=0), 141,6 (C-Ar), 138,5 (C-AL), 133,9 (CH-
Ar), 133,1 (CH-Ar), 132,0 (C-Ar), 129,1 (CH-Ar), 128,0 (CH-Ar), 125,0 (CH-Ar),
121,7 (C-Ar), 17,0 (CH), 116,5 (C-Br), 111,3 (CH-Ar), 38,0 (CH2), 25,8 (CH?3),
18,4 (CHs).

Molécula (Z)-2-fluoro-N'-(1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-

ilideno)benzoidrazida (5e)

Aspecto fisico: sélido amarelo
Rendimento: 90%
Ponto de Fusao: 136-137°C

IV (cm™): 3194(N-H), 1705(C=N), 1678(C=0), 1612(C=C), 1469(C=C), 1141(C-
F).

RMN *H (400 MHz, CDCla): & 14,00 (d, J = 10,6 Hz, 1H, NH), 8,21 (t, J = 6,7 Hz,
1H, H-Ar), 7,86 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-Ar), 7,61 — 7,51 (m, 1H, H-Ar), 7,34 (dt, J =
15,9, 7,6 Hz, 2H, H-Ar), 7,25 — 7,08 (m, 2H, H-Ar), 6,84 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-Ar),
5,19 (t, J = 6,7 Hz, 1H, CH), 4,37 (d, J = 6,7 Hz, 2H, CH2), 1,84 (s, 3H, CH3), 1,73
(s, 3H, CHa).

RMN 13C (100 MHz, CDCls): 3 162,0 (C=0), 161,2 (C=0), 160,9 (C=0), 159,5
(C-F), 143,2 (C-Ar), 138,1 (C-AL), 137,8 (C=N), 134,7 (CH-Ar), 134,7 (CH-Ar),
132,7 (CH-Ar), 131,7 (CH-Ar), 125,1 (CH-Ar), 123,5 (CH-Ar), 122,3 (CH-Ar),
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120,0 (C-Ar), 119,7 (C-Ar), 117,5 (CH), 116,6 (CH-Ar), 116,4 (CH-Ar), 109,7 (CH-
Ar), 37,9 (CH2), 25,8 (CHs), 18,3 (CHa).

ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para C2o0H1sFN3NaO2, 374,12753,
encontrado, 374,12720; [M+H]* calculado para C20H19FN3O2, 352,14558,
encontrado, 352,14529.

Molécula (Z)-2-fluoro-N'-(5-metil-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-
ilideno)benzoidrazida (5f)
F.

YO

N-NH

5

Aspecto fisico: solido amarelo
Rendimento: 90%
Ponto de Fusao: 180-181°C
IV (cm): 3236(N-H), 1697(C=N), 1678(C=0), 1612(C=C), 1485(C=C), 1145(C-
F).
RMN "H (400 MHz, CDCI3): 8 13,99 (d, J= 10,1 Hz, 1H, NH), 8,22 (t, J=7,7
Hz, 1H, H-Ar), 7,71 (s, 1H, H-Ar), 7,61 - 7,51 (m, 1H, H-Ar), 7,32 (t, J = 7,5 Hz,
1H, H-Ar), 7,26 — 7,13 (m, 2H, H-Ar), 6,73 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-Ar), 5,19 (it, J =
6,7, 1,5 Hz, 1H, CH), 4,35 (d, J = 6,5 Hz, 2H, CH2), 2,35 (s, 3H, CHs), 1,83 (s,
3H, CHs), 1,73 (s, 3H, CHa).
RMN "3C (100 MHz, CDCls): d 162,1 (C=0), 161,0 (C=0), 159,6 (C-F), 141,0
(C-Ar), 138,3 (C-AL), 137,7 (C=N), 134,7 (CH-Ar), 134,6 (CH-Ar), 133,2 (C-
CHs), 132,7 (CH-Ar), 132,1 (CH-Ar), 125,1 (CH-Ar), 122,9 (CH-Ar), 120,0 (C-
Ar), 117,6 (CH), 116,7 (CH-Ar), 116,4 (CH-Ar), 109,6 (CH-Ar), 37,9 (CH2), 25,8
(CHs), 21,1 (CHs3), 18,4 (CHsa).
ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para C21H20FN3NaO2, 388,14318,
encontrado, 388,14291; [M+H]* calculado para C21H21FN3O2, 366,16123,
encontrado, 366,16116.

Molécula (Z)-2-fluoro-N'-(5-fluoro-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-

ilideno)benzoidrazida (59)
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Aspecto fisico: solido amarelo
Rendimento: 96%
Ponto de Fuséo: 149-150°C
IV (cm™): 3190(N-H), 1701(C=N), 1689(C=0), 1612(C=C), 1481(C=C), 1145(C-
F), 1107(C-F).
RMN "H (400 MHz, CDCIl3): 8 13,99 (d, J = 10,8 Hz, 1H, NH), 8,21 (t, J= 7,8 Hz,
1H, H-Ar), 7,62 — 7,52 (m, 2H, H-Ar), 7,32 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-Ar), 7,21 (dd, J =
11,2, 7,8 Hz, 1H, H-Ar), 7,06 (td, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H, H-Ar), 6,77 (dd, J=8,7, 3,9
Hz, 1H, H-Ar), 5,17 (tt, J = 6,8, 1,5 Hz, 1H, CH), 4,37 (d, J = 6,7 Hz, 2H, CH>),
1,83 (s, 3H, CH3s), 1,74 (s, 3H, CHs).
RMN 13C (125 MHz, CDCI3): & 161,8 (C=0), 161,2 (C=0), 160,9 (C=0), 160,6
(C=0), 159,9 (C-F), 158,7 (C-F), 139,2 (C-Ar), 139,2 (C-Ar), 138,1 (C-AL), 137 ,4
(C=N), 134,9 (CH-Ar), 134,8 (CH-Ar), 132,8 (CH-Ar), 125,2 (CH-Ar), 121,4 (C-
Ar), 121,3 (C-Ar), 119,7 (C-Ar), 119,6 (C-Ar), 118,1 (CH-Ar), 117,9 (CH-Ar), 117,3
(CH), 116,7 (CH-Ar), 116,5 (CH-Ar), 110,6 (CH-Ar), 110,5 (CH-Ar), 109,8 (CH-
Ar), 109,6 (CH-Ar), 38,0 (CH2), 25,8 (CHs), 18,3 (CH3).
ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para C20H17F2N3NaO2, 392,11810,
encontrado, 392,11780; [M+H]* calculado para C20H1sF2N3O2, 370,13616,
encontrado, 370,13589.

Molécula (Z)-N'-(5-bromo-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-ilideno)-2-

fluorobenzoidrazida (5h)
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F.

O

N—NH

Br /
T
N
B

Aspecto fisico: solido amarelo
Rendimento: 94%
Ponto de Fusédo: 213-214°C
IV (cm™): 3263(N-H), 1705(C=N), 1681(C=0), 1612(C=C), 1473(C=C), 1149(C-
F), 756(C-Br).
RMN 'H (500 MHz, CDCI3): 3 13,93 (d, J = 11,1 Hz, 1H, NH), 8,22 (s, 1H, H-Ar),
8,00 (s, 1H, H-Ar), 7,57 (q, J = 7,2 Hz, 1H, H-Ar), 7,47 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-Ar),
7,32 (t, J=7,6 Hz, 1H, H-Ar), 7,25 - 7,17 (m, 1H, H-Ar), 6,72 (d, J = 8,4 Hz, 1H,
H-Ar), 5,16 (t, J = 7,2 Hz, 1H, CH), 4,36 (d, J = 7,0 Hz, 2H, CH2), 1,83 (s, 3H,
CHs), 1,74 (s, 3H, CHs3).
RMN 13C (125 MHz, CDCI3): & 161,9 (C=0), 161,2 (C=0), 160,5 (C=0), 159,9
(C-F), 141,9 (C-Ar), 138,3 (C-AL), 136,7 (C=N), 135,0 (CH-Ar), 134,9 (CH-Ar),
134,0 (CH-Ar), 132,8 (CH-Ar), 125,2 (CH-Ar), 125,1 (CH-Ar), 121,8 (C-Ar), 119,5
(C-Br), 17,1 (CH), 116,7 (CH-Ar), 116,5 (CH-Ar), 111,3 (CH-Ar), 38,0 (CH2),
25,77 (CHs), 18,36 (CHa).

Molécula (Z)-2-cloro-N'-(1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-

ilideno)benzoidrazida (5i)

Aspecto fisico: sélido amarelo
Rendimento: 91%
Ponto de Fusdo: 119-121°C
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IV (cm™): 3167(N-H), 1674(C=N), 1670(C=0), 1612(C=C), 1465(C=C), 744(C-
Cl).
RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & 13,58 (s, 1H, NH), 7,85 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-Ar),
7,72 (d, J=7,8 Hz, 1H, H-Ar), 7,50 — 7,41 (m, 2H, H-Ar), 7,37 (t, J = 7,7 Hz, 2H,
H-Ar), 7,13 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-Ar), 6,84 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-Ar), 5,17 (t, 1H,
CH), 4,33 (d, d = 6,7 Hz, 2H, CH2), 1,82 (s, 3H, CH3s), 1,73 (s, 3H, CHs).
RMN 13C (125 MHz, CDCI3): & 164,1 (C=0), 161,1 (C=0), 143,2 (C-Ar), 138,2
(C-AL), 138,0 (C=N), 133,2 (C-CI), 132,4 (CH-Ar), 131,9 (CH-Ar), 131,3 (CH-Ar),
131,0 (CH-Ar), 130,7 (CH-Ar), 130,6 (CH-Ar), 129,5 (CH-Ar), 127,3 (CH-Ar),
126,5 (CH-Ar), 123,6 (CH-Ar), 123,1 (CH-Ar), 122,3 (CH-Ar), 121,1 (CH-Ar),
119,8 (C-Ar), 117,3 (CH), 109,8 (CH-Ar), 37,9 (CH2), 25,8 (CHs3), 18,3 (CHa).
ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para C20H1sCIN3NaO2, 390,09798,
encontrado, 390,09766; [M+H]" calculado para C20H19CIN3O2, 368,11603,
encontrado, 368,11575.

Molécula (Z)-2-cloro-N'-(5-metil-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-

ilideno)benzoidrazida (5j)
cl

Aspecto fisico: sélido amarelo

Rendimento: 96%

Ponto de Fuséao: 147-150°C

IV (cm™): 3197(N-H), 1674(C=N), 1670(C=0), 1627(C=C), 1485(C=C), 744(C-
CI).

RMN "H (500 MHz, CDCIl3): 8 13,55 (s, 1H, NH), 7,72 — 7,69 (m, 2H, H-Ar), 7,47
- 7,35 (m, 3H, H-Ar), 7,19 — 7,04 (m, 1H, H-Ar), 6,73 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-Ar),
517 (t, J =6,9 Hz, 1H, CH), 4,30 (d, J= 7,0 Hz, 2H, CH2), 2,35 (s, 3H, CH3s), 1,81
(s, 3H, CH3), 1,72 (s, 3H, CH3).

RMN "3C (125 MHz, CDCI3): & 164,0 (C=0), 161,2 (C=0), 141,0 (C-Ar), 138,4
(C-AL), 137,8 (C=N), 133,3 (C-Cl), 132,4 (CH-Ar), 132,3 (CH-Ar), 131,8 (C-Ar),
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131,0 (CH-Ar), 130,7 (CH-Ar), 130,6 (CH-Ar), 129,6 (CH-Ar), 127,3 (CH-Ar),
126,5 (CH-Ar), 122,9 (CH-Ar), 121,5 (CH-Ar), 119,8 (C-Ar), 117,5 (CH), 109,6
(CH-Ar), 37,9 (CH2), 25,7 (CHs), 21,0 (CHs), 18,3 (CHs3).

ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado para C21H20CIN3NaO2, 404,11363,
encontrado, 404,11343; [M+H]* calculado para C21H21CIN3O2, 382,13168,
encontrado, 382,13159.

Molécula (Z)-2-cloro-N'-(5-fluoro-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-
ilideno)benzoidrazida (5k)
cl

Aspecto fisico: solido amarelo

Rendimento: 97%

Ponto de Fusé&o: 96-99°C

IV (cm™): 3178(N-H), 1681(C=N), 1678(C=0), 1624(C=C), 1481(C=C), 1157(C-
F), 748(C-Cl).

RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & 13,58 (s, 1H, NH), 7,73 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-Ar),
7,57 (d, J=7,8 Hz, 1H, H-Ar), 7,50 — 7,33 (m, 3H, H-Ar), 7,11 — 6,94 (m, 1H, H-
Ar), 6,77 (d, J = 6,1 Hz, 1H, H-Ar), 5,16 (t, J=7,4 Hz, 1H, CH), 4,33 (d, J=6,9
Hz, 2H, CH2), 1,82 (s, 3H, CH3), 1,73 (s, 3H, CH3).

RMN 13C (125 MHz, CDCI3): & 164,0 (C=0), 161,1 (C=0), 160,7 (C=0), 158,7
(C-F), 139,2 (C-Ar), 139,2 (C-Ar), 138,3 (C-AL), 137,5 (C=N), 133,0 (C-CI), 132,6
(CH-Ar), 131,8 (C-Ar), 130,8 (CH-Ar), 130,7 (CH-Ar), 129,6 (CH-Ar), 127,4 (CH-
Ar), 126,6 (CH-Ar), 121,2 (C-Ar), 121,2 (C-Ar), 118,3 (CH-Ar), 118,1 (CH-Ar),
117,1 (CH), 110,6 (CH-Ar), 109,9 (CH-Ar), 109,7 (CH-Ar), 38,0 (CH2), 25,8 (CHs),
18,3 (CHs).

ESI-HRMS (m/z): [M+Na]® calculado para C20H17CIFN3sNaO2, 408,08855,
encontrado, 408,08844; [M+H]* calculado para C20H1sCIFN3O2, 386,10661,
encontrado, 386,10654.
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Molécula (Z)-N'-(5-bromo-1-(3-metilbut-2-en-1-il)-2-oxoindolin-3-ilideno)-2-
clorobenzoidrazida (5l)
cl
(0}

N—NH
Br /
(o)
N
j\

Aspecto fisico: solido amarelo

Rendimento: 88%

Ponto de Fuséao: 173-174°C

IV (cm™): 3255(N-H), 1689(C=N), 1681(C=0), 1604(C=C), 1442(C=C), 741(C-
Cl), 617(C-Br).

RMN 'H (500 MHz, CDCI3): 3 13,51 (s, 1H, NH), 7,99 (s, 1H, H-Ar), 7,73 (d, J =
8,1 Hz, 1H, H-Ar), 7,55 - 7,41 (m, 3H, H-Ar), 7,38 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-Ar), 6,72
(d, J = 8,5 Hz, 1H, H-Ar), 5,14 (t, J = 6,9 Hz, 1H, CH), 4,32 (d, J = 6,9 Hz, 2H,
CHz), 1,82 (s, 3H, CHs), 1,73 (s, 3H, CHs3).

RMN 13C (125 MHz, CDCI3): & 164,0 (C=0), 160,7 (C=0), 141,9 (C-Ar), 138,4
(C-AL), 136,8 (C=N), 134,2 (CH-Ar), 133,0 (C-Cl), 132,6 (CH-Ar), 131,8 (C-Ar),
131,3 (CH-Ar), 130,8 (CH-Ar), 127,4 (CH-Ar), 126,7 (CH-Ar), 125,1 (CH-Ar),
121,6 (C-Ar), 17,0 (CH), 116,5 (C-Br), 111,3 (CH-Ar), 38,0 (CH2), 25,8 (CHs3),
18,3 (CH3).

6.7 PROCEDIMENTO PARA AVALIACAO DAATIVIDADE ANTICANCER
As linhagens tumorais utilizadas foram K562 (leucemia mieldide crbnica),

HCT116 (cancer colén humano) e a NCI-H1299 (carcinoma de pulmao de nao
pequenas células) que foi obtida do Banco de células do Rio de Janeiro, tendo
sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo
5% de CO..

A analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI),
que testa mais de 10.000 amostras a cada ano [83]. E um método rapido,

sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a
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capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma
analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de
enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas.
O estudo citotéxico pelo método do MTT permite definir facilmente a
citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de agéo [84].

As células foram plaqueadas na concentragédo de 1 x 10° células/mL. As
substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em série no meio
RPMI para obtengédo das concentragdes finais e adicionadas em placa de 96
pocos (100uL/ pogo).

As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO2a 37°C.
Em seguida, foram adicionados 20 uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e
as placas foram incubadas novamente por 3h. A absorbancia foi lida apds
dissolucéo do precipitado com DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 575
nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos
desvios padrdao da média no programa LibreOffice Calc (Verséo: 6.4.7.2). Cada

amostra foi testada em duplicata em dois experimentos independentes.
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ESPECTROS 1

Espectros de Infravermelho dos compostos sintetizados nesta dissertacéo
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Espectro 1. Espectro de IV (KBr) do composto 3a
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Espectro 2. Espectro de IV (KBr) do composto 3b
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Espectro 3. Espectro de IV (KBr) do composto 3¢
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Espectro 4. Espectro de IV (KBr) do composto 3d
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Espectro 5. Espectro de IV (KBr) do composto 5a
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Espectro 6. Espectro de IV (KBr) do composto 5b
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Espectro 7. Espectro de IV (KBr) do composto 5¢
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Espectro 8. Espectro de IV (KBr) do composto 5d
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Espectro 9. Espectro de IV (KBr) do composto 5e
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Espectro 10. Espectro de IV (KBr) do composto 5f

L9TL'GYTT

/

————

w

———

—______  £3820'vSeT

———

M\H 8V

V‘ —8T067'2T9T

10.06'6TST

wowmmsmﬁ\ ]\

266908291

GZESG'9eCe

500

1000

2000 1500
Numero de Onda (cm™)

2500

3000

3500

.. .
- - - o o
o

(

o 00) N~ ©

0p) BlOURIIWISURI |

4000



106

Espectros

Espectro 11. Espectro de IV (KBr) do composto 5g
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Espectro 12. Espectro de IV (KBr) do composto 5h
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Espectro 13. Espectro de IV (KBr) do composto 5i
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Espectro 14. Espectro de IV (KBr) do composto 5j
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Espectro 15. Espectro de IV (KBr) do composto 5k
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Espectro 16. Espectro de IV (KBr) do composto 5l
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ESPECTROS 2

Espectros de Infravermelho dos Solventes Eutéticos Profundos preparados
nesta dissertacéo
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Espectro 17. Espectro de IV (KBr) do DES(ChCI:AA)
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Espectro 18. Espectro de IV (KBr) do DES (ChCI:APTS)
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ESPECTROS 3

Espectros de RMN 'H e '3C dos compostos sintetizados nesta dissertacéo



116

Espectros

Espectro 19. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) do composto 3a
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o] Espectro 20. Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCI3z) do composto 3a
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Espectro 21. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 3b
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(o] Espectro 22. Espectro de RMN 3C-APT (100 MHz, CDCI3z) do composto 3b
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Espectros

Espectro 23. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) do composto 3¢
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Espectros

Espectro 24. Espectro de RMN 3C-APT (100 MHz, CDCI3z) do composto 3¢
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Espectro 25. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 3d

Br
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o] Espectro 26. Espectro de RMN 3C-APT (100 MHz, CDCI3z) do composto 3d
Br.
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Espectros

Espectro 27. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCI3) do composto 5a
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o Espectro 28. Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCI3z) do composto 5a
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Espectro 29. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) do composto 5b
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Espectro 30. Espectro de RMN 3C-APT (100 MHz, CDCI3z) do composto 5b
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Espectro 31. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) do composto 5¢
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Espectros

Espectro 32. Espectro de RMN 3C-APT (100 MHz, CDCI3z) do composto 5¢
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Espectro 33. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 5d
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o Espectro 34. Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCI3z) do composto 5d
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Espectros

Espectro 35. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) do composto 5e
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Espectro 36. Espectro de RMN 3C-APT (100 MHz, CDCI3z) do composto 5e
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Espectros

Espectro 37. Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) do composto 5f
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Espectros

Espectro 38. Espectro de RMN 3C-APT (100 MHz, CDCI3z) do composto 5f
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Espectros

Espectro 39. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) do composto 5g
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Espectros

Espectro 40. Espectro de RMN 3C-BB (125 MHz, CDCl3z) do composto 5g
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Espectros

Espectro 41. Espectro de RMN "H (500 MHz, CDClI3) do composto 5h
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Espectros

Espectro 42. Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCI3z) do composto 5h
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Espectros

Espectro 43. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 5i
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Espectros

Espectro 44. Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCIz) do composto 5i
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Espectros

Espectro 45. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 5j
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Espectros

Espectro 46. Espectro de RMN '3C-BB (125 MHz, CDCI3) do composto 5j
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Espectros

Espectro 47. Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl3) do composto 5k
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Espectros

Espectro 48. Espectro de RMN 3C-BB (125 MHz, CDCl3z) do composto 5k
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Espectros

Espectro 49. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 5l
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Espectros

Espectro 50. Espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, CDCIz) do composto 5l
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ESPECTROS 4

Espectros de RMN bidimensional dos compostos sintetizados nesta
dissertacao
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Espectro 51. Espectro de RMN bidimensional HSQC do composto 5j
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Cl Espectro 52. Espectro de RMN bidimensional HMBC do composto 5j
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Espectro 53. Espectro de RMN bidimensional HSQC do composto 5g
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Espectro 54. Espectro de RMN bidimensional HMBC do composto 5g
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ESPECTROS 5

Espectros de Massas de alta resolucdo dos compostos sintetizados nesta
dissertacao
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Espectro 55. Espectro de massa do composto 3¢
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Espectro 58. Espectro de massa do composto 5¢
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Espectro 61. Espectro de massa do composto 5g
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