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FERNANDES, T.B. Síntese, avaliação biológica e modelagem molecular de 

potenciais antitumorais análogos da sanguinarina planejados por 

simplificação molecular. 2020. 185 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

RESUMO 

A sanguinarina é um alcaloide capaz de inibir Bcl-xL, uma proteína antiapoptótica 
que se encontra superexpressa em linhagens tumorais e que está frequentemente 
relacionada à resistência destas frente a quimioterápicos antineoplásicos. No intuito 
de identificar potenciais agentes antitumorais, o objetivo deste trabalho foi sintetizar 
três séries de análogos da sanguinarina planejados por simplificação molecular e 
avaliar sua atividade biológica. Dez N-benzil-naftil-aminas (3a-e; 4a-e) e dez aril-
isoquinolinas (6a-e; 7a-e) foram sintetizadas em duas a três etapas reacionais, 

utilizando-se métodos de aminação redutiva e acoplamento de Suzuki. Insucesso  
na etapa de reação de Heck impossibilitou a síntese da terceira série, 
benzofenantridínica, apesar de testadas diversas condições reacionais. Avaliação da 
citotoxicidade em linhagens de glioblastoma U87MG revelou que a série N-benzil-
naftil-amina apresenta melhor atividade quando comparada às aril-isoquinolinas, 
sendo para ambas, observada atividade superior à temozolamida, principal fármaco 
para o tratamento de glioblastoma. Estudos em linhagem não tumorigênica MRC-5 
demonstraram que os análogos foram significativamente superiores à sanguinarina 
em relação à seletividade. Os compostos mais mais promissores, 4a e 6e, induziram 
morte celular por apoptose e causaram despolarização da membrana mitocondrial, 
indicando morte apoptótica pela via extrínseca. Ademais, 4a interrompeu o ciclo 
interrompeu o ciclo celular na fase G2/M, indicando que o mesmo seria um agente 
ciclo celular específico. Simulações de dinâmica molecular sugerem que os 
compostos interagem com a proteína Bcl-xL principalmente por interações 
hidrofóbicas, e que o composto 4a apresentaria afinidade com o alvo semelhante à 
sanguinarina, embora esta tenha apresentado atividade superior em células U87. 
Perspectivas incluem estudos das vias de indução de morte celular, além da 
expansão do painel de células. Conclui-se, portanto, que os análogos da 
sanguinarina representam um arcabouço a ser explorado pelos químicos medicinais 
no desenvolvimento de potenciais antineoplásicos. 

Palavras-chave: glioblastoma; Bcl-xL; sanguinarina; simplificação molecular; N-

benzil-naftil-amina; aril-isoquinolina; citotoxicidade; dinâmica molecular. 
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FERNANDES, T.B. Synthesis, biological evaluation and molecular modeling of 

potential antitumors analogues from sanguinarine designed by molecular 

simplification. 2020. 185 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

ABSTRACT 

Sanguinarine is an alkaloid able to inhibit Bcl-xL, an antiapoptotic protein which is 
overexpressed in tumor cells and related to their resistance against antineoplastic 
chemotherapy. Regarding to develop potential antitumor agents, the aim of this work 
was the synthesis of three series of sanguinarine analogues designed by molecular 
simplification and their biological evaluation. Ten N-benzyl-naphtyl-amines (3a-e; 4a-
e) and ten aryl-isoquinolines (6a-e; 7a-e) were synthesized in two or three reaction 
steps through reductive amination and Suzuki coupling. Failure about Heck-type 
reaction had impaired the synthesis of the thirth series, benzophenanthridine, 
although several conditions were tested. Cytotoxicity evaluation against U87MG 
glioblastoma cell line showed that N-benzyl-naphtyl-amines are more active than 
aryl-isoquinolines and both series were superior to temozolamide, the main drug for 
glioblastoma treatment. Tests against non-tumorigenic cell MRC-5 indicated that the 
analogues were significantly superior to sanguinarine regarding selectivity. The most 
promising compounds, 4a e 6e, induced cell death by apoptosis and mitochondrial 
membrane depolarization, indicating apoptotic death by extrinsic pathway. 4a provide 

cell cycle arrest at G2/M phase, suggesting that it is a specific cell cycle agent. 
Molecular dynamics suggested that compounds interact with Bcl-xL mainly by 
hydrophobic interactions and 4a has affinity to the protein like sanguinarine, although 
the last showed superior activity against U87 cells. Perspectives include 
mechanistics studies about cell death pathway and expanding cell panel. In 
conclusion, sanguinarine anlogues represent a scaffold to be explored by medicinal 
chemists to the development of potential antitumor agents. 

Key words: glioblastoma; Bcl-xL; sanguinarine; molecular simplification, N-benzyl-

naphtyl-amine; aryl-isoquinolines; cytotoxicity, molecular dynamics. 
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1 INTRODUÇÃO  

O termo ―câncer‖ se aplica a uma diversidade de doenças, que podem 

acometer diferentes tecidos do organismo e compartilham de uma patogênese 

comum, envolvendo a proliferação desordenada de células mutadas (LABI; 

ERLACHER, 2015). O câncer é uma das principais causas de morte no mundo e seu 

tratamento permanece um desafio, tendo em vista a resistência das células tumorais 

frente ao tratamento quimioterápico, capacidade de metástase e a elevada 

toxicidade relacionada aos fármacos antitumorais (WU et al., 2017). 

Muitos esforços, por parte da academia e da indústria, são despendidos na 

pesquisa e desenvolvimento de terapias contra o câncer, que compreende 

basicamente intervenção cirúrgica, radioterapia e quimioterapia. Embora novas 

abordagens, como o uso de anticorpo monoclonal, tenham sido desenvolvidas, o 

estudo e utilização de pequenas moléculas no tratamento de tumores é, ainda, a 

estratégia mais empregada (ADAMS et al., 2015; LEE; TAN; OON, 2018). 

Neste sentido, a indução da morte celular apoptótica em células tumorais, 

através de ligantes sintéticos é uma abordagem promissora no desenvolvimento de 

novos agentes antitumorais. Alvos envolvidos nas vias de apoptose têm sido 

estudados e explorados no planejamento de compostos para o tratamento do 

câncer, dentre os quais a proteína inibidora de apoptose, Bcl-xL, vem ganhando 

destaque (SUVARNA; SINGH; MURAHARI, 2019).  

Após a recente aprovação do inibidor de proteínas antiapoptóticas, venetoclax, 

primeiro e único fármaco da classe introduzido na terapêutica, a inibição de 

proteínas antiapoptóticas no tratamento do câncer se consolida como uma estratégia 

eficaz no tratamento da determinados tipos de cânceres, e que necessita ser 

expandida no que se refere à diversidade de fármacos disponíveis que atuem por 

meio deste mecanismo (FDA, 2016; MULLARD, 2016). Assim, o presente trabalho 

vem como uma contribuição para a pesquisa e desenvolvimento de antitumorais 

inibidores de proteína antiapoptótica Bcl-xL. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CÂNCER 

O câncer se destaca como um problema de saúde pública, tendo em vista o 

crescente número de indivíduos acometidos pela doença. No ano de 2018, foram 

registrados 18.078.957 casos e 9.555.027 óbitos pela doença em todo o mundo. 

Entre os diferentes tipos de câncer, os mais incidentes são os de pulmão, mama, 

colorretal e próstata, e as causas mais comuns de morte por câncer envolvem 

tumores de pulmão, colorretal, estômago e fígado (figura 1) (GLOBOCAN, 2019a). 

 

Figura 1. Distribuição proporcional dos diferentes tipos de câncer entre a população mundial, 
referente ao ano de 2018 (GLOBOCAN, 2019a). 

No Brasil, foram 559.371 novos casos e 243.588 mortes pelo câncer em 2018. 

Os cânceres de próstata e mama se caracterizam como os mais incidentes entre 

homens e mulheres, respectivamente. Embora o aumento da expectativa de vida 

seja um fator relacionado aos níveis de incidência de câncer, o risco de ser 

acometido pela doença antes dos 75 anos no país chega a quase 22 % 

(GLOBOCAN 2019b).  

Uma diversidade de fatores estão associados ao risco de desenvolver câncer, 

dentre os quais 80 a 90% estão relacionados a causas externas. Maus hábitos 

alimentares, sedentarismo, obesidade, tabagismo e exposição à radiação estão 

entre estas causas. Causas herediárias, por sua vez, influenciam em 10 a 20%  dos 

casos (INCA, 2019).  



19 

 

2.2 ASPECTOS FISIOPATOLÓGICOS DO CÂNCER 

A proliferação desordenada das células que dão origem ao câncer envolve 

mutações genéticas que causam alterações em processos relacionados com a 

replicação e/ou morte celular, resultando em autossuficiência de sinais de 

crescimento, perda da sensibilidade aos sinais anticrescimento, evasão à apoptose, 

aumento do potencial replicativo, angiogênese, invasão tecidual e metástase 

(GUEMBAROVSKI; CÓLUS, 2008; HANAHAN; WEINBERG, 2011; RUBIN, 2006). 

Neste contexto, a apoptose é de suma importância como um processo 

fisiológico de morte celular programada, que desempenha papel fundamental na 

homeostase de organismos pluricelulares, removendo células senescentes ou 

defeituosas, bem como as células tumorais. A apoptose é a forma de morte celular 

programada melhor caracterizada bioquimicamente, e envolve um processo no qual 

caspases (acrônimo de cysteine-dependent aspartate-directed proteases, ou 

proteases dirigidas por aspartato dependentes de cisteína) são ativadas em resposta 

a um estímulo extracelular (via extrínseca) ou dano interno (via instrínseca ou 

mitocondrial), culminando em uma forma de morte celular definida por eventos 

moleculares distintos e mudanças características na morfologia da células 

(BERGANTINI; SOUZA; FETT-CONTE, 2005; RILEY et al., 2015; SHALINI et al., 

2015).   

As caspases podem ser subdivididas em duas categorias: caspases iniciadoras 

(caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 e 12), que regulam a atividade das caspases 

efetoras a partir da ativação de sua forma inativa (prócaspases) na sua forma ativa 

(caspases 3, 6, 7 e 14), que clivam outros substratos proteicos da célula, resultando 

em morte celular (FUCHS; STELLER, 2015; SHALINI et al., 2015).  

A via extrínseca (figura 2) envolve a ativação de receptores específicos 

presentes na superfície celular pertencentes à superfamília de receptores do fator de 

necrose tumoral (TNF) pelos seus respectivos ligantes. FasL/FasR, TNF-α/TNFR1, 

Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e Apo2L/DR5 são alguns exemplos de ligantes e seus 

respectivos receptores que participam desta via. A ativação destes receptores 

resulta na ligação de proteínas adaptadoras como FADD (Fas-Associated protein 

with Death Domain – Proteína do Domínio de Morte Associada à Fas) ou TRADD 
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(TNFR1 Associated Protein with Death Domain – Receptor de Fator de Necrose 

Tumoral 1) (a qual recruta FADD). FADD então associa-se à procaspase-8 e forma 

um complexo de sinalização indutor de morte (CSIM ou do inglês, DISC) que 

converte procaspase-8 em caspase-8. Esta, por sua vez, ativa uma cascata de 

caspases efetoras (3, 6 e 7). O resultado final inclui a ativação de endonucleases 

que causam a fragmentação do DNA e morte celular (ELMORE, 2007; PORTH; 

MATFIN, 2010; XU; SHI, 2007).  

 
Figura 2. Diagrama simplificado dos mecanismos de apoptose. À esquerda da linha pontilhada é 
ilustrada a via extrínseca, mediada por receptor de morte. À direita da linha pontilhada é ilustrada a 
via intrínseca, na qual estão envolvidas proteínas da família Bcl-2. O quadro I apresenta as principais 
proteínas da família Bcl-2 (adaptado de FERNANDES, 2015). 

A via intrínseca, ou via mitocondrial, de apoptose, é ativada por condições que 

podem agir de maneira positiva ou negativa. Sinais negativos envolvem a ausência 

de fatores de crescimento, hormônios e citocinas inibidoras da morte programada. 

Outros estímulos, que atuam de forma positiva, incluem dano do DNA, espécies 

reativas de oxigênio (ROS), hipoxia, níveis diminuídos de ATP, e senescência 
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celular. Estes estímulos provocam alterações na membrana mitocondrial interna, 

resultando na abertura de poros permeáveis e liberação de proteínas 

proapoptóticas. Um primeiro grupo destas proteínas inclui o citocromo c (cyt c), que 

ativa Apaf-1 e procaspase-9, formando o ―apoptossomo‖. A partir da formação do 

apoptossomo, tem-se ativação de caspase 9, com consequente ativação de 

caspases efetoras. Smac/DIABLO e  HtrA2/Omi, por sua vez, promovem apoptose 

pela inibição de IAP (proteínas inibidoras da apoptose), que modulam a atividade de 

caspases . O segundo grupo de proteínas proapoptóticas, que inclui AIF (Apoptosis 

Inducing Factor), endonuclease G e CAD (Caspase-Activated Deoxyribonuclease) - 

proteínas proapoptóticas tardias - é liberado a partir da mitocôndria durante a 

apoptose, e causam fragmentação do DNA e condensação da cromatina (ELMORE, 

2007; FUCHS; STELLER, 2015; PORTH; MATFIN, 2010).  

A alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial que resulta na 

liberação de proteínas proapoptóticas é mediada pelos membros da família de 

proteínas Bcl-2, que podem ser indutores ou inibidores da apoptose. A proteína 

supressora de tumor p53 tem um papel crítico na regulação da família de proteínas 

Bcl-2, porém, os mecanismos exatos ainda não foram completamente elucidados. 

As proteínas da família Bcl-2 estão divididas em três subfamílias de acordo com sua 

função e similaridade de sequência de aminoácidos, a saber: proteínas 

proapoptóticas efetoras (BAX e BAK), proteínas proapoptóticas BH3-only (BID, BIM, 

PUMA, Noxa, HRK, BIK, BMF, BAD) e proteínas antiapoptóticas Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL, 

MCL-1, A1, Bcl-b, Bcl-w), conforme mostra a figura 3  (CZABOTAR et al., 2014; 

LABI; ERLACHER, 2015; LOPEZ; TAIT, 2015; SUVARNA; SINGH; MURAHARI, 

2019).  

A permeabilidade da membrana mitocondrial externa se dá a partir das 

proteínas BAX e BAK. Geralmente, a ativação destas proteínas requer a sua 

interação com uma proteína do subtipo BH3-only, que causa uma alteração 

conformacional de BAX e BAK, levando à sua oligomerização na membrana 

mitocondrial. Estes oligomeros tornam a membrana mitocondrial permeável, 

possivelmente de forma indireta, pela indução de poros lipídicos, ou diretamente, 

pela formação de poros, propriamente. A abertura destes poros permite, então, o 

extravasamento de proteínas proapoptóticas, como citocromo c (JENG; CHENG, 
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2013). As proteínas da família BH3-only podem ser subdivididas em ativadoras 

(ativam diretamente BAX/BAK) ou sensibilizadoras (neutralizam a ação 

antiapoptótica das proteínas Bcl-2) (CZABOTAR et al., 2014; SUVARNA; SINGH; 

MURAHARI, 2019). 

 

Figura 3. Representação esquemática das subfamílias de proteínas Bcl-2. O quadro I apresenta uma 
ilustração simplificada das relações entre as proteínas da família Bcl-2. Proteínas BH3-only 
ativadoras ligam-se às proteínas efetoras, causando uma alteração conformacional que leva à 
oligomerização de BAX e BAK na membrana mitocondrial, o que resulta na permeabilidade da 
mesma, com extravasamento de proteínas proapoptóticas (p. ex. citocromo c). Proteínas 
sensibilizadoras inibem a ação das proteínas antiapoptóticas sobre as proteínas efetoras (elaborada 
pelo autor). 

Proteínas antiapoptóticas Bcl-2 têm sua ação baseada na inibição das 

proteínas proapoptóticas efetoras, ao se ligarem a estas e impedirem sua 

oligomerização. Proteínas inibidoras de morte estão superexpressas em diversos 

tipos de tumores, representando um mecanismo de evasão à apoptose e 

favorecendo resistência aos agentes antineoplásicos (ASHKENAZI et al., 2017; 

VOGLER et al., 2009). A superexpressão de Bcl-XL, particularmente, é reportada em 

cânceres de mama, próstata, pulmão, colorretal, melanoma e linfoma de células B 

(MENA et al., 2012; RAGHAV; VERMA; GANGENAHALLI, 2012) e níveis 
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aumentados desta proteína foram correlacionados com a redução da sensibilidade 

das células tumorais aos fármacos antineoplásicos  (AMUNDSON et al., 2000; 

BROECKER-PREUSS et al., 2015; HOLOHAN et al., 2013; ZHOU et al., 2015).  

Neste contexto, as proteínas antiapoptóticas da família Bcl-2 tornam-se alvo de 

estudo no desenvolvimento de antitumorais capazes de inibi-las (figura 4), a fim de 

favorecer a apoptose das células tumorais e contornar uma possível resistência 

apresentada por estas células aos agentes quimioterápicos (ADAMS; CORY, 2007; 

ASHKENAZI et al., 2017; BROECKER-PREUSS et al., 2015; HOLOHAN et al., 2013; 

KARPEL-MASSLER et al., 2015; KAZI et al., 2011).  

Em geral, fármacos que atuam sobre estas proteínas baseiam seu efeito na 

inibição de proteínas antiapoptóticas mimetizando proteínas BH3-only 

sensibilizadoras (CZABOTAR et al., 2014). Vale salientar que embora existam 

fármacos em estudos clínicos que atuem inibindo proteínas antiapoptóticas da 

família Bcl-2, como navitoclax, AT-101 (gosssipol) e obatoclax, o venetoclax (figura 

4) foi recentemente aprovado pela FDA (U.S. Food and Drug Administration) como o 

primeiro fármaco com ação sobre Bcl-2, sendo o único representante da sua classe 

disponível na terapêutica atualmente (FDA, 2016; LIU; WANG, 2012; MULLARD, 

2016). 

 

Figura 4. Fármacos inibidores de proteínas antiapoptóticas da família Bcl-2 (OPYDO-CHANEK; 
GONZALO; MARZO, 2017). 
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2.3 TERAPIA ANTINEOPLÁSICA E PRODUTOS NATURAIS 

Diversas estratégias são empregadas no tratamento do câncer, incluindo 

intervenção cirúrgica e radioterapia para o tratamento loco-regional, e 

hormonioterapia e quimioterapia para o tratamento sistêmico (BRASIL, 2015; INCA; 

CEDC, 2012). Neste contexto, a quimioterapia adquire particular relevância pelo seu 

emprego na doença metastática e em tumores não-sólidos. Entretanto, os 

quimioterápicos disponíveis na terapêutica mostram-se muito tóxicos e pouco 

seletivos, e muitos tumores podem exibir ou desenvolver resistência aos 

antineoplásicos existentes, trazendo a necessidade de se desenvolver novos 

antineoplásicos mais eficazes e seguros (BRANDÃO et al., 2010; GARRAWAY; 

JÄNNE, 2012; MACHADO; SAWADA, 2008). 

No desenvolvimento de novos fármacos, os produtos naturais representam 

uma fonte importante de novos compostos bioativos. No período de 1940 a 2014, 

cerca de 25% de todas as novas entidades químicas aprovadas pelo FDA 

correspondem a fármacos de origem natural. No que se refere ao câncer, 49 % dos 

fármacos aprovados neste período são de origem natural ou moléculas diretamente 

derivadas destes, o que reforça a relevância dos produtos naturais como fonte de 

novos fármacos contra o câncer (NEWMAN; CRAGG, 2016). 

A descoberta de novos antineoplásicos de origem natural tem incentivado as 

pesquisas nessa área. A camptotecina,alcaloides da vinca e produtos naturais de 

outras naturezas químicas, como etoposídeo e paclitaxel (figura 5), são fármacos 

importantes e bastante empregados no tratamento do câncer (BARREIRO; 

BOLZANI, 2009; BRANDÃO et al., 2010; BROWN et al., 2010).  
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Figura 5. Estruturas de antineoplásicos de origem natural (BRANDÃO et al. 2010). 

Embora o venetoclax, de origem sintética, seja atualmente o único inibidor de 

proteínas antiapoptóticas da família Bcl-2, inibidores de Bcl-xL de origem natural 

também têm sido submetidos a ensaios clínicos. O gossipol (figura 4), um polifenol 

extraído de semente de algodão, é capaz de inibir proteínas antiapoptóticas e 

chegou à fase 2 de estudos clínicos em pacientes com glioblastoma multiforme e à 

fase 3 em pacientes com câncer de pulmão (NIC, 2017; TMMSU, 2013).  

Alcaloides também têm sido estudados quanto à sua capacidade de inibir 

proteína Bcl-xL, particularmente o alcaloide benzofenantridínico sanguinarina (figura 

6). A sanguinarina, bem como outros alcaloides da classe, apresenta atividade frente 

a diversas linhagens tumorais, e se encontra como uma das benzofenantridinas 

mais estudadas e relevantes (DENG; QIN, 2010; SLANINOVÁ et al., 2007, 2014; YU 

et al., 2014).  
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Figura 6. Estrutura química da sanguinarina (destacando os anéis A, B, C, D e E) e outros alcaloides 
benzofenantridínicos com atividade citotóxica. 

A sanguinarina é encontrada em diversas famílias de plantas medicinais, como 

Papaveraceae, Fumariaceae, Rutaceae e em plantas específicas como Sanguinaria 

canadensis, Bocconia frutescens, Chelidonium majus e Macleaya cordata. Este 

alcaloide apresenta propriedades antimicrobianas, antifúngicas, antioxidante e anti-

inflamatórias (CROAKER et al., 2016; KUMAR; HAZRA, 2014; LI et al., 2014b; 

PARHI et al., 2012). Sua atividade frente a linhagens tumorais também tem sido 

bastante estudada e já foi verificada em linhagens de cânceres como de próstata 

(ADHAMI et al., 2004; SUN et al., 2010), pâncreas (AHSAN et al., 2007), pulmão 

(JANG et al., 2009), leucemia (ABURAI et al., 2010), mama (DEBITON et al., 2003), 

cervival (SLANINOVÁ et al., 2007), melanoma (HAMMEROVÁ et al., 2011) e 

glioblastoma (SAEED et al., 2018). 

O efeito citotóxico da sanguinarina foi relacionado com diferentes alvos e 

mecanismos, que incluem intercalação em DNA (DE STEFANO et al., 2009) e 

inibição de di-idrofolato redutase (SUN et al., 2010). Adicionalmente, a sanguinarina 

induz produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), promovendo apoptose tanto 

pela via extrínseca como intrínseca e interferindo na regulação de uma gama de 

proteínas envolvidas nestas vias (KOCK; SMITH; CHIBALE, 2017), como AKT 

(CHOI et al., 2009), NF-κB (GUPTA et al., 2010), caspases (JANG et al., 2009; KIM 

et al., 2008), XIAP e cIAP-1 (CHOI et al., 2008), além de modular a expressão de 

proteínas da família Bcl-2 (AHSAN et al., 2007; GUPTA et al., 2010; HAN; YOO; 

CHOI, 2008; ZHANG et al., 2014, 2015). 
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A atividade inibidora de Bcl-xL pela sanguinarina também foi verificada na faixa 

de 19 µM, representando um mecanismo importante para o seu efeito citotóxico e 

que merece ser explorado (BERNARDO et al., 2008; ZHANG et al., 2006). 

Entretanto, a sanguinarina, bem como outros alcaloides da classe, apresenta 

toxicidade frente a células tumorais bem como não tumorigênicas (tabela 1), 

inviabilizando seu uso na terapêutica e trazendo a necessidade de se otimizar sua 

estrutura no que se refere à seletividade (MALÍKOVÁ et al., 2006; SLANINOVÁ et 

al., 2007). 

Tabela 1. Valores de IC50 referentes à sanguinarina frente a diferentes linhagens tumorais. 

Linhagem IC50 (µM) Rerefência 

Leucemia promielocítica humana (HL60) 
0,37 
0,92 

ABURAI et al., 2010 
SLANINOVÁ et al., 2007 

Adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) 
3,30 DEBITON et al., 2003 
4,40 MATKAR et al., 2008 

Melanoma maligno humano (A-375) 1,18 HAMMEROVÁ et al., 2011 
Adenocarcinoma cervical humano (HeLa) 2,00 SLANINOVÁ et al., 2007 
Glioblastoma multiforme (U87MG) 2,60 SAEED et al., 2018 
Queratinócitos epidermais humanos (NHEKs) 10,00 AHMAD et al., 2000 
Fibroblastos gengivais humanos (GF) 1,20 (MALÍKOVÁ et al., 2006) 
Fibroblastos de pele (KF-II) 1,00 SLANINOVÁ et al., 2007 

Em vista dos efeitos dos alcaloides benzofenantridínicos frente ao câncer, 

análogos sintéticos têm sido desenvolvidos e avaliados quanto seu potencial 

antitumoral (tabela 2), com o intuito de se obter compostos mais ativos e seguros 

e/ou estabelecer uma relação estrutura-atividade (BERNARDO et al., 2008; CAO et 

al., 2015; CHO et al., 2002; ISHIKAWA et al., 2011; JANIN et al., 1993; KOCK et al., 

2005; MAKHEY et al., 2003; PRADO et al., 2004; ŞERBETÇI et al., 2010; YANG et 

al., 2016).   

Tabela 2. Estruturas de análogos planejados a partir de alcaloides benzofenantridínicos e seus 
respectivos valores de atividade biológica. 

Estrutura 
linhagem celular 

ou alvo 
IC50 (µM) Referência 

 

L1210 
(leucemia linfocítica) 

 
0,30 JANIN et al., 1993 

 

RPMI-8402 
(leucemia 

linfoblástica aguda) 
4,50 MAKHEI et al., 2003 
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Tabela 2. Estruturas de análogos planejados a partir de alcaloides benzofenantridínicos e seus 
respectivos valores de atividade biológica (continuação).  

Estrutura 
linhagem celular 

ou alvo 
IC50 (µM) Referência 

 

Bcl-xL 3,0 
BERNARDO et al., 
2008 

 

L1210 
(leucemia linfocítica) 

4,40 PRADO et al., 2004 

 

L1210 
(leucemia linfocítica) 
 

0,29 
SERBETÇI et al., 
2010 

 

CCRF-CEM 
(leucemia 

linfoblástica aguda) 
21,42 KOCK et al., 2005 

 

HeLa 
(adenocarcinoma 

cervial) 
0,10 

ISHIKAWA et al., 
2011 

 

A549 
(carcinoma de 

pulmão) 
0,03 CHO et al., 2002 

 

A549 
(carcinoma de 

pulmão) 
112,29 YANG et al., 2016 

 

NB4 
(leucemia 

promielocítica 
aguda) 

0,53 CAO et al., 2015 

 

NB4 
(leucemia 

promielocítica 
aguda) 

0,62 CAO et al., 2015 
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Com base nos estudos encontrados (tabela 2) é possível verificar que, em 

geral, os análogos mantêm o núcleo benzofenantridínico ou núcleos semelhantes 

com quatro anéis, explorando substituições principalmente nas posições meta e para 

da porção correspondente ao anel E. Ademais, observa-se que tais estudos, em sua 

maioria, apresentam resultados baseados em ensaios de citotoxicidade, havendo 

poucas informações disponíveis a respeito do potencial de análogos 

benzofenantridínicos como inibidores de Bcl-xL e da relação estrutura-atividade 

envolvida nesta propriedade (JANIN et al., 1993; MAKHEY et al., 2003; PRADO et 

al., 2004; ŞERBETÇI et al., 2010). 

Neste sentido, a proposta de novos análogos dos alcaloides 

benzofenantridínicos empregando-se estratégias de modificação molecular como a 

introdução de substituintes em diversas posições dos aneis e a simplificação da 

estrutura em outras regiões pode ser promissora na identificação de novos 

compostos com potencial antitumoral, especialmente com propriedade de inibir Bcl-

xL. 

2.4 PLANEJAMENTO DE FÁRMACOS E SIMPLIFICAÇÃO MOLECULAR 

No desenvolvimento de terapias para o tratamento das doenças, diversos 

métodos podem ser empregados, que vão desde a terapia gênica, até o uso de HTS 

(High Throughput Screening, ou Triagem de Alta Demanda) para a descoberta de 

compostos bioativos. Apesar do avanço e desenvolvimento de vários métodos, ainda 

hoje o planejamento racional de fármacos, auxiliado por computador, mostra-se uma 

ferramenta bastante empregada e bem-sucedida (APAROY; REDDY; REDDANNA, 

2012; LEE; HUANG; JUAN, 2011; LEMKE; WILLIAMS, 2012).   

Neste contexto, duas importantes abordagens podem ser utilizadas. Para tanto, 

em primeira instância, torna-se necessário elencar-se uma doença como objeto de 

estudo. A partir disto, conhecendo-se a estrutura tridimensional de um determinado 

alvo macromolecular envolvido na fisiopatologia da doença (p. ex. enzima ou 

receptor), é possível realizar o planejamento de fármacos baseado na estrutura 

(SBDD, do inglês Structure-Based Drug Design), que consiste no desenvolvimento 

de compostos planejados por complementariedade molecular ao alvo 
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macromolecular, mais especificamente ao seu sítio de ação (APAROY; REDDY; 

REDDANNA, 2012; LEE; HUANG; JUAN, 2011; LEMKE; WILLIAMS, 2012).  

Na ausência da estrutura tridimensional do receptor, ou combinado com SBDD, 

pode ser utilizado o planejamento de fármacos baseado na estrutura do ligante 

(LBDD, do inglês Ligand-Based Drug Design). Nesta abordagem, o planejamento de 

novos compostos ativos é realizado a partir de ligantes já existentes com atividade 

biológica conhecida, que são utilizados como modelo para a realização de 

modificações moleculares e desenvolvimento de novos compostos. Abordagens de 

similaridade molecular, relação estrutura-atividade quantitativa (QSAR) e modelos 

farmacofóricos são métodos frequentemente empregados no processo de LBDD, 

que podem fornecer modelos preditivos para a identificação de moléculas com 

atividade biológica, bem como a otimização de suas propriedades farmacodinâmicas 

e farmacocinéticas e segurança (ACHARYA et al., 2011; BARREIRO; FRAGA, 2014; 

GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; LEMKE; WILLIAMS, 2012).  

Uma vez que nem sempre o composto ativo obtido a partir do planejamento 

racional de fármacos apresenta propriedades farmacocinéticas e/ou 

farmacodinâmicas apropriadas ou possui limitações relacionadas ao seu isolamento 

ou síntese (especialmente no que se tange aos produtos naturais), tornam-se 

necessárias novas modificações moleculares. O composto em questão pode então 

ser otimizado por modificações moleculares subsequentes (BARREIRO; FRAGA, 

2014; CHEN et al., 2015; DI, 2015).   

Na seleção do protótipo, os produtos naturais podem fornecer estruturas 

promissoras ao desenvolvimento de compostos bioativos. Entretanto, estes 

frequentemente caracterizam-se por uma estrutura complexa e de difícil obtenção 

por meios sintéticos. No processo de otimização, estratégias de simplificação 

molecular podem ser empregadas a fim de se obter análogos potencialmente ativos, 

com melhor perfil farmacocinético, farmacodinâmico, e com estruturas de síntese 

mais simples (BARREIRO, 2002; CHEN et al., 2015; LEE, 2010; WERMUTH, 2008). 

A simplificação molecular consiste na modificação de um protótipo, 

preservando a atividade biológica e reduzindo seu padrão de complexidade 

molecular a partir da remoção de grupos excedentes ou toxicofóricos.   Esta 
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estratégia é útil para elucidação do grupo farmacofórico, por meio de ―dissecação 

molecular‖, onde funções, elementos estruturais ou anéis são removidos da 

molécula. Desta forma, é possível determinar quais seriam as porções da molécula 

essenciais ou não para a atividade biológica (BARREIRO, 2002; CHEN et al., 2015; 

LEE, 2010; WERMUTH, 2008). Como exemplo, a aplicação da simplificação 

molecular na morfina, alcaloide precursor dos analgésicos da classe das 4-

fenilpiperidinas, permitiu identificar a petidina como grupo farmacofórico clássico dos 

analgésicos opiáceos (figura 7A) (BARREIRO, 2002). 

 

Figura 7. Simplificação molecular no planejamento de fármacos. (A) Identificação da petidina como 
grupo farmacofórico dos analgésicos opiáceos, a partir da simplificação molecular da morfina. (B) 
Obtenção da procaína a partir da simplificação molecular da cocaína. 

A cocaína é um alcaloide que foi utilizado como anestésico tópico em cirurgias 

nasais e oculares, porém sua ação vasoconstritora, toxicidade cardiovascular e uso 

como droga de abuso limitou seu uso. A simplificação molecular da cocaína deu 

origem a anestésicos locais sintéticos, como a procaína (figura 7B), mais seguros e 

menos tóxicos (GUO, 2017).  

A partir do processo de simplificação molecular, é possível estabelecer a 

relação entre a estrutura química e a atividade biológica desempenhada por uma 

molécula, direcionando as modificações moleculares ideais à otimização da mesma 

e, por meio delas, fundamentar o planejamento de novas substâncias que possuam 

perfil terapêutico mais adequado às necessidades atuais. Ademais, a simplificação 

molecular frequentemente fornece compostos de obtenção sintética facilitada em 

comparação com o protótipo, além de permitir a remoção de grupos toxicofóricos. 

Tendo isto em vista, estratégias de simplificação molecular tornam-se interessantes 

no planejamento de análogos de produtos naturais como os alcaloides 

benzofenantridínicos (BARREIRO; FRAGA, 2014). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Diante da relevância epidemiológica do câncer e dos problemas relacionados à 

quimioterapia convencional, o objetivo do presente trabalho foi sintetizar análogos da 

sanguinarina planejados por simplificação molecular, obtendo-se compostos com 

potencial antitumoral e de síntese química facilitada. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Sintetizar análogos N-benzil-naftil-amínicos, aril-isoquinolínicos e 

benzofenantridínicos (item 3.3.); 

b) Avaliar o potencial antitumoral dos análogos sintetizados a partir de ensaios 

de citotoxicidade em linhagens tumorais de glioblastoma multiforme (U87MG) com 

superexpressão de Bcl-xL, e fibroblasto humano fetal de pulmão (MRC-5), não 

tumorigênico, além de realizar estudos do mecanismo de indução de morte celular; 

c) Realizar estudos de modelagem molecular para determinação de 

propriedades físico-químicas e proposição de um perfil de interação entre os 

compostos sintetizados e a proteína Bcl-xL, a fim de correlacionar a estrutura 

química com a atividade biológica por eles desempenhada, fornecendo informações 

relevantes ao planejamento de novos compostos. Adicionalmente, com base em 

propriedades físico-químicas calculadas, realizar predição in silico do perfil 

farmacocinético dos compostos.  

As informações relacionadas a cada um destes objetivos (introdução, métodos, 

resultados e discussão) estão agrupadas nos seus respectivos tópicos no corpo do 

trabalho, a saber: 4 – Síntese dos análogos da sanguinarina; 5 – Avaliação biológica 

in vitro; 6 – Modelagem molecular.  

3.3 PLANEJAMENTO DOS ANÁLOGOS E MODIFICAÇÕES 

MOLECULARES 

Utilizando-se o alcaloide benzofenantridínico sanguinarina como protótipo, 

foram propostas três séries de análogos planejados por simplificação molecular, a 
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saber: série N-benzil-naftil-amina (I), série aril-isoquinolina (II) e série 

benzofenantridina (III) (figura 8).  Para cada série, foram propostos dez análogos, 

totalizando trinta compostos. 

 

Figura 8. Simplificação molecular da sanguinarina, originando as séries de análogos N-benzil-naftil-
amínicos, aril-isoquinolínicos e benzofenantridínicos. A porção fenantridina é composta dos anéis C, 
D e E (vermelho). O núcleo benzofenantridínico, característico dos alcaloides da classe, corresponde 
à fusão da fenantridina ao anel B (verde). 

Na simplificação molecular para a obtenção dos compostos das séries I (N-

benzil-naftil-aminas) e II (aril-isoquinolinas) aplicou-se abertura de anel, como intuito 

de verificar a relevância destes anéis e da rigidez da molécula para a atividade 

biológica bem como reduzir o número de etapas sintéticas. Diferentes padrões de 

substituição nos anéis aromáticos foram aplicados, além da substituição no 

nitrogênio com um grupo metil. 

No que se refere à série N-benzil-naftil-amina, observa-se que a abertura do 

anel que contém o nitrogênio foi pouco explorada, sendo encontrados análogos com 

o grupo oxima-metil-éter em detrimento do nitrogênio aromático (ISHIKAWA et al., 

2011). Adicionalmente, análogos derivados da amina têm sido reportados quanto à 

sua atividade citotóxica e citostática (YANG et al., 2016).  
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Análogos aril-isoquinolínicos e tetraidroisoquinolínicos são reportados na 

literatura, porém com a introdução de um único substituinte nos anéis aromáticos 

nas posições orto, meta ou para (CHO et al., 2002). Uma vez que tais análogos 

apresentaram efeito citotóxico, a exploração deste grupo foi considerada promissora 

na identificação de novos compostos, mais ativos. Ademais, os análogos aril-

isoquinolínicos também foram avaliados quanto a influência da carga positiva no 

nitrogênio. 

São relatados na literatura análogos benzofenantridínicos que não possuem o 

grupo benzodioxol na posição 1-2 e apresentaram atividade superior ao protótipo, 

dependendo do substituinte nas posições 16, 17 e 18 (BERNARDO et al., 2008). 

Neste contexto, na série III almejou-se avaliar o efeito da introdução de diferentes 

grupos substituintes (funções oxigenadas, grupos alquílicos e halogênios) nas 

posições 15, 16 e 17, uma vez que estudos mostram que a variação de grupos nas 

posições 16 e 17 podem fornecer compostos ativos (CHO et al., 2002; JANIN et al., 

1993; MAKHEY et al., 2003). Adicionalmente, influência da carga positiva do 

nitrogênio na atividade biológica também é um fator a ser verificado.   
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4 SÍNTESE DOS ANÁLOGOS DA SANGUINARINA 

Todos os experimentos sintéticos foram realizados no Laboratório de 

Planejamento e Síntese de Substâncias Bioativas (LAPESSB) da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (FCF-USP). O detalhamento 

dos métodos de síntese e purificação encontra-se na ―parte experimental‖ e a 

caracterização dos compostos consta no item ―anexos‖. 

4.1 N-BENZIL-NAFTIL-AMINAS 

4.1.1 Introdução 

N-benzil-naftil-aminas consistem em aminas secundárias, que podem ser 

obtidas através de diferentes métodos, como por exemplo alquilação de aminas 

primárias e redução de amidas (CHADWICK et al., 2014; HANADA et al., 2009; 

WETZEL et al., 2013). Entretanto, o procedimento clássico e geralmente 

preconizado consiste na aminação redutiva. Neste tipo de método, intermediários 

imínicos são formados da reação de adição-eliminação (condensação) entre uma 

amina e um aldeído (GUZEN et al., 2007). A ligação dupla das iminas é reduzida 

para obtenção das aminas secundárias, frequentemente utilizando-se um boridreto 

(GARAY et al., 2014). 

A obtenção da imina se dá, basicamente, pela formação da ligação dupla entre 

o nitrogênio da amina com a carbonila do aldeído (1), conforme ilustrado na figura 9. 

Em geral, é descrita a necessidade de catálise ácida para a formação da imina (2). 

Sem um catalisador ácido, a reação seria muito lenta, uma vez que este é 

necessário para a eliminação de água nas etapas tardias da reação. Entretanto, o 

uso de ácido muito forte pode protonar completamente a amina, comprometendo 

sua nucleofilicidade (MCMURRY, 2011). Neste sentido, a literatura clássica descreve 

o uso de ácido fraco, que pode ser substituído pelo uso de solvente prótico 

(DIKUSAR; KOZLOV, 2006; GHOSH; RATHI; KUSHWAHA, 2013; GUZEN et al., 

2007; SHARMA et al., 2006; ZHIKHARKO; KOZLOV; BASALAEVA, 2012). 
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Figura 9. Mecanismo de formação da imina por adição à carbonila com eliminação de água.  

A imina (2) obtida da reação de condensação é então reduzida à amina (3) 

através de um agente redutor. A figura 10, a seguir, ilustra o mecanismo reacional 

envolvido na redução da imina, com o uso de boridreto  (EVANS; CHAPMAN; 

CARREIRA, 1988).  

 

Figura 10. Mecanismo de formação da amina secundária por redução de imina, empregando 
boridreto como agente redutor. 

Reações de aminação redutiva podem se dar de forma indireta, pelo 

isolamento da imina com posterior redução, em etapas reacionais isoladas, ou de 

maneira direta, onde as etapas de formação da imina e sua redução são 

processadas em uma reação one-pot (CHO; SANG, 2005). As duas abordagens são 

amplamente descritas na literatura e podem ser empregadas na síntese de aminas. 

4.1.2 Método 

A síntese das N-benzil-naftil-aminas se deu por método de aminação redutiva 

indireta, em duas etapas reacionais, para a obtenção dos análogos 3a-e. Estes 

foram submetidos a uma terceira reação, de aminação redutiva direta, para a síntese 

dos análogos N-metilados 4a-e, conforme ilustrado na figura 11. 
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Reagentes e condições: (i) 1-naftil-amina (1 eq.) MeOH, t.a. (ii) NaBH4 (5 eq.), THF/EtOH (1:1), t.a. (iii) HCHO (10 eq.), 

CH3COOH (2 eq.), NaBH3CN (1,5 eq.) MeCN,  0 - 21 ºC. 

Figura 11. Rota sintética para obtenção da série N-naftil-benzil-amina. 

A síntese desta série de análogos se inicia pela condensação entre o 

benzaldeído substituído e naftil-amina (i), para obtenção de intermediários N-benzil-

naftil-imínicos (GARAY et al., 2014). Estes foram reduzidos a amina secundária (3) 

por aminação redutiva, empregando-se NaBH4 (ii). A reação de N-metilação se deu 

pela reação com formaldeído e redução com NaBH3CN (iii). 

4.1.3 Resultados e discussão 

Conforme proposto, dez análogos N-naftil-benzil-amínicos foram sintetizados, 

dos quais cinco são aminas secundárias e cinco são aminas terciárias (tabela 3). 

Com exceção do composto 4b, as aminas terciárias são moléculas inéditas. Os 

rendimentos para cada uma das etapas reacionais foram apreciáveis, refletidos em 

rendimentos globais entre 28 e 76 %. Divergências entre os redimentos obtidos e 

aqueles encontrados na literatura podem estar relacionadas a diferenças nos 

métodos de síntese e purificação para cada molécula. O maior rendimento reportado 

(98 %, composto 3c) foi encontrado por Garay e colaboradores (2014), que 

utilizaram aminação redutiva indireta, com NaBH4 como agente redutor, método 

empregado neste trabalho. Moreno e colaboradores (2011), por sua vez, obtiveram 

um rendimento de 89 % (3b) através de aminação redutiva direta com NaBH3CN.  

Com exceção de 4d, os compostos sintetizados se apresentaram como sólidos 

de cores variadas. As faixas de fusão encontram-se em temperaturas que variam de 

63 – 128 ºC e, próximos aos valores encontrados na literatura. As faixas de fusão 

não excederam o limite de 2 ºC, indicando provável pureza do produto, que foi 

corroborada por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Nesta, verificou-se 

pureza superior a 95 %, e, portanto, os compostos foram considerados apropriados 

para serem submetidos a ensaios biológicos.  
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Tabela 3. Resultados obtidos na síntese e caracterização dos análogos N-naftil-benzil-amínicos. Os substituintes R, R1, R2 e R3 na molécula encontram-se 
orientados conforme ilustrado na figura 11.  
 

Composto R R1 R2 R3 
Aspecto 

físico 
CLAE 

Faixa de  fusão (ºC) ηi 
(%) 

ηii 
(%) 

ηiii 
(%) 

ηG 
(%) 

ηL 
(%) Experimental *Literatura 

3a H H OCH3 H 
Sólido  
branco 

t = 12,8 min 
pureza > 99% 

72 – 73 67 – 80
1,2,3

 94 81 - 76 56 –  88
1,3

 

3b H OCH3 OCH3 H 
Sólido 

amarelo 
claro 

t = 12,1 min 
pureza > 99% 

122 – 124 124 – 126
4
  77 79 - 60 89

4
 

3c H OCH3 OCH3 OCH3 
Sólido 
branco 

t = 12,6 min 
pureza > 99% 

126 – 128 - 87 84 - 73 98
7
 

3d H -OCH2O- H 
Sólido 

laranja claro 
t =  12,1 min 

pureza > 99 % 
n.d. 65 – 67

2
  72 60 - 43 - 

3e H H Cl H 
Sólido 

laranja claro 
t = 13,6 min 

pureza > 99% 
71 – 73 75 – 76

2,5
 88 85 - 75 56 –  82

5,8
 

4a CH3 H OCH3 H 
Sólido 
branco 

t = 10,7 min 
pureza > 99% 

63 – 65 - 94 81 79 60 - 

4b CH3 OCH3 OCH3 H 
Sólido 
branco 

t = 10,1 min 
pureza > 99% 

81 – 83 64 – 66
6
  77 79 69 42 69

4
 

4c CH3 OCH3 OCH3 OCH3 
Sólido 
branco 

t =9,7  min 
pureza > 95% 

81 – 83 - 87 84 55 40 - 

4d CH3 -OCH2O- H 
Óleo laranja 

claro 
t = 11,1  min 
pureza 95  % 

n. d. - 72 60 65 28 - 

4e CH3 H Cl H 
Sólido 

amarelo 
t =  7,1 min 

pureza >97  % 
n. d. - 88 85 75 56 - 

 
CLAE: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. t: Tempo de retenção com sistema eluente inicialmente com H2O 100 % e ACN 0,1% TFA alcançando 100% 
em 10 minutos. n.d. = não determinado; ηi = rendimento obtido no procedimento i; ηii = rendimento obtido no procedimento ii; ηiii = rendimento obtido no 
procedimento iii; ηG = rendimento global; ηL = rendimento encontrado na literatura. 
*Menor e maior valores de temperatura de fusão encontrados na literatura. 

1
LI et al., 2014a; 

2
CROSSLEY et al., 1952; 

3
ZECHMEISTER; TRUKA, 1930; 

4
MORENO et al., 2001; 

5
SLOVITER, 1949; 

6
DE et al., 2013; 

7
GARAY et al., 2014; 

8
MUTHAYALA; KUMAR, 2012. 
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Na primeira etapa da reação, a purificação por métodos cromatográficos se 

mostrou ineficaz, mesmo com o uso de trietilamina na fase móvel. Isto pode estar 

relacionado ao fato de que os intermediários imínicos são instáveis e de difícil 

isolamento, dada a facilidade de hidrólise deste grupo funcional (MCMURRY, 2011). 

Entretanto, o uso de recristalização para a purificação, por sua vez, permitiu o 

isolamento das iminas 2a-e e o prosseguimento da rota sintética.  

A figura 12 apresenta o espectro de RMN 1H do composto 2a, tomado como 

exemplo para visualização geral dos sinais apresentados pelas N-naftil-benzil-

iminas. A formação do análogo é verificada por um singleto em 8,46 ppm referente 

ao hidrogênio do carbono da imina (12-CH). Sinal referente aos hidrogênios da 

metoxila (20-CH3) é observado em 3,88 ppm. Na faixa de 8,36 a 7,00 ppm verificam-

se hidrogênios do anel naftalênico (1, 2, 3, 6, 7, 8, 9-ArH) e da fenila (14, 15, 17, 18-

ArH). Ademais, a ausência de sinal característico de aldeído, na faixa de 9,0 a 10,0 

ppm, sugere a ausência de material de partida e corrobora os dados anteriores, que 

evidenciam a formação do produto (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).   

 

RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz): δ 8,46 (s, 1H, 12-CH), 8,34 (t, 1H, J = 3,0 Hz, J = 9 Hz, 6-ArH), 7,95 (d, 2H, J = 9 Hz, 14, 18-ArH), 

7,84 (t, 1H, J = 3 Hz, J = 9 Hz, 3-ArH), 7,68 (d, 1H, J = 9 Hz, 7-ArH), 7,50-7,41 (m, 3H, 1, 2, 8-ArH), 7,03-7,00 (m, 3H, 9, 15, 17-

ArH), 3,88 (s, 3H, 20-CH3). 

Figura 12. Espectro de RMN 
1
H do composto 2a, indicando os principais sinais para a identificação 

das N-benzil-naftil-iminas. As cores na molécula ilustram os hidrogênios especificados para cada 
deslocamento químico.  Roxo = hidrogênio da imina; vermelho = hidrogênios naftalênicos; verde = 
hidrogênios da fenila; azul = hidrogênios da metoxila. 

Em relação ao espectro de carbono (figura 13), observa-se a ausência de sinal 

característico de carbonila de aldeído (entre 180 a 220 ppm). Embora carbonos de 
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iminas sejam encontrados na faixa de 110-140 ppm, o deslocamento do sinal em 

campo mais baixo (159,6 ppm) justifica-se pela ligação da imina diretamente a um 

anel aromático, que torna este carbono mais desblindado (SILVERSTEIN; 

WEBSTER; KIEMLE, 2006). Ghosh e colaboradores (2013) encontraram 

deslocamentos químicos com valores próximos em seu estudo, onde foram 

sintetizadas aril-iminas com estruturas químicas semelhantes. 

 

 RMN 
13

C (CDCl3, 75 MHz): δ 162,3 (C12), 159,6 (C16), 149,6 (C10), 133,9 (C4), 130,6 (C14, C18), 129,6 (C3), 128,9 (C5), 
127,6 (C13), 126,3 (C7), 126,0 (C1), 125,6 (C8), 125,3 (C2), 124,0 (C6), 114,2 (C15, C17), 112,7 (C9), 55,4 (C20). 

Figura 13. Espectro de RMN 
13

C do composto 2a, indicando os principais sinais para a identificação 
das N-benzil-naftil-iminas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada 
deslocamento químico.  Roxo = carbono da imina; vermelho = carbonos naftalênicos; verde = 
carbonos da fenila; azul = carbono da metoxila. 

Para a obtenção das aminas secundárias 3a-e (etapa ii), a mistura de 

solventes foi importante por permitir a solubilidade tanto do material de partida como 

do agente redutor. O uso de NaBH4 foi eficaz, dispensando a necessidade do uso de 

ácido na reação, geralmente empregado em reduções com  NaBH3CN (WEICHET; 

HODROVÁ; BLÁHA, 1961). Entretanto, NaBH4 também reduz aldeídos e cetonas, 

tornando importante garantir a completa formação da imina antes de adicionar o 

agente redutor (BAXTER; REITZ, 2002). Apesar da falta de seletividade, o uso de 

NaBH4 pode ser vantajoso porque ele é menos tóxico e mais barato que outros 

boridretos redutores (ALINEZHAD; TAJBAKHSH; MAHDAVI, 2010; TRIPATHI et al., 

2008). 
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O espectro de RMN 1H do composto 3a é apresentado na figura 14, a seguir, 

para visualização geral dos sinais referentes às aminas secundárias. A formação do 

composto é verificada pelo singleto em 4,42 ppm, referente ao metileno ligado ao 

nitrogênio, enquanto o sinal referente ao hidrogênio da imina (8,46 ppm) deixa de 

ser observado. Sinais do naftaleno são observados entre 8,23 e 6,38 ppm, enquanto 

sinais da fanila são encontrados de 7,32 a 6,86 ppm. Em 3,70 ppm encontra-se o 

sinal da metoxila, característico da molécula. O sinal referente ao hidrogênio do NH 

parece estar sobreposto pelo dubleto em 6,86, uma vez que a integral está para 3 

hidrogênios (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).   

 

RMN 
1
H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 8,23 (t, 1H, J = 3 Hz, J = 9 Hz, 6-ArH), 7,74 (t, 1H, J = 3 Hz, J = 9 Hz, 3-ArH), 7,45-7,38 (m, 

2H, 1, 2-ArH), 7,32 (d, 2H, J = 9 Hz, 14, 18-ArH), 7,17 (t, 1H, J = 8,0 Hz, 8-ArH), 7,05 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 7-ArH), 6,86 (d, 3H, J = 

9 Hz, 11-NH, 15, 17-ArH), 6,38 (d, 1H, J = 9 Hz, 9-ArH), 4,42 (s, 2H, 12-CH2), 3,70 (s, 3H, 20-CH3). 

Figura 14. Espectro de RMN 
1
H do composto 3a, indicando os principais sinais para a identificação 

das N-benzil-naftil-aminas. As cores na molécula ilustram os hidrogênios especificados para cada 
deslocamento químico.  Roxo = hidrogênios do metileno; vermelho = hidrogênios do naftaleno; verde 
= hidrogênios do anel fenílico; azul = hidrogênios da metoxila. 

No espectro de RMN 13C (figura 15) também é possível verificar a formação do 

composto pela alteração do deslocamento químico referente ao carbono 12. 

Enquanto o C12 do intermediário imínico apresenta deslocamento em 159,6 ppm, 

para a amina secundária, o sinal é observado em 45,9 ppm. Os sinais dos aneis 

aromáticos são observados entre 158,0 e 103,6 ppm, e o carbono da metoxila 

encontra-se em 54,9 ppm. 
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RMN 
13

C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 158,0 (C16), 143,6 (C10), 134,0 (C4), 131,1 (C13), 128,0 (C14, C18), 127,9 (C3), 126,6 (C8), 

125,5 (C1), 123,9 (C5), 123,0 (C2), 121,5 (C6), 115,3 (C7), 113,6 (C15, C17), 103,6 (C9), 54,9 (C20), 45,9 (C12). 

Figura 15. Espectro de RMN 
13

C do composto 3a, indicando os principais sinais para a identificação 
das N-benzil-naftil-aminas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada 
deslocamento químico.  Roxo = carbono do metileno; vermelho = carbonos do naftaleno; verde = 
carbonos do anel fenílico; azul = carbono da metoxila. 

Para a síntese das aminas terciárias (4a-e), os compostos obtidos na etapa 

anterior (3a-e) foram metilados pela reação com formaldeído e NaBH3CN, numa 

reação de aminação redutiva direta (CHEN et al., 2015b). Este método de N-

metilação é vantajoso pois não permite a formação de sais de amônio quaternário, 

como acontece com métodos como metilação com CH3I (PINE; SANCHEZ, 1971). 

O grupo ciano do NaBH3CN apresenta propriedade retiradora de elétrons, o 

que reduz a reatividade do hidreto quando comparado com NaBH4 e permite a 

redução seletiva da dupla ligação carbono-nitrogênio na presença de aldeídos e 

cetonas em pH ligeiramente ácido (de 5 a 7).  A vantagem do NaBH3CN é a sua 

estabilidade em soluções ácidas relativamente fortes (pH = 3), a sua solubilidade em 

solventes próticos tais como álcoois e a sua seletividade em diferentes valores de 

pH. Esta seletividade permite um conveniente procedimento de aminação redutiva 

direta (one pot). Embora frequentemente seja relatado o uso de solvente prótico 

para esta reação, acetonitrila e THF também são utilizados (BAXTER; REITZ, 2002; 

TRIPATHI et al., 2008).  
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As análises de RMN 1H e 13C dos análogos N-metilados diferenciam-se das 

aminas secundárias basicamente pela presença do sinal referente à metila ligada ao 

nitrogênio 11 em 2,70 (figura 16) e 42,2 ppm nos espectros de hidrogênio e carbono, 

respectivamente (figura 17). 

 

RMN 
1
H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 8,28 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 6-ArH), 7,88 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 3-ArH), 7,57 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 7-

ArH), 7,52-7,49 (m, 2H, 1, 2-ArH), 7,43 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 8-ArH), 7,28 (d, 2H, J = 8,3 Hz 14, 18-ArH), 7,13 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 9-

ArH), 6,90 (d, 2H, J = 8,3 Hz, 15, 17-ArH), 4,18 (s, 2H, 12-CH2), 3,73 (s, 3H, 20-CH3), 2,70 (s, 3H, 11-NCH3). 

Figura 16. Espectro de RMN 
1
H do composto 4a, indicando os principais sinais para a identificação 

das N,N-benzilmetil-naftil-aminas. As cores na molécula ilustram os hidrogênios especificados para 
cada deslocamento químico.  Roxo = hidrogênios do metileno; vermelho = hidrogênios do naftaleno; 
verde = hidrogênios do anel fenílico; azul = hidrogênios da metoxila; laranja = hidrogênios da metila. 
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RMN 
13

C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 158,8 (C16), 149,9 (C10), 134,8 (C4), 130,6 (C13), 129,7 (C14, C18), 129,1 (C5), 128,7 (C8), 

126,3 (C1), 126,2 (C2), 125,8 (C6), 123,7 (C5), 123,3 (C7), 116,3 (C9), 114,1 (C15, C17), 60,1 (C12), 55,4 (C20), 42,2 (C11). 

Figura 17. Espectro de RMN 
13

C do composto 4a, indicando os principais sinais para a identificação 
das N,N-benzilmetil-naftil-aminas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada 
deslocamento químico.  Roxo = carbono do metileno; vermelho = carbonos do naftaleno; verde = 
carbonos do anel fenílico; azul = carbono da metoxila; laranja = carbono da metila. 

4.2 ARIL-ISOQUINOLINAS 

4.2.1 Introdução 

Rotas de síntese de compostos aril-isoquinolínicos podem se basear em 

reações de ciclização (BRADSHER; WALLIS, 1978; TOVAR; SWAGER, 1999) ou no 

acoplamento do grupo arílico ao sistema isoquinolínico. Para a última, torna-se útil a 

reação de Suzuki (figura 20), que baseia-se classicamente em uma reação de 

acoplamento cruzado entre ácidos organoborônicos e haletos orgânicos, utilizando 

catalisador de paládio e base (KAJIYAMA et al., 2010; MIYAURA; SUZUKI, 1995; 

PAGLIARO et al., 2011; RAO et al., 2012; STOKES et al., 2009).  

O mecanismo da reação de acoplamento de Suzuki se inicia com adição 

oxidativa do brometo de arila ao Pd(0) para formar um complexo de Pd(II) (figura 

18). Uma molécula de base então substitui o brometo no complexo de paládio 

enquanto outra é adicionada ao organoborano para formar um reagente borato, 

tornando seu anel aromático mais nucleofílico. Transmetalação com o borato então 

se sucede, onde seu anel substitui o carbonato no complexo de paládio. Por fim, 

3
3
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após a etapa de eliminação redutiva, tem-se o produto final acoplado, regenerando o 

catalisador paládio, e o ciclo catalítico pode ocorrer novamente (SUZUKI, 1999). 

 

Figura 18. Ciclo catalítico da reação de acoplamento cruzado de Suzuki (SUZUKI, 1999). 

Embora no catalisador empregado o paládio se apresente como Pd2+, o mesmo 

pode ser reduzido a Pd(0) in situ por componentes do meio reacional, como a base 

(MIYAURA; SUZUKI, 1995). Uma vez que o mecanismo de redução é incerto, o ciclo 

catalítico é apresentado de maneira genérica com ―LnPd0‖, onde ―Ln‖ seria um ligante 

fornecido pelas condições reacionais. 

Em alguns casos, os sistemas catalíticos podem requerer o uso de ligantes 

como fosfinas, ligantes derivados de nitrogênio ou enxofre, ou sistemas que 

possuem Pd-carbenos e ciclopaladatos. Estes ligantes coordenam-se ao composto 

organometálico, estabilizando e/ou reduzindo o metal, ou, ainda, aumentando sua 

seletividade. O emprego de ligante pode ser necessário quando se utiliza substratos 

como cloretos de arila e brometos de arila desativados. Haletos de arila desativados 

são menos reativos à adição oxidativa, que representa uma etapa determinante da 

velocidade do ciclo catalítico. Entretanto, os sistemas catalíticos que utilizam 

precursores de paládio sem ligantes são bastante eficientes para iodetos e brometos 
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de arila com grupos ativantes (CORBET; MIGNANI, 2006; MOLANDER; TRICE; 

TSCHAEN, 2015; SUZUKI, 1999).  

4.2.2 Método 

A síntese das aril-isoquinolinas (6) compreendeu o acoplamento entre 3-

bromoisoquinolina e ácidos aril-borônicos (5), por reação de Suzuki (KAJIYAMA et 

al., 2010; MIYAURA; SUZUKI, 1995; PAGLIARO et al., 2011; RAO et al., 2012; 

STOKES et al., 2009), seguido da alquilação do nitrogênio para obtenção dos 

compostos ionizados (7), conforme figura 19 (ZOU et al., 2008). 

 

Reagentes e condições: (i) 3-bromoisoquinolina (0,7 eq.), Pd(OAc)2 (1,5 mol %), K2CO3 (1,3 eq.), EtOH 67 %, 80 ºC. (ii) CH3I 
(10 eq.), MeCN, 60 ºC. 

Figura 19. Rota sintética para obtenção da série aril-isoquinolina. 

A obtenção das aril-isoquinolinas se deu pelo uso de Pd(OAc)2 e K2CO3 em 

EtOH 67 % (i), que permitiu a conversão completa dos reagentes de partida em 

cerca de 4 h. A segunda etapa de síntese da série aril-isoquinolina consistiu na N-

metilação da aril-isoquinolina com iodeto de metila em MeCN (ii), através de 

substituição nucleofílica bimolecular, formando o análogo N-metilado, carregado 

positivamente  (BEAUSOLEIL et al., 2009; KELLEY et al., 2012; ZOU et al., 2008). 

4.2.3 Resultados e discussão 

Os produtos obtidos da reação de Suzuki apresentaram rendimentos entre 54 e 

82 %, compatíveis com a literatura (tabela 4). Rendimentos superiores (87 %, 

composto 6b) foram encontrados para outras rotas sintéticas. Embora os valores 

encontrados para as faixas de fusão (76 – 124 ºC), tenham sido um pouco inferiores 

àqueles previamente relatados (85 – 131 ºC) os compostos apresentaram desvios 

de até 2 ºC. Vale ressaltar que a própria literatura pode relatar valores divergentes 

entre si, conforme é possível verificar para o composto 6a.  



47 
 

 

Tabela 4. Resultados obtidos na síntese e caracterização dos análogos aril-isoquinolínicos. Os substituintes R, R1, R2 e R3 na molécula encontram-se orientados 
conforme ilustrado na figura 19. 

Composto R R1 R2 R3 
Aspecto  

físico 
CLAE 

Faixa de fusão (ºC) ηi 
(%) 

ηii 
(%) 

ηG 
(%) 

ηL 
(%) Experimental *Literatura 

6a - H OCH3 H 
Sólido  
branco 

t = 7,4  min 
pureza > 95 % 

98 – 99 85 – 103
1,2,3

 82 - 82 36 –  86
1,2,3,4

 

6b - OCH3 OCH3 H 
Sólido  

amarelo 
t = 9,0  min 

pureza > 95 % 
76 – 77 90 – 92

4
 82 - 82 87

4
 

6c - OCH3 OCH3 OCH3 
Sólido 
branco 

t =  9,3 min 
pureza > 97 % 

110 – 112 122 – 124
5
 80 - 80 71

5
 

6d - -OCH2O- H 
Sólido  

amarelo 
t =  9,96 min 

pureza > 98 % 
122 – 124 131

4
 54 - 54 96

4
 

6e - -OCH2CH2O- H 
Sólido 
branco 

t =  9,88 
pureza > 98 % 

103 – 105 - 66 - 66 - 

7a CH3 H OCH3 H 
Sólido 

amarelo 
t = 8,9  min 

pureza > 98 % 
180 – 182 - 82 76 62 - 

7b CH3 OCH3 OCH3 H 
Sólido 

amarelo 
t =  8,9 min 

pureza >  95% 
213 –215 - 82 93 76 - 

7c CH3 OCH3 OCH3 OCH3 
Sólido 

amarelo 
t =  8,8  min 

pureza > 95 % 
219 –221 - 80 98 78 - 

7d CH3 -OCH2O- H 
Sólido 

amarelo 
t =  9,03 

pureza > 98 % 
213 – 215 - 54 55 30 - 

7e CH3 -OCH2CH2O- H 
Sólido 

amarelo 
t =  9,16 

pureza > 98 % 
192 – 194 - 66 80 53 - 

CLAE: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. t: Tempo de retenção com sistema eluente inicialmente com H2O 100 % e ACN 0,1% TFA alcançando 100% 
em 10 minutos. ηi = rendimento obtido na primeira etapa (i); ηii = rendimento obtido na segunda etapa (ii); ηiii = rendimento obtido na terceira etapa (iii); ηG = 
rendimento global; ηL = rendimento encontrado na literatura. 

*Menor e maior valores de temperatura de fusão encontrados na literatura. 
1
DELLACQUA; ABBIATI; ROSSI, 2010; 

2
YANG et al., 2012; 

3
HUO; YAMAMOTO, 

2009; 
4
BRADSHER; WALLIS, 1978; 

5
HUANG; HUNTER; LAROCK, 2002. 

 

4
7
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As aril-isoquinolinas N-metiladas obtidas são moléculas inéditas, e 

apresentaram faixas de fusão entre 180 e 221 ºC, com desvios de até 2 ºC. Desvios 

que não ultrapassem 2 ºC para a faixa de fusão representam um indício de pureza, 

que foi confirmada por análise cromatográfica, onde verificou-se que os compostos 

apresentaram pureza superior a 95 % e podem ser submetidos a ensaios biológicos. 

As condições empregadas na reação de Suzuki envolveram um sistema 

catalítico com precursor de paládio sem ligante e se mostraram altamente eficazes, 

embora o haleto de arila envolvido não apresentasse grupos ativantes.  

A figura 20 apresenta o espectro de RMN 1H do composto 6a, tomado como 

exemplo para a visualização dos sinais característicos dos compostos aril-

isoquinolínicos. Os sinais referentes ao sistema quinolínico são observados entre 

9,30 e 7,54 ppm. Os sinais em 8,08 e 7,03 ppm referem-se ao anel fenílico, 

enquando a metoxila é observada em 3,87 ppm. 

 

RMN 
1
H (CDCl3, 300 MHz): δ 9,30 (s, 1H, 11-ArH), 8,08 (d, 2H, J = 9 Hz, 4, 6-ArH), 7,97 (s, 1H, 8-ArH), 7,95 (d, 1H, J = 9 Hz, 

16-ArH), 7,83 (d, 1H, J = 9 Hz, 13-ArH), 7,66 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 14-ArH), 7,54 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 15-ArH), 7,03 (d, 2H, J = 9 Hz, 

1, 3-ArH), 3,87 (s, 3H, 18-OCH3). 

Figura 20. Espectro de RMN 
1
H do composto 6a, indicando os principais sinais para a identificação 

das aril-isoquinolinas. As cores na molécula ilustram os hidrogênios especificados para cada 
deslocamento químico.  Vermelho = hidrogênios do anel fenílico; verde = hidrogênios do sistema 
isoquinolínico; azul = hidrogênios da metoxila. 

4
4
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A formação do composto pode ser confirmada principalmente pelo sinal 

referente ao carbono 5 (figura 21), que não é detectado no ácido borônico e se torna 

observável no espectro do produto (127,4 ppm) (ZHAO et al., 2014). O sinal 

referente ao C7, por sua vez, que é encontrado em 135,8 ppm na 3-

bromoisoquinilina, torna-se mais desprotegido e é observado em 151,1 ppm para o 

composto 6a (VELDHUIZEN; DIJK; SANDERS, 1980). 

 

RMN 
13

C (CDCl3 75 MHz): δ 160,1 (C2), 152,2 (C11), 151,1 (C7), 136,7 (C9), 132,3 (C10), 130,4 (C14), 128,2 (C4, C6), 127,5 

(C13), 127,4 (C5), 126,7 (C16), 126,6 (C15), 115,3 (C8), 114,2 (C1, C3), 55,3 (C18). 

Figura 21. Espectro de RMN 
13

C do composto 6a, indicando os principais sinais para a identificação 
das aril-isoquinolinas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada 
deslocamento químico.  Vermelho = carbonos do anel fenílico; verde = carbonos do sistema 
isoquinolínico; azul = carbono da metoxila. 

Na etapa de N-metilação, a aril-isoquinolina, reagente limitante, foi 

completamente consumida. O solvente e resíduo de iodeto de metila foram 

evaporados e o sólido obtido lavado com hexano e acetato de etila. Assim, a reação 

se mostra vantajosa por se obter composto isolado sem a necessidade de se aplicar 

métodos de purificação como extração, recristalização ou cromatografia de coluna.  

A formação do produto é verificada pelo sinal referente aos hidrogênios da 

metila, em 4,23 ppm (figura 22), enquanto no RMN 13C observa-se o carbono da 

metila em 47,2 ppm (figura 23). 
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RMN 
1
H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 10,16 (s, 1H, 11-ArH), 8,51 (s, 1H, 8-ArH), 8,51 (d, 1H, J = 9 Hz, 13-ArH), 8,33 (d, 1H, J = 9 

Hz, 16-ArH), 8,27 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 15-ArH), 8,08 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 14-ArH), 7,67 (d, 2H, J = 9 Hz, 4, 6-ArH), 7,21 (d, 2H, J = 9 

Hz, 1, 3-ArH), 4,23 (s, 1H, 18-NCH3), 3,89 (s, 1H, 19-OCH3). 

Figura 22. Espectro de RMN 
1
H do composto 7a, indicando os principais sinais para a identificação 

das aril-N-metil-isoquinolinas. As cores na molécula ilustram os hidrogênios especificados para cada 
deslocamento químico.  Vermelho = hidrogênios do anel fenílico; verde = hidrogênios do sistema 
isoquinolínicos; azul = hidrogênios da metoxila; laranja = hidrogênios da metila. 

 

 

RMN 
13

C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 160,7 (C2), 151,6 (C7), 145,8 (C11), 137,4 (C9), 136,8 (C13), 131,3 (C4, C6), 130,9 (C14), 

129,7 (C10), 127,0 (C16), 126,6 (C15), 126,3 (C5), 124,2 (C8), 114,4 (C1, C3), 55,5 (C19), 47,2 (C18). 

Figura 23. Espectro de RMN 
13

C do composto 7a, indicando os principais sinais para a identificação 
das aril-N-metil-isoquinolinas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada 
deslocamento químico.  Vermelho = carbonos do anel fenílico; verde = carbonos do sistema 
isoquinolínico; azul = carbono da metoxila; laranja = carbono da metila. 
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4.3 BENZOFENANTRIDINAS 

4.3.1 Introdução 

As benzofenantridinhas se constituem em um sistema heteroaromático 

policíclico, composto de um núcleo fenantridínico fundido a um anel benzênico. Este 

tipo de alcaloide é amplamente encontrado no reino vegetal e, como grande parte 

dos compostos de origem natural, apresenta certa complexidade estrutural que se 

reflete em dificuldades na sua obtenção por meios sintéticos, com rotas envolvendo 

várias etapas (KOHNO et al., 2009; SLANINOVÁ et al., 2014) 

A síntese de compostos benzofenantridínicos torna-se um desafio e diversos 

autores propõem a síntese deste tipo de molécula a partir da reação da amina com 

cloreto de ácido para formação de amida, com subsequente ciclização via reação 

Heck-type e redução da lactama (BERNARDO et al., 2008; CHENG et al., 2014; 

HARAYAMA et al., 2001).  

4.3.2 Método 

A rota proposta para a síntese dos compostos benzofenantridínicos envolveu 

seis etapas reacionais (figura 24), partindo do ácido 2-bromobenzoico, das quais as 

etapas i e ii foram realizadas, sendo a etapa iii limitante ao prosseguimento da rota. 

 

Reagentes e condições: (i) 1. (CO2)Cl2 (0,7 eq.), DMF (cat.), DMF, DCM, N2, t.a. 2. naftil-amina (0,3 eq.), Et3N (1 eq.), DCM, 

N2, t.a.; (ii) Boc2O (2 eq.), DMAP (0,25 eq.), MeCN, N2, t.a. (iii) Pd(OAc)2 (0,1 eq.), PPh3 (0,25 eq.), Na2CO3 (1 eq.), DMF, 
refluxo; (iv) DIBAL, 0 ºC–rt; (v) 2 M HCl (vi) CH3I (10 eq.), MeCN, 60 ºC. 

Figura 24. Rota sintética para a obtenção das benzofenantridinas. 
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4.3.3 Resultados e discussão 

4.3.3.1 Obtenção das N-naftil-benzamidas 

Para a formação da amida, foi necessário obter o cloreto de ácido a partir do 

ácido 2-bromo-benzoico e, posteriormente, reagi-lo com a amina para formação da 

amida, na presença de base (Et3N), DCM e atmosfera inerte (BERNARDO et al., 

2008). Para tanto, a reação do ácido benzoico com cloreto de tionila em refluxo é 

usualmente descrita na literatura no contexto da síntese de benzofenantridinas, e foi 

inicialmente preconizada, obtendo-se, após adição da naftil-amina, o composto 

metoxilado 9b com, 42 % de rendimento (figura 25) (BERNARDO et al., 2008; 

CHENG et al., 2014; HARAYAMA et al., 2001). 

 
Reagentes e condições: (i) SOCl2  (6,8 eq.), refluxo. (ii) 2-naftil-amina (1 eq.), Et3N (2 eq.), CH2Cl2 , t.a., N2.  

Figura 25. Síntese dos intermediários N-naftil-benzamídicos, utilizando SOCl2 como reagente para a 
obtenção de cloreto de ácido. 

A obtenção do cloreto de ácido é uma etapa importante para a formação da 

amida, pois o cloreto é um grupo de saída melhor que a hidroxila na etapa de adição 

nucleofílica à carbonila  (CLAYDEN et al., 2012). Nesta reação, o átomo de enxofre 

do SOCl2 é eletrofílico e sofre ataque da carboxila, formando um intermediário 

instável e altamente eletrofílico (figura 26). A protonação deste intermediário pelo 

HCl formado no meio reacional gera um eletrófilo capaz de reagir com o íon cloreto, 

formando um intermediário tetraédrico que dará origem ao cloreto de acila, dióxido 

de enxofre e ácido clorídrico. Esta etapa é irreversível, uma vez que SO2 e HCl são 

liberados na forma de gás. Embora o HCl esteja envolvido nesta reação, ele não 

pode ser usado como o único reagente para a produção de cloretos ácidos, pois é 

necessário ter um composto de enxofre ou fósforo para remover o oxigênio 

(CLAYDEN et al., 2012).  
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Figura 26. Mecanismo de formação de cloreto de ácido a partir de ácido carboxílico e cloreto de 
tionila (CLAYDEN et al., 2012).  

Embora cloretos de ácidos sejam classicamente obtidos da reação de ácidos 

carboxílicos com cloreto de tionila, o rendimento obtido não foi elevado. Ademais, a 

reação requer a remoção do excesso de cloreto de tionila antes da adição da amina 

e face às particularidades do reagente e da estrutura do laboratório, este 

procedimento ofereceu riscos à saúde, o que representou uma desvantagem 

importante. 

Por este motivo, obtenção  do cloreto de ácido a partir da reação do ácido 

carboxílico com cloreto de oxalila e DMF foi preconizada (MONTALBETTI; FALQUE, 

2005). As amidas foram obtidas com sucesso e o método de síntese se mostrou 

eficiente, obtendo-se produtos com rendimentos apreciáveis, entre 63 e 82 % (tabela 

5). Adicionalmente, a amida formada precipitou no meio reacional,  possibilitando 

seu isolamento por filtração à vácuo, método rápido e econômico para purificação.  

Tabela 5. Resultados obtidos na síntese dos intermediários amídicos. 

Composto R1 R2 R3 Aspecto físico η (%) 

9a H H H Sólido branco 82 
9b H OCH3 H Sólido branco 63 
9c H OCH3 OCH3 Sólido branco 77 
9d -OCH2O- H Sólido branco 83 

Esta reação se inicia com o ataque nucleofílico da amida do DMF à carbonila 

do cloreto de oxalila, formando um intermediário tetraédrico que sofre eliminação de 

íon cloreto (figura 27). Este ataca a ligação C=N, gerando um novo intermediário 

tetraédrico. O par eletrônico do nitrogênio se desloca para formar novamente uma 

ligação C = N, culminando na eliminação de gases CO e CO2. O intermediário 
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catiônico formado da reação com DMF reage rapidamente com a carboxila, 

formando um intermediário que captura o íon cloreto e gera o cloreto de acila, com 

DMF regenerado (CLAYDEN et al., 2012).  

  

Figura 27. Mecanismo de formação de cloreto de ácido a partir de ácido carboxílico e cloreto de 
oxalila. (A) Mecanismo catalítico do DMF sobre o (CO)2Cl2 para formação do intermediário catiônico. 
(B) Ataque da carboxila ao intermediário catiônico para obtenção do cloreto de ácido (CLAYDEN et 
al., 2012). 

A obtenção da amida, propriamente, ocorre a partir da adição do nitrogênio 

nucleofílico da naftil-amina à carbonila do cloreto de acila, formando um 

intermediário zwiteriônico tetraédrico instável (figura 28). Este intermediário sofre 

uma reação de eliminação do íon cloreto, com posterior remoção do próton do 

nitrogênio pela base, trietilamina. 

 

Figura 28. Mecanismo de formação de amida a partir de cloreto de ácido e amina. 

A formação do composto é verificada pelo singleto em 10,47 ppm, referente ao 

hidrogênio da amida (figura 29), bem como pela respectiva carbonila em 166,4 ppm 

(figura 30). Sinais referentes aos anéis aromáticos são observados na faixa de 7 a 8 

ppm, enquanto o sinal da metoxila encontra-se em campo alto (3,85 ppm).  
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RMN 
1
H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 10,47 (s, 1H, 11-NH), 8,20 (t, 1H, J = 4,5 Hz, 6-ArH), 7,96 (t, 1H, J = 4,5 Hz, 3-ArH), 7,85 (d, 

1H, J = 8 Hz, 7-ArH), 7,75 (d, 1H, J = 7,3, 9-ArH), 7,63 (d, 1H, J = 8,8 Hz, 15-ArH), 7,57-7,53 (m, 3H, 1,2,8-ArH), 7,27 (d, 1H, J 

= 2,6 Hz, 18-ArH), 7,03 (dd, 1H, J = 2,6 Hz, J = 8,8 Hz, 16-ArH), 3,85 (s, 3H, 20-OCH3).  

Figura 29. Espectro de RMN 
1
H do composto 9b, indicando os principais sinais para a identificação 

das N-naftil-benzamidas. As cores na molécula ilustram os hidrogênios especificados para cada 
deslocamento químico.  Vermelho = hidrogênios do sistema naftílico; verde = hidrogênios do anel 
benzílico; azul = hidrogênios da metoxila. 

 

 

RMN 
13

C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 166,4 (C12), 158,5 (C17), 140,0 (C10), 133,7 (C13), 133,5 (C15), 133,1 (C4), 128,4 (C5), 

127,9 (C3), 126,0 (C8, C2), 125,9 (C7), 125,4 (C1), 123,2 (C6) 122,7 (C16), 116,9 (C9), 114,5 (C18), 109,2 (C14), 55,7 (C20). 

Figura 30. Espectro de RMN 
13

C do composto 9b, indicando os principais sinais para a identificação 
das N-naftil-benzamidas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada 
deslocamento químico.  Vermelho = carbonos do sistema naftílico; verde = carbonos do anel 
benzílico; azul = carbono da metoxila. 
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4.3.3.2 Proteção das N-naftil-benzamidas 

Referências desta rota sintética estabelecem uma etapa de proteção do 

nitrogênio da amida antecedendo a reação de ciclização (BERNARDO et al., 2008; 

CHENG et al., 2014; FUKUDA et al., 2017; HARAYAMA et al., 2001; KARAKI et al., 

2014; PRADO; MICHEL; KOCH, 2006; SMIDRKAL, 1988; TATTON; SIMPSON; 

DONOHOE, 2014). Proteção de grupos funcionais são realizadas no intuito de 

aumentar a seletividade da reação e reduzir a formação de subprodutos (WUTS, 

2014), embora a reação de Heck (ciclização) seja descrita como uma síntese 

altamente seletiva e que, na maioria das vezes, não é dificultada pela presença de 

heteroátomos como nitrogênio, oxigênio e enxofre (JAGTAP, 2017).  

Entre os métodos preconizados para  para N-proteção  de amidas está a 

alquilação com reagentes como bromometil-metil-eter (MOMBr) ou clorometil-metil-

eter (MOMCl) na presença de base (BERNARDO et al., 2008; CHENG et al., 2014; 

HARAYAMA et al., 2001). Porém, ao se aplicar o método utilizando MOMBr (figura 

31), descrito por Bernardo et al (2008), não foi observada conversão do material de 

partida. 

 

Reagentes e condições: MOMBr (2 eq.), NaH (7 eq.), THF, N2, t.a.-40 ºC. 

Figura 31. N-proteção com bromometil-metil-éter. 

Um fator que pode contribuir para a baixa reatividade das amidas é o fato de 

que, ao contrário de nitrogênios de aminas, nitrogênios de amidas não são bons 

nucleófilos, tendo em vista que seu par de elétrons livre participa da ressonância 

desta função (CLAYDEN et al., 2012). Assim, utiliza-se neste tipo de reação uma 

base forte, como o hidreto de sódio, que desprotona o nitrogênio e favoreceria sua 

reatividade frente ao carbono eletrofílico do MOMBr (figura 32). 

 
Figura 32. Mecanismo de N-proteção de amida com bromometil-metil-éter (MOMBr).  
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Neste sentido, optou-se por explorar a proteção com Boc2O. Embora este 

reagente seja classicamente utilizado na proteção de aminas, reações para proteção 

de amidas também são descritas, incluindo amidas aromáticas (GREHN et al., 1986; 

LIU et al., 2017; PRADO; MICHEL; KOCH, 2006). 

A proteção da amida com Boc2O utilizou DMAP como catalisador (MENG; LEI; 

SZOSTAK, 2017) e permitiu a obtenção do produto protegido com 71 % de 

rendimento. A reação para proteção do intermediário amídico se inicia com o ataque 

do DMAP à carbonila do di-terc-butil-dicarbonato, com saída de terc-butil-carbonato 

e formação de um intermediário catiônico altamente eletrofílico, que é então atacado 

pelo nitrogênio da amida (figura 33). O terc-butil-carbonato formado na etapa 

anterior captura o próton da amida, formando o produto protegido de interesse. 

Paralelamente, tem-se terc-butil-bicarbonato como subproduto da reação, que sofre 

uma reação intramolecular gerando CO2 e terc-butanol. 

  

Figura 33. Mecanismo de N-proteção de amida com di-terc-butil-dicarbonato (Boc2O). (A) Mecanismo 
catalítico do DMAP sobre o Boc2O para formação do intermediário catiônico, que reage com a amida 
para obtenção do produto protegido. (B) Um subproduto terc-butil-bicarbonato é formado, a partir do 
qual são gerados CO2 e terc-butanol. 

A formação do produto é verificada pelo desaparecimento do sinal referente ao 

hidrogênio da amida secundária, que se encontraria em torno de 10 ppm. 

Adicionalmente, observa-se a presença do sinal relacionado à terc-butila do grupo 

protetor (figura 34). No espectro de carbono, observa-se a sinal referente à carbonila 

do carbamato, em 157,0 ppm, enquanto sinais do grupo terc-butil são verificados em 

83,5 e 26,8 ppm (figura 35). 
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RMN 

1
H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 8,05 (t, 2H, J = 3,6 Hz, 3, 6-ArH), 7,90 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-ArH), 7,71-7,58 (m, 5H, 1, 2, 8, 9, 

15-ArH), 7,63 (d, 1H, J = 8,8 Hz, 15-ArH), 7,30 (d, 1H, J = 2,8 Hz, 18-ArH), 7,03 (dd, 1H, J = 2,8 Hz, J = 8,8 Hz, 16-ArH), 3,83 
(s, 3H, 20-OCH3), 1,12 (s, 9H, t-Bu).  

Figura 34. Espectro de RMN 
1
H do composto 10b, indicando os principais sinais para a identificação 

das N-naftil-benzamidas protegidas com Boc. As cores na molécula ilustram os hidrogênios 
especificados para cada deslocamento químico.  Vermelho = hidrogênios do sistema naftílico; verde = 
hidrogênios do anel benzílico; azul = hidrogênios da metoxila; preto = hidrogênio da terc-butila. 

 
RMN 

13
C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 169,0 (C12), 158,6 (C17), 157,0 (C21), 140,5 (C10), 134,4 (C13), 133,8 (C15), 133,2 (C4), 

130,1 (C5), 128,7 (C3), 128,3 (C2), 127,1 (C8), 126,5 (C7), 126,3 (C1), 125,7 (C6) 121,6 (C16), 116,8 (C9), 113,4 (C18), 108,3 
(C14), 83,5 (C23), 55,7 (C20), 26,8 (C24-26). 

Figura 35. Espectro de RMN 
13

C do composto 10b, indicando os principais sinais para a identificação 
das N-naftil-benzamidas protegidas com Boc. As cores na molécula ilustram os carbonos 
especificados para cada deslocamento químico.  Vermelho = carbonos do sistema naftílico; verde = 
carbonos do anel benzílico; azul = carbono da metoxila; preto = carbonos das carbonilas e terc-butila. 
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4.3.3.3 Obtenção dos intermediários tetracíclicos  

A etapa subsequente da rota sintética consiste na ciclização dos compostos via 

reação intramolecular Heck-type, obtendo-se as respectivas lactamas. 

Classicamente, a reação de Heck é uma reação de acoplamento cruzado entre 

haletos orgânicos e olefinas, que utiliza catalisador de paládio e base (GIBSON; 

MIDDLETON, 1996; HECK, 1968). Sendo assim, a síntese apresentada trata-se de 

uma adaptação deste tipo de reação. 

A tabela 6 apresenta as condições reacionais testadas para a obtenção dos 

intermediários tetracíclicos. A referência adotada inicialmente como base para a 

reação de ciclização (CHENG et al., 2014) apresenta a condição utilizada para as 

entradas 1 (nitrogênio desprotegido) e 9 (nitrogênio protegido). Após 24 h de reação, 

não foi verificada conversão do reagente de partida, mesmo para a amida protegida. 

Baseado-se na literatura, foram alteradas as condições reacionais, variando-se o 

solvente (MeCN) e a base (K2CO3, Cs2CO3, Ag2CO3), conforme verificado para as 

entradas 2 a 8 e 10 a 16 (FUKUDA et al., 2017; LI; LIN; HSU, 2001). Não houve 

obtenção do produto desejado, sendo eventualmente verificada a degradação do 

material de partida, com obtenção de intermediários das etapas anteriores da rota 

sintética, o que foi corroborado pelos espectros de RMN.  

Mediante às dificuldades encontradas na rota sintética proposta, buscou-se na 

literatura rotas alternativas. Métodos robustos, partindo de reagentes como 

indanonas ou fenil-dioxolanos foram encontrados (LE; GANG; CHO, 2004; 

SAINSBURY; DYKE; MOON, 1970; TATTON; SIMPSON; DONOHOE, 2014). 

Verificou-se, ainda, métodos baseados em estratégias de aminação redutiva e 

reações radicalares (GILLESPIE; AMOROS; STERMITZ, 1974; SMIDRKAL, 1988; 

ŠMIDRKAL, 1984; STÝSKALA; HLAVÁČ; CANKAŘ, 2013).  
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Tabela 6. Condições reacionais aplicadas para a obtenção dos intermediários tetracíclicos. Todas as 
reações foram realizadas sob atmosfera inerte (N2) e refluxo. 

 

Entrada R R’ Solvente Base 
Equivalentes 
de Pd(OAc)

2
 

PPh
3
 

1 H O DMF Na
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

2 H O ACN Na
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

3 H O DMF K
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

4 H O ACN K
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

5 H O DMF Cs
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

6 H O ACN Cs
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

7 H O DMF Ag
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

8 H O ACN Ag
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

9 Boc O DMF Na
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

10 Boc O ACN Na
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

11 Boc O DMF K
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

12 Boc O ACN K
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

13 Boc O DMF Cs
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

14 Boc O ACN Cs
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

15 Boc O DMF Ag
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

16 Boc O ACN Ag
2
CO

3 
(1 eq) 0,1 0,25 

17 CH
3
 H

2
 DMF K

2
CO

3 
(1 eq) 0,2 0,4 

18 CH
3
 H

2
 ACN K

2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

19 CH
3
 H

2
 DMF Na

2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

20 CH
3
 H

2
 ACN Na

2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

21 CH
3
 H

2
 DMF Cs

2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

22 CH
3
 H

2
 ACN Cs

2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

23 Boc O DMF Na
2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

24 Boc O ACN Na
2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

25 Boc O DMF K
2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

26 Boc O ACN K
2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

27 Boc O DMF Cs
2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

28 Boc O ACN Cs
2
CO

3 
(2 eq) 0,2 0,4 

Dentre os métodos encontrados, a rota descrita por Harayama e colaboradores 

(2004) (entrada 17) utiliza aminas terciárias como reagente de partida em detrimento 

da amida, obtendo-se uma benzodi-idrofenantridina. Maior proporção dos reagentes 

em relação ao material de partida também é empregada e K2CO3 é utilizado como 

base. Neste sentido, N-(2-bromobenzil)-N-metilnaftalen-1-amina foi obtida conforme 

o método descrito para a síntese das N-benzil-naftil-aminas e foi utilizada como 
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reagente de partida para a obtenção do intermediário tetracíclico (HARAYAMA et al., 

2004). O método não permitiu a obtenção do produto esperado, sendo variados o 

solvente (MeCN) e a base (Na2CO3, Cs2CO3, Ag2CO3), conforme entradas 18 a 22. 

Em geral, observou-se indícios de conversão do reagente de partida após, 

aproximadamente, 16 h de reação. Ao aplicar métodos cromatográficos para a 

purificação, não foi possível isolar quaisquer dos compostos visualizados na CCD. 

Tendo em vista que na mesma constavam 6 manchas e o tempo de reação, 

acredita-se que o reagente de partida sofreu degradação.  

Para as entradas 23 a 28, aplicou-se as condições utilizadas nas entradas 17 a 

22, porém utilizando a amida protegida como reagente de partida, onde foram 

verificados os mesmos resultados obtidos para as entradas 1 a 16. 

Como a maioria das reações de acoplamento carbono-carbono, o primeiro 

passo do ciclo catalítico desta reação envolve a adição oxidativa do haleto de arila 

ao Pd(0) para permitir a formação de um complexo de Pd(II) (figura 36). A ligação 

carbono-carbono é formada, com um novo complexo carbono-paládio, seguido de 

eliminação do hidreto e obtenção do produto de interesse. A etapa de eliminação 

redutiva permite a regeneração do catalisador de paládio, e o ciclo catalítico pode 

ocorrer novamente (GIBSON; MIDDLETON, 1996; HECK, 1968). 

Dentre as várias espécies de haleto empregados na reação de Heck, os 

cloretos de arila são de especial interesse em virtude do seu baixo custo e 

disponibilidade comercial com uma variedade de padrões de substituição. 

Entretanto, brometos e iodetos são vantajosos devido à maior reatividade, tendo em 

vista que a energia de dissociação da ligação destes elementos ao carbono é inferior 

quando comparados ao cloro (SMITH; MARCH, 2007). 
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Figura 36. Ciclo catalítico da reação de acoplamento cruzado de Heck (GIBSON; MIDDLETON, 
1996). 

Existe disponível uma diversidade de catalisadores de paládio que podem ser 

empregados neste tipo de reação, desde complexos de paládio divalente ou 

zerovalente até na forma de nanopartículas. Adicionalmente, as condições para a 

reação costumam requerer temperaturas elevadas e uso de solventes apróticos 

como DMA e DMF, além do uso de base como trietilamina, entre outras. Embora 

frequentemente altos rendimentos estejam atrelados a este método de reação, 

limitações podem ser encontradas como necessidade de alta concentração do 

precursor catalítico para substratos menos reativos (JAGTAP, 2017). 

Neste sentido, uma concentração mais alta do catalisador, bem como o uso de 

outros solventes polares apróticos com alto ponto de ebulição (além do DMF) 

representam uma estratégia que poderia ser melhor explorada no intuito de se 

estabelecer uma condição reacional que permitisse a obtenção dos intermediários 

tetracíclicos.  
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5 AVALIAÇÃO BIOLÓGICA IN VITRO 

Os ensaios biológicos foram realizados em colaboração com as pesquisadoras 

profª Dra. Elizandra Braganhol, Dra. Priscila Oliveira e Me. Rosania Yang, vinculadas 

ao Laboratório de Biologia Celular da Universidade Federal de Ciências da Saúde de 

Porto Alegre. O detalhamento dos ensaios biológicos é descrito em ―parte 

experimental‖. 

5.1 INTRODUÇÃO 

Gliomas compreendem um grupo de tumores do sistema nervoso central (SNC) 

característicos das células neurogliais, como astrócitos e oligodendrócitos. O 

glioblastoma, em particular, é o tipo de glioma mais comum, correspondendo 54% 

de todos os gliomas e 16% de todos os tumores cerebrais primários. Entre os 

gliomas, o  glioblastoma é o tumor de maior malignidade, sendo altamente letal e 

com um prognóstico ruim, que está relacionado à resistência tumoral, à 

quimioterapia e à metástase (OH et al., 2017; VLEESCHOUWER, 2017). 

Em 2018, foram registrados 296.851 novos casos de encefálicos e 241.037 

óbitos em todo o mundo. Embora estes tipos de cânceres não estejam entre os de 

maior prevalência, eles destacam-se pela sua agressividade e mortalidade, que 

pode ser estimada em 81 %  (GLOBOCAN, 2019a). A sobrevida de pacientes de 

glioblastoma não tratados é de três meses, e se extende a apenas quinze meses 

quando submetidos a tratamento. Tal tratamento consiste classicamente na remoção 

cirúrgica, radioterapia e quimioterapia com o agente alquilante temozolamida 

(VLEESCHOUWER, 2017).  

Cerca de 50% dos pacientes não respondem ao tratamento com temozolamida. 

(LEE, 2016). Várias linhagens de glioblastoma (ex.: LN-18, T98G, U138, CCF-

STTG1, U343-MG), são resistentes ao fármaco, principal quimioterápico no 

tratamento da doença. Células U87MG de glioblastoma, embora consideradas 

sensíveis à temozolamida, podem apresentar valores de IC50 superiores a 100 µM 

(ALONSO et al., 2007; BAER et al., 1993; KANZAWA et al., 2003).  

Células de glioblastoma apresentam desregulação da morte celular apoptótica, 

de maneira que a indução da apoptose nestas células representa uma estratégia 
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interessante no desenvolvimento de novos antitumorais, mais eficazes (VALDÉS-

RIVES et al., 2017). Adicionalmente, células de glioblastoma, como U87MG, 

apresentam expressão aumentada de proteínas antiapoptóticas da família Bcl-2, 

incluindo a Bcl-xL e são sensíveis à sanguinarina (JIANG; ZHENG; RICH, 2003; 

SAEED et al., 2018). Portanto, a linhagem U87MG representa um modelo 

interessante para a avaliação da atividade biológica dos compostos planejados. 

5.2 MÉTODO 

Os experimentos foram delineados conforme esquematizado na figura 37. 

Inicialmente, avaliou-se a atividade citotóxica dos compostos sintetizados pelos 

métodos do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) e SRB 

(sulforrodamina B) em linhagem U87MG de glioblastoma (SOMENSI et al., 2017; 

ZANOTTO-FILHO et al., 2015). A atividade frente a fibroblastos de pulmão fetal 

MRC-5, linhagem não tumorigênica forneceu informações sobre seletividade e 

segurança ds compostos. 

 

Figura 37. Fluxograma simplificado das etapas propostas para os estudos biológicos.  

Tendo em vista que a Bcl-xL é uma proteína envolvida na via mitocondrial de 

apoptose, estudos dos mecanismos de indução de morte celular em linhagem 

U87MG também foram planejados. A avaliação do tipo de morte celular (apoptose 

ou necrose) envolvida na ação citotóxica foi realizada por coloração com anexina V 

e iodeto de propídio (PI – Propidium Iodide), enquanto a avaliação do potencial de 

membrana mitocondrial por coloração com rodamina 123 forneceu informações 

sobre a via de morte apoptótica (intrínseca ou extrínseca).  Análise do ciclo celular 

1 - CITOTOXICIDADE 
• MTT 
• SRB 

2 - ANÁLISE 
MORFOLÓGICA 

• Microscopia óptica 

3 - MECANISMO DE 
MORTE CELULAR 
• Anexina/ PI 

4 - DESPOLARIZAÇÃO 
DA MEMBRANA 
MITOCONDRIAL 
• Rodamina 123 

5 - ANÁLISE DO CICLO 
CELULAR 

• Citometria de fluxo 
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foi realizada para verificação de possível interrupção do mesmo associada ao efeito 

citotóxico (KANIPANDIAN; LI; KANNAN, 2019; SOMENSI et al., 2017).  

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.3.1 Avaliação da citotoxicidade 

O protótipo, sanguinarina, bem como os análogos sintetizados, foram avaliados 

quanto à sua atividade citotóxica em linhagem de glioblastoma multiforme U87MG 

para determinação do potencial antitumoral. A atividade frente a fibroblastos de 

pulmão fetal MRC-5, linhagem não tumorigênica, foi avaliada para determinação da 

seletividade. Para tanto, foram empregados os métodos do MTT e SRB. 

O ensaio de MTT baseia-se na redução deste sal pelo sistema enzimático 

mitocondrial, através da atividade de desidrogenases que clivam o anel tetrazólico e 

convertem o MTT em um produto insolúvel denominado formazan, o qual reflete o 

normal funcionamento da mitocôndria e consequentemente a viabilidade celular. 

Este produto final, de cor violeta, é quantificado por método espectrofotométrico, 

após lise celular induzida e solubilização em DMSO. A quantidade de formazan 

produzida foi correlacionada com a concentração de células viáveis. Quanto maior a 

concentração de células vivas, maior é a taxa de biotransformação do MTT e, 

consequentemente, a concentração do produto reduzido (AZIZ, 2006).  

O ensaio da sulforrodamina B (SRB), por sua vez, se baseia na ligação deste 

composto a proteínas celulares, através de dois grupos ácidos sulfônicos que se 

ligam a resíduos básicos de aminoácidos sob condições ligeiramente ácidas, e se 

dissociam sob condições básicas.  A SRB retida na célula pelas interações com 

suas proteínas foi quantificada por espectrofotometria, tendo em vista que é tida 

como um corante de coloração vermelha. A quantidade de SRB foi então 

correlacionada com a densidade celular. Quanto maior a concentração de células, 

maior é a concentração de proteínas e, consequentemente, a quantidade de SRB 

ligada (ORELLANA; KASINSKI1, 2016).  

A avaliação da citotoxicidade utilizando métodos de princípios distintos torna-se 

relevante visto que tanto o método do MTT como o da SRB apresentam limitações 

que são inerentes à própria técnica, como reações químicas entre os compostos 
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avaliados e os reagentes do experimento, e a associação das duas medidas garante 

maior confiabilidade ao resultado obtido (VICHAI; KIRTIKARA, 2006).  

Inicialmente, foi realizado um screening para determinar a potencial atividade 

antitumoral de todos os compostos sintetizados, por meio da exposição de culturas 

de linhagem de glioma de humano U87MG a concentrações crescentes (6,25-100 

µM) dos compostos por um período de 72 h (figura 38).  

Conforme apresentado na figura 38, compostos das duas séries planejadas, 

resultaram em uma redução da viabilidade e da proliferação celular, apresentando 

um perfil de atividade antiglioma concentração-dependente. Os valores de IC50 para 

os compostos desenvolvidos e para a sanguinarina (molécula protótipo) foram 

calculados e estão apresentados na tabela 7.  Valores de IC50 entre 35 e 93 µM 

foram verificados para o ensaio por MTT, enquanto por SRB valores entre 26 e 86 

µM foram observados.  Estes valores apresentam-se superiores aos valores de IC50 

da temozolamida nesta linhagem (100 µM) (ALONSO et al., 2007; BAER et al., 

1993; KANZAWA et al., 2003), reforçando o potencial antitumoral dos compostos.  

Considerando os resultados obtidos nas análises de viabilidade e de 

proliferação celular, verifica-se que a série N-benzil-naftil-amina representa a série 

de análogos mais ativa (compostos 3a-e e 4a-e), sendo o composto N-metilado 4a, 

com metoxila na posição 4, o mais ativo. O composto 3c, trimetoxilado, também 

apresentou maior atividade antitumoral quando comparado aos demais, o que é 

reforçado pela efetividade do tratamento com concentrações menores (12,5 µM e 

6,25 µM) dos compostos 3c e 4a, respectivamente. O mesmo foi possível observar 

com o composto 6e, a partir de 25 µM. A aril-isoquinolina 6e, com substituinte 

etilenodioxi, representou o compostos mais ativo da sua série (compostos 6a-e e 7a-

e). Devido a essas características, os três compostos (3c, 4a e 6e) foram 

inicialmente considerados os mais relevantes e, portanto, submetidos a estudos 

mecanísticos. 
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Figura 38. Viabilidade celular da linhagem de glioblastoma humano (U87MG) após 72 h de 
tratamento com sanguinarina (San) e os respectivos análogos pelos métodos do MTT (A) e SRB (B). 
Dados são expressos em porcentagem referente ao controle. As concentrações testadas variaram de 
6,25 µM a 100 µM nos compostos sintetizados e de 1,56 µM a 25 µM para a sanguinarina. 
*p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001;****p<0,0001 
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Tabela 7. Valores de IC50 da sanguinarina e seus respectivos análogos frente à linhagem de 
glioblastoma U87MG, destacando os compostos mais promissores 3c, 4a e 6e. 

Composto Estrutura geral R1 R2 R3 
IC50 U87MG (µM) 

MTT SRB 

3a  H OCH3 H > 100 > 100 

3b OCH3 OCH3 H > 100 > 100 

3c OCH3 OCH3 OCH3 72,54 ± 3,4 33,7 ± 10,9 

3d -OCH2O- H 78,4 ± 6,2 57,6 ± 7,5 

3e H Cl H 62,8 ± 9,5 67,3 ± 6,7 

4a  H OCH3 H 35,0 ± 2,8 34,5 ± 8,1 

4b OCH3 OCH3 H >100 52,3 ± 7,1 

4c OCH3 OCH3 OCH3 >100 39,4 ± 2,6 

4d -OCH2O- H >100 86,2 ± 3,5 

4e H Cl H 93,6 ± 0,3 82,8 ± 4,6 

6a 
 

H OCH3 H > 100 > 100 

6b OCH3 OCH3 H > 100 73,32 ± 9,3 

6c OCH3 OCH3 OCH3 >100 83,5 ± 9,7 

6d -OCH2O- H >100 > 100 

6e -OCH2CH2O- H 79,9 ± 3,4 37,1 ± 5,1 

7a  

H OCH3 H >100 26,5 ± 11,9 

7b OCH3 OCH3 H >100 > 100 

7c OCH3 OCH3 OCH3 >100 > 100 

7d -OCH2O- H >100 48,9 ± 15,0 

7e -OCH2CH2O- H >100 36,5 ± 8,9 

sanguinarina 
    

3,0 ± 0,3 4,2 ± 0,7 

temozolamida 
    

> 100 

 

Também foram observadas alterações evidentes da densidade e morfologia 

celular. A figura 39 apresenta a cultura celular de U87MG após o tratamento com a 

sanguinarina, 3c, 4a e 6e, sendo possível observar que os tratamentos com 3c e 4a 

se refletem em modificação do formato estrelar das células U87MG para esférico e 

presença de vacúolos característicos de indução de morte por apoptose.  
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Figura 39. Morfologia celular da linhagem U87MG após 72h de tratamento. (A) Controle (células não 
tratadas). (B) Controle DMSO 0,5 %.  (C) Células tratadas com sanguinarina. (D) Células tratadas 
com 3c. (E) Células tratadas com 4a. (F) Células tratadas com 6e.  

A sanguinarina e os respectivos análogos que apresentaram atividade 

antitumoral mais promissora (3c, 4a e 6e) foram testados em linhagem de 

fibroblastos humanos MRC-5, a qual foi utilizada como um modelo de célula não 

transformada, com o objetivo de avaliar a seletividade dos compostos 

desenvolvidos. Assim, culturas de MRC-5 foram expostas a concentrações 

crescentes dos referido compostos por 72 h e o valor de IC50 foi determinado com 
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base nos dados da análise da viabilidade mitocondrial utilizando o método do MTT. 

Além disso, a partir dos dados de IC50 nesta linhagem, foi determinado o índice de 

seletividade (IS) (tabela 8). O IS é a relação entre IC50 em linhagem não-tumoral 

(MRC-5) e linhagem tumoral (U87MG). Este valor pode ser utilizado para estimar a 

segurança do composto, de modo que quanto maior o valor deste índice, maior a 

diferença entre a IC50 em células tumorais e células não tumorigênicas e, portanto, 

maior seletividade do composto para uso nas células neoplásicas. É considerado 

significativo para compostos antitumorais um IS igual ou superior a 2, que indica que 

o composto em análise pode ser aplicado no dobro da concentração sem apresentar 

citotoxicidade na célula não tumorigênica  (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).  

Tabela 8. Valores de IC50 da sanguinarina e seus análogos frente a linhagens U87MG e MRC-5, 
obtidos pelo método do MTT, e os respectivos índices de seletividade. 

Composto 
IC50 (µM) Índice de 

seletividade* U87MG MRC-5 

3c 72,54 38,25 0,5 
4a 35,0 85,47 2,4 
6e 79,9  153,9 1,9 

Sanguinarina 3,0 3,27 1,1 

*Índice de seletividade =   IC50 (µM) linhagem não-tumorigênica 
                                                  IC50 (µM) linhagem tumoral 
 
 

O composto 4a foi o análogo mais seletivo, seguido de 6e. O composto 3c, por 

sua vez, não foi seletivo, assim como a sanguinarina.  Embora a sanguinarina tenha 

sido superior em relação à sua ação em linhagem U87MG, os análogos 6e e, mais 

significativamente, 4a, tornam-se os compostos mais interessantes como candidatos 

a antitumorais, visto que são potencialmente mais seguros. Estes compostos foram 

tidos como os mais promissores e, portanto, submetidos aos estudos de modelagem 

molecular, conforme será apresentado no item 7 do presente trabalho. 

5.3.2 Avaliação da indução de morte celular 

O mecanismo de indução de morte relacionado ao tratamento com 

sanguinarina, 3c, 4a e 6e foi avaliado em linhagem U87MG, empregando-se os 

respectivos valores de IC50. Para tanto, realizou-se dupla marcação das células 

controle e tratadas com anexina e iodeto de propídio (PI, propidium iodide), seguida 

de análise por citometria de fluxo. 
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A anexina é uma molécula que se complexa à fosfatidilserina, um fosfolipídio 

que normalmente encontra-se no interior da membrana celular. Durante a apoptose, 

este fosfolipídio é externalizado a fim de permitir o reconhecimento celular por 

macrófagos e, consequentemente, a fagocitose. A anexina liga-se à fosfatidilserina 

externalizada e permite a quantificação de células em apoptose. O PI, por sua vez, 

não é capaz de penetrar a membrana celular íntegra. Portanto, a marcação celular 

com PI indica a população que apresentou perda da integridade da membrana 

plasmática por dano ou morte celular. Células coradas com fluorescência verde 

(anexina) foram consideradas células apoptóticas em estado inicial (apoptose 

precoce), aquelas duplamente marcadas com anexina e PI foram consideradas 

células em apoptose tardia ou necrose, enquanto células viáveis não apresentam 

marcação (KOOPMAN et al., 1994) (figura 40A). 

A figura 40B mostra que o tratamento com o protótipo sanguinarina aumentou 

em 70% a população de células em apoptose tardia/necrose, enquanto os 

compostos 3c, 4a e 6e induziram uma apoptose inicial (50 a 70%), evidenciando um 

perfil de morte programada desejada nos tratamentos de células tumorais, a qual é 

considerado um mecanismo de morte limpa, evitando o dano de células normais 

adjacentes ao tumor, bem como o desenvolvimento de uma resposta 

imune/inflamatória exacerbada (GALLUZZI et al., 2007; HANAHAN; WEINBERG, 

2011). Além disso, esses dados estão em acordo com as alterações morfológicas 

verificadas nas células U87MG expostas aos referidos compostos (Figura 39), onde 

o protótipo sanguinarina induziu uma extensiva citotoxidade, evidenciando-se na 

cultura a presença de restos celulares e de células com vacúolos, comportamento 

contrário às moléculas sintetizadas. 

A apoptose é um processo fisiológico de morte celular programada 

caracterizado por diversas alterações morfológicas e bioquímicas das células e é de 

crucial importância, entre outras coisas, na eliminação de tumores (BERGANTINI; 

SOUZA; FETT-CONTE, 2005; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Por este 

motivo, grande parte dos quimioterápicos antineoplásicos disponíveis na terapêutica 

baseia seu mecanismo na indução da morte celular apoptótica (BRUNTON; 

CHABNER; KNOLLMANN, 2012; LEMKE; WILLIAMS, 2012). 
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Figura 40. Avaliação da indução de morte celular em linhagem U87MG pela sanguinarina (SAN), 3c, 
4a e 6e, utilizando coloração dupla de anexina (FL1-H)  e PI (FL2-H). (A) Os gráficos de pontos 
mostram a população de células em apoptose e necrose após 72 h de tratamento com sanguinarina, 
3c e 4a e 6e (Q1 = células necróticas; Q2 = células em apoptose tardia; Q3 = células em apoptose 
precoce; Q4 = células viáveis). (B) O gráfico de barras ilustra o aumento do número de células em 
apoptose e necrose após o tratamento nas concentrações relativas aos valores de IC50 sanguinarina 
(San), 3c, 4a e 6e quando comparado com o grupo controle (C - não tratado).   

A sanguinarina, por sua vez, induziu a morte celular por necrose, 

possivelmente devido à sua ação sobre outros alvos, além da Bcl-xL. A necrose é 

considerada prejudicial porque geralmente está associada à perda celular patológica 

e devido à capacidade das células necróticas de promover inflamação, que favorece 
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o desenvolvimento tumoral. Células necróticas liberam sinais pró-inflamatórios no 

microambiente do tecido circundante e, como consequência, células inflamatórias do 

sistema imune são recrutadas para examinar os danos no tecido e remover os 

detritos necróticos. Paralelamente, estas células imunes inflamatórias podem 

contribuir no crescimento da neoplasia a partir da promoção da angiogênese, 

proliferação celular e invasão tecidual (HANAHAN; WEINBERG, 2011; VAKKILA; 

LOTZE, 2004).  

As células necróticas podem também liberar fatores reguladores bioativos, 

como a IL-1α, que podem estimular a proliferação de células viáveis vizinhas e 

eventualmente facilitar a progressão neoplásica (GRIVENNIKOV et al., 2010). 

Portanto, a indução da morte das células tumorais por necrose pode, em certo nível, 

contribuir para o desenvolvimento tumoral ao recrutar células inflamatórias 

promotoras de tumor que trazem fatores estimuladores de crescimento para as 

células sobreviventes (HANAHAN; WEINBERG, 2011; VAKKILA; LOTZE, 2004). 

5.3.3 Avaliação do potencial da membrana mitocondrial 

A proteína Bcl-xL participa da via intrínseca (ou mitocondrial) de apoptose. 

Neste processo, ocorre o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, 

com consequente liberação de proteínas apoptóticas, como cyt c (ELMORE, 2007). 

O aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial implica na despolarização 

da mesma, que pode ser quantificada pelo uso de corantes fluorescentes catiônicos, 

como por exemplo, a rodamina 123, que se acumulam na matriz mitocondrial com 

carga negativa. Neste caso, a indução de morte apoptótica por via extrínseca resulta 

em menor interação do corante com a membrana mitocondrial e, 

consequentemente, menor coloração (KANIPANDIAN; LI; KANNAN, 2019).  

O ensaio de marcação com o corante fluorescente rodamina 123, avaliou o 

grau de despolarização mitocondrial em linhagens U87MG frente ao tratamento com 

os compostos. A figura 41 apresenta imagens representativas da cultura de glioma 

U87MG após o tratamento por 72 h com a sanguinarina e com os análogos 3c, 4a e 

6e. A sanguinarina causou elevada citotoxicidade, que resultou em um baixo número 

de eventos na análise e impossibilitou a avaliação deste parâmetro. 
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Figura 41. Avaliação do potencial da membrana mitocondrial utilizando coloração com rodamina 123. 
A figura mostra cultura de glioma U87MG após o tratamento por 72 h com a sanguinarina (B) e com 
os análogos 3c (C), 4a (D) e 6e (E). (A): controle (não tratado). 
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A figura 42 representa a quantificação da despolarização mitocondrial por 

citometria de fluxo. Conforme apresentado, o tratamento com os compostos induziu 

uma despolarização mitocondrial em torno de 15 % das células U87MG, sugerindo 

que os mesmos poderiam induzir apoptose por via intrínseca. Em conjunto, esses 

dados estão em acordo com as alterações morfológicas verificadas nas células 

U87MG expostas aos referidos compostos (Figura 39), onde o protótipo 

sanguinarina induziu uma extensiva citotoxidade, evidenciando-se na cultura a 

presença de restos celulares e de células com vacúolos, comportamento contrário 

às moléculas sintetizadas, onde a morte celular foi predominantemente induzida por 

apoptose. 

 

Figura 42. Avaliação do potencial da membrana mitocondrial utilizando coloração com rodamina 123. 
O gráfico de barras ilustra o percentual de células despolarizadas após o tratamento com os 
respectivos valores de IC50 de 3c, 4a e 6e.  

A despolarização da membrana mitocondrial observada nos experimentos pode 

sugerir que os compostos 4a e 6e induziriam morte apoptótica pela via intrínseca, 

corroborando o mecanismo proposto para os análogos planejados, que são 

potencialmente capazes de inibir a proteína antiapoptótica Bcl-xL. Entretanto, outros 

ensaios, como por exemplo, de liberação de citocromo c, são necessários para 

atestar a via apoptótica.  

5.3.4 Análise do ciclo celular  

Eventos relacionados ao ciclo celular representam uma barreira à replicação de 

células mutadas (GUEMBAROVSKI; CÓLUS, 2008). No processo de proliferação 

celular, a progressão pelas diversas fases do ciclo celular é regulada por uma rede 

bioquímica de sinalização para assegurar a replicação correta do material genético, 
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segregação dos cromossomos e coordenar a diferenciação, senescência e morte 

celular (MALUMBRES; BARBACID, 2009; OGINO et al., 2005; SOUZA, 2011).  

O ciclo celular ocorre em quatro fases (figura 43), iniciando-se na fase G1 (gap 

1, interfase), na qual a célula aumenta de tamanho, preparando-se para copiar seu 

DNA. Na fase seguinte, de síntese (fase S), ocorre a replicação do DNA. Após 

duplicados os cromossomos, inicia-se a fase G2 (gap 2), onde a célula cresce mais e 

sintetiza proteínas e organelas, se preparando para a mitose. Na mitose (fase M), a 

célula-mãe finalmente se divide ao meio, para produzir duas células filhas. As 

células-filhas imediatamente entram em fase G1 e podem reiniciar o ciclo celular ou 

interromper o ciclo de forma temporária ou definitiva (RIVOIRE et al., 2001). 

 

Figura 43. Esquema do ciclo celular normal (adaptado de University of Leicester, 2019). 

Durante o ciclo celular, as vias de sinalização, principalmente envolvendo 

quinases dependentes de ciclinas, monitoram o sucesso de uma fase completada 

antes de prosseguir para a próxima etapa, processo denominado check point. Neste 

processo, as células podem interromper temporariamente o ciclo celular para reparar 

danos celulares. Quando o dano não é reparado adequadamente, a sinalização no 

check point pode resultar na ativação da morte celular programada (CHEN, 2016; 

PIETENPOL; STEWART, 2002; PUCCI; KASTEN; GIORDANO, 2000). 

Análise do ciclo celular em linhagem U87MG foi realizada em relação aos 

compostos com atividade antitumoral mais destacada, de acordo com os dados de 

IC50 previamente determinados, 3c, 4a e 6e. A figura 44 apresenta os histogramas 
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representativos das análises de ciclo, realizadas em glioma U87MG ao longo de 24, 

48 e 72 h de tratamento.  

 

Figura 44. Efeito da sanguinarina, 3c, 4a e 6e sobre a progressão do ciclo celular de linhagem 
U87MG. As células foram tratadas com concentrações relativas aos valores de IC50 do protótipo 
sanguinarina (San) e com os compostos desenvolvidos 3c, 4a e 6e por 24, 48 e 72h. As fases do 
ciclo celular são mostradas em histogramas representativos obtidos a partir de citometria de fluxo. C 
= controle (não tratado) 

C 

San 

3c 

4a 

6e 
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Inicialmente, o protótipo sanguinarina induziu um bloqueio das células U87MG 

na fase G2/M do ciclo celular nas primeiras 24 e 48 h de tratamento (figura 45). 

Entretanto, ao final do tratamento (72 h) esse perfil foi modificado e parte das células 

ficaram bloqueadas em G0/G1 e um percentual menor na fase G2/M. Importante 

destacar que o bloqueio do ciclo celular na fase G0/G1 foi relatado para a 

sanguinarina em linhagens DU145  e LNCap (ADHAMI et al., 2004; MALIKOVA; 

ZDARILOVA; HLOBILKOVA, 2006) e a interrupção do ciclo celular nesta fase é 

observada para inibidores de proteínas da família Bcl-2 (LIN et al., 2017).  

 

Figura 45. Efeito da sanguinarina (San), 3c, 4a e 6e sobre a progressão do ciclo celular de linhagem 
U87MG. O gráfico de barras ilustra o percentual de células em cada fase do ciclo celular após 24 (A), 
48 (B) e 72 h (C). C = controle (não tratado). 

Os compostos 3c, 4a e 6e, esse último em menor proporção, levaram as 

células U87MG a um bloqueio progressivo na fase G2/M do ciclo celular (Figuras 44 

e 45). Interrupção do ciclo celular na fase M é característica de fármacos que atuam 

em tubulina, como taxanos e alcaloides da vinca, enquanto inibidores de 

topoisomerase, como etoposídeo e camptotecina, interrompem ciclo celular na fase 

G2 (ATTENELLO et al., 2012; CLIFFORD et al., 2003). Não foram encontradas na 

literatura evidências de que a sanguinarina iniba topoisomerase, embora depleção 

da enzima esteja associada ao uso do composto (HOLY; LAMONT; PERKINS, 

2006). Outros alcaloides benzofenantridínicos, como nitidina e fagaronina, são 

conhecidamente inibidores de topoisomerase, que interrompem o ciclo celular na 

fase G2 (LÉOPOLD COMOË et al., 1988; PRADO et al., 2004; WANG; JOHNSON; 

HECHT, 1993). É plausível sugerir que 3c e 4a podem atuar por um mecanismo de 

ação distinto do protótipo, ou ainda, que seriam compostos multi-alvo, e que seu 

efeito citotóxico poderia envolver ação em topoisomerase ou tubulina. 

Os achados biológicos, particularmente a atividade em U87MG, os dados de 

seletividade e de mecanismo de indução de morte celular, trazem os compostos 4a 

e 6e como os análogos mais promissores. Tais compostos foram, portanto, 

selecionados para os estudos de modelagem molecular. 
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6 MODELAGEM MOLECULAR 

Os métodos in silico foram realizados em colaboração com o Dr. Glaucio 

Monteiro Ferreira, pós doutorando do Departamento de Análises Clínicas e 

Toxicológicas da FCF-USP. O detalhamento dos métodos in silico é descrito em 

―parte experimental‖. 

6.1 INTRODUÇÃO 

Ferramentas computacionais são atualmente muito úteis e bastante 

empregadas no desenvolvimento de fármacos. Estas podem ser aplicadas, por 

exemplo, no planejamento de fármacos auxiliado por computador (CADD – 

Computer-Assisted Drug Design), que é definido como o uso de técnicas 

computacionais para descobrir, planejar e otimizar compostos biologicamente ativos 

(SANT’ANNA, 2002). 

A modelagem molecular, em planejamento de fármacos, utiliza-se de métodos 

computacionais para a construção de modelos de estruturas de ligantes e alvos, que 

fornecem informações sobre suas propriedades moleculares e interações, de grande 

valia no desenvolvimento de novos compostos bioativos e estudos de relação 

estrutura-atividade (NADENDLA, 2004; OOMS, 2000; SANT’ANNA, 2002). 

Para a construção dos modelos moleculares e cálculo de propriedades, duas 

principais aproximações podem ser utilizadas: a aproximação clássica, que inclui 

métodos de mecânica molecular e dinâmica molecular (MD – Molecular Dynamics); 

e a aproximação quântica, que inclui os métodos ab initio e semiempírico. Estes 

métodos permitem  otimizar uma estrutura e calcular suas propriedades, incluindo 

conformação, minimização de energia e propriedades físico-químicas como cargas e 

momento dipolo (CARVALHO et al., 2003). 

A aproximação clássica se baseia no núcleo do átomo, sem considerar seus 

elétrons. Nela é desenvolvido um campo de força (ex.: AMBER - Assisted Model 

Building with Energy Refinement –, MMFF - Merck Molecular Force Field), 

calculando-se a energia de um sistema em função das posições dos núcleos dos 

átomos, considerando-se o estiramento de ligação, ângulo de ligação, ângulo de 

torsão e interações de átomos não ligados (interações eletrostáticas e de Van Der 
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Waals). Isto gera um conjunto de funções de energia que determinam penalidades 

energéticas para o afastamento da estrutura dos valores ―normais‖ atribuídos a estes 

componentes (CARVALHO et al., 2003; LEACH, 2001; SANT’ANNA, 2009).  

Médodos de mecânica molecular são úteis na otimização da geometria 

molecular, enquanto simulações de dinâmica molecular são aplicadas ao estudo do 

movimento de sistema ao longo do tempo. Embora menos precisos que os métodos 

quânticos, os métodos clássicos são vantajosos por demandarem um menor custo 

operacional (CARVALHO et al., 2003; LEACH, 2001; SANT’ANNA, 2009). 

Na mecânica quântica, os cálculos são baseados em princípios de física 

quântica e consideram as interações entre os elétrons e os núcleos dos átomos de 

uma molécula, calculando-se os orbitais moleculares e propriedades eletrônicas 

como mapas de potencial elétrostático e momento dipolo (LEMKE; WILLIAMS, 2012; 

PATRICK, 2013). Enquanto métodos ab initio (ex.: Hartree-Fock) consideram toda a 

população eletrônica da molécula e utilizam-se de equações exatas, sem 

aproximações, métodos semi-empíricos (ex.: AM1 - Austin Model 1 -, PM3 -

Parametric Method 3) consideram apenas os elétrons de valência e se utilizam de   

aproximações e parâmetros armazenados, a partir de simplificações baseadas em 

resultados experimentais e em outros resultados teóricos (LEACH, 2001; PATRICK, 

2013; SANT’ANNA, 2009; STEWART, 2008, 2009). 

Face ao exposto, aproximações quânticas tornam-se úteis no contexto da 

otimização e cálculo de propriedades dos ligantes sintetizados, enquanto 

aproximações clássicas, mais especificamente a dinâmica molecular, são aplicáveis 

às simulações das interações ligante-alvo. 

6.2 MÉTODO 

As etapas envolvidas nos estudos de modelagem molecular são 

esquematizadas na figura 46, a seguir. As estruturas da sanguinarina e dos 

análogos sintetizados foram construídas e otimizadas por métodos semi-empírico 

PM3 e ab initio Hartree-Fock 6-31G** no programa Spartan’14 (WaveFunc., 2014) 

(FERNANDES et al., 2018). As interações entre Bcl-xL humana (código PDB: 3SP7, 

resolução = 1,4 Å) e sanguinarina, e os compostos mais promissores, 4a e 6e, foram 
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calculadas por simulações de dinâmica molecular, utilizando-se o GROMACS 

(BJELKMAR et al., 2010; DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993; VAN DER SPOEL et 

al., 2005; VANOMMESLAEGHE et al., 2009; VERMAAS et al., 2016; ZHOU et al., 

2012). Para tanto, a conformação inicial do sistema foi estabelecida por 

ancoramento molecular, o qual foi validado por crossdocking no programa GOLD 5.4 

(CCDC software limited, 2015) (GUEDES; MAGALHÃES; DARDENNE, 2014). 

 

Figura 46. Fluxograma simplificado das etapas desenvolvidas nos estudos de modelagem molecular.  

As estruturas dos ligantes previamente construídas e otimizadas tiveram 

calculadas suas propriedades eletrônicas (mapa de potencial eletrostático, mapas 

dos orbitais moleculares HOMO (orbital molecular ocupado de maior energia) e 

LUMO (orbital molecular não ocupado de menor energia), e vetor de momento 

dipolo) e lipofílicas (logaritmo do coeficiente de partição calculado – cLog P) no 

programa Spartan’14 (WaveFun., 2014), a fim de correlacioná-las com os achados 

biológicos e a simulação de dinâmica molecular (FERNANDES et al., 2018). 

Adicionalmente, a sanguinarina, 4a e 6e tiveram seu perfil farmacocinético predito 

através do aplicativo SwissADME (DAINA; O; ZOETE, 2017). 

6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.3.1 Dinâmica Molecular 

As   proteínas  da   família   Bcl-2   se  dividem  em  três  subclasses  (proteínas 
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antiapoptóticas, proteínas proapoptóticas efetoras – ou promotoras de morte – e 

proteínas proapoptóticas BH3-only), de acordo com a sua função na via apoptótica. 

Proteínas antiapoptóticas e promotoras de morte da família Bcl-2 apresentam em 

sua estrutura química quatro regiões conservadas de homologia de sequência de 

aminoácidos, conhecidas como domínios de homologia Bcl-2 (BH – Bcl-2 Homology) 

1 a 4, além de uma região C-terminal hidrofóbica prevista para atuar como uma 

âncora transmembranar. Enquanto os domínios BH1 e BH2 são essenciais para a 

atividade das proteínas antiapoptóticas, o domínio BH3 é fundamental para a 

atividade das proteínas promotoras de morte. A região BH4 pode eventualmente 

atuar estabilizando outras hélices da proteína por meio de interações hidrofóbicas. A 

terceira subclasse da família Bcl-2 compreende as proteínas proapoptóticas BH3-

only, que possuem apenas o domínio BH3, embora algumas delas também 

apresentem uma âncora transmembrana na porção C-terminal (LEE; DOUGLAS 

FAIRLIE, 2019; MUCHMORE et al., 1996).  

Como as demais proteínas antiapoptóticas da família Bcl-2, a estrutura da Bcl-

xL é subdividida em quatro regiões de homologia, sendo funcionalmente as mais 

importantes BH1, BH2 e BH3. Tais regiões encontram-se espacialmente bastante 

próximas (figura 47) e formam uma fenda hidrofóbica alongada, que representa  um 

sítio de ligação para membros proapoptóticos da família Bcl-2 (MUCHMORE et al., 

1996). 

  

Figura 47. Estrutura da proteína Bcl-xL. (A) Representação helicoidal da forma apo da Bcl-xL (PDB: 
1MAZ), indicando as α-hélices 1 a 7 e destacando os domínios de homologia BH1 (azul), BH2 
(amarelo), BH3 (ciano) e BH4 (rosa). (B) Representação da superfície da forma apo da Bcl-xL, 
desmonstrando o groove hidrofóbico canônico de ligação, constituído principalmente pelas hélices α3 
e α5, que é essencial para as interações com as proteínas Bcl-2 proapoptóticas (LEE, 2019). 

A B 
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Diversos estudos envolvendo potenciais inibidores de proteínas antiapoptóticas 

da família Bcl-2 focam principalmente em compostos peptídicos ou pequenas 

moléculas peptídeo-miméticas, que interagem com o groove hidrofóbico onde atuam 

os ligantes endógenos. Entretanto, estudos de Zhang e colaboradores (2006) 

sugerem que a sanguinarina se comportaria como um inibidor alostérico da Bcl-xL, 

que interage prioritariamente em outros resíduos na região BH1 e causa uma 

alteração conformacional que impede a ligação de proteínas efetoras na fenda 

hidrofóbica.  

Zhang verificou por métodos HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence 

– Coerência Quântica Única Heteronuclear) de ressonância magnética nuclear que a 

ligação da sanguinarina na Bcl-xL causa alterações nos sinais principalmente 

referentes aos resíduos Arg100, Glu129 e Gly134. Variações também foram 

verificadas para Ser106, Ile114, Arg132, Asp133, Val135, Trp137, Gly138, Tyr173 e 

His177, que compõem principalmente a região BH1. Perturbações menos 

significativas em resíduos do groove hidrofóbico também foram observadas (Leu99, 

Tyr101, Arg103, Asp107 e Trp109). Adicionalmente, a ligação da sanguinarina na 

Bcl-xL foi afetada na presença de variantes na região BH1, particularmente as 

variantes que resultam na troca dos aminoácidos Glu129, Leu130 e Asp133, o que 

reforça a importância do resíduo Glu129 para a ligação do alcaloide à proteína. 

Corroborando suas análises por HSQC, Zhang (2006) realizou estudos de 

docking molecular, verificando que a sanguinarina ancorou na região BH1, em uma 

porção próximo ao groove hidrofóbico de ligação BH3. Interação foi observada com 

o resíduo Glu129, bem como com Leu130, com o qual foram verificadas interações 

hidrofóbicas (figura 48). Asp133, por sua vez, ficou próximo à carga positiva do 

átomo de nitrogênio. Outro ponto importante descrito pelos autores foi o grupo 

metilenodioxi da porção fenantridínica orientado para as cadeias laterais alifáticas de 

Arg132, enquanto o –OCH2O– ligado ao benzeno ficou flanqueado entre os resíduos 

aromáticos Phe97 e Phe105. 
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Figura 48. Modelo de interação da sanguinarina com Bcl-xL, proposto por Zhang e colaboradores 
(2006), destacando os resíduos Glu129 (E129), Leu130 (L130) e Asp133 (D133), próximos ao ligante.  

Os dados apresentados por Zhang sugerem que Glu129 representa um 

resíduo-chave para as interações entre a sanguinarina e Bcl-xL. Por este motivo, 

Glu129 foi selecionado como centroide para o ancoramento molecular do presente 

trabalho. Este corresponde a uma etapa prévia às simulações de dinâmica molecular 

(MD – Molecular Dynamics), realizada para gerar a conformação inicial do sistema.  

A MD permitiu simular as interações entre os compostos em estudo e seu 

respectivo alvo. De acordo com os resultados de MD, a sanguinarina e os análogos 

estudados (4a e 6e), seriam capazes de interagir na região BH1. A figura 49, a 

seguir, apresenta a estrutura representativa de cada complexo (sanguinarina, 4a e 

6e) e  ilustra seu modo de interação com a referida região do alvo, sendo possível 

observar que as estruturas dos análogos adentra o groove hidrofóbico canônico de 

ligação BH3. 
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Figura 49. Representação da superfície da Bcl-xL, desmonstrando o modo de interação da 
sanguinarina (verde), 4a (magenta) e 6e (laranja).  

A análise de trajetória da dinâmica molecular sugere que a sanguinarina pode 

realizar algumas das interações previamente sugeridas por Zhang (2006), com os 

resíduos Phe97, Phe105, Glu129, Leu130 e Arg132 (figura 50A). Estas interações 

correspondem, predominantemente, a interações hidrofóbicas, visto que tanto a 

sanguinarina como a região de interação são significativamente apolares, embora o 

grupo metilenodioxi da porção fenantridínica pareça importante para ligação de 

hidrogênio e íon-dipolo com Arg132. Ademais, outras interações polares (ex.: 

Ala104), especialmente para as conformações de maior estabilidade, também foram 

observadas, além de interações hidrofóbicas com Leu108 e Phe146. 

 



86 
 

 

  

    

Figura 50. Interações entre a proteína Bcl-xL (PDB 3SP7) e os ligantes sanguinarina, 4a e 6e, 
observadas nas trajetórias de dinâmica molecular. As linhas amarelas pontilhadas destacam as 
distâncias das interações observadas para as respectivas conformações de maior estabilidade.(A) 
Interação sanguinarina-Bcl-xL. (B) Interação 4a-Bcl-xL. (C) Interação 6e-Bcl-xL. (D) Orientação da 
sanguinarina (verde), 4a (magenta) e 6e (laranja) no sítio de interação da Bcl-xL. Os resíduos Phe97, 
Tyr101, Ala104, Phe105, Leu108, Gln111 e Phe146, destacados nas figuras, estão envolvidos em 
interações com proteínas proapoptóticas, que se ligam ao groove hidrofóbico (CZABOTAR et al., 
2011; LEE et al., 2009; RAJAN et al., 2015).   

É importante ressaltar que, como os próprios autores criticam, perturbações no 

deslocamento químico da amida do backbone podem ser causadas tanto por 

interações diretas com o ligante como por alterações estruturais da proteína 

induzidas pelo ligante, e, portanto, não é possível definir o local exato de interação 

da sanguinarina com base nos achados de Zhang. Isto poderia justificar eventuais 

diferenças nos resultados obtidos na MD e no que é discutido por estes autores . 

O composto 4a teve o nitrogênio posicionado em coordenada próxima à do 

nitrogênio da sanguinarina, embora tenham sido observadas interações hidrofóbicas 

com resíduos distintos (Tyr101 e Phe105) (figura 50B). Ligação de hidrogênio entre 

a metoxila e o resíduo Gln111 também foi verificada, indicando que este grupo pode 

A B 

D 
C 
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ser importante para a atividade biológica. Para o composto 6e, por outro lado, não 

se observou ligações de hidrogênio, o que poderia justificar a atividade inferior, uma 

vez que interações hidrofóbicas, realizadas pelo composto (figura 50C), são mais 

fracas (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010). Ademais, verifica-se certa sobreposição 

de anéis do composto 4a em relação a anéis da sanguinarina, o que não é 

observado para 6e (figura 50D). 

 O gráfico da variação do desvio médio da raiz quadrada (RMSD – Root Mean 

Square Deviation) (figura 51A) mostra que o complexo ligante-alvo estabilizou a 

partir de 50 ns e que a variação dos RMSD da sanguinarina e análogo 4a foi similar, 

sugerindo que estes compostos apresentariam afinidade semelhante com o alvo. 

Entretanto, a sanguinarina foi cerca de dez vezes mais ativa do que os análogos 

frente às células U87MG, o que pode ser justificado pelo fato de que a mesma induz 

morte celular por diferentes mecanismos, e não somente por inibição de Bcl-xL, 

conforme previamente discutido (ex.: intercalação de DNA, inibição de di-idrofolato 

redutase). A avaliação biológica na proteína isolada ou análise cristalográfica do 

complexo ligante-alvo seriam necessárias para validar os resultados observados na 

MD. 

A B 

 
 

Figura 51. Análise da trajetória da dinâmica molecular. (A) Variação do desvio da raiz quadrada 
média (RMSD) (B) Variação da flutuação da flutuação da raiz quadrada média (RMSF).   

A flutuação da raiz quadrada média (RMSF - Root Mean Square Flutuation) 

expressa a flutuação de cada um dos aminoácidos individualmente mediante à 

conformação de maior estabilidade da proteína, indicando a influência da interação 

ligante-alvo em resíduos que compõem outras regiões além do sítio de interação.  

Isto permite observar a maneira como os ligantes (sanguinarina, 4a e 6e) afetam, 

por exemplo, resíduos do groove hidrofóbico de interação BH3. Discreta variação do 
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RMSF nos resíduos 105 a 120, que compõem o groove hidrofóbico, é observada 

(figura 51B). O RMSF sugere que a interação com os compostos causa 

perturbações principalmente nos resíduos 25 a 35, que inclui alguns aminoácidos 

dominio BH4 da proteína Bcl-xL, sendo esta mais pronunciada para a sanguinarina, 

seguida de 4a e 6e, em menor intensidade (MUCHMORE et al., 1996).  

Tomados em conjunto, os resultados sugerem que a sanguinarina e os 

análogos 4a e 6e poderiam interagir com a proteína Bcl-xL na região BH1. Interações 

hidrofóbicas entre os anéis aromáticos dos compostos e diferentes resíduos 

apolares da região se caracterizam como as mais frequentes na análise de trajetória 

da MD. Isto reforça a relevância dos sistemas anelares para atividade biológica dos 

compostos. 

Interações polares também foram observadas para a conformação de maior 

estabilidade da sanguinarina, que foram mais frequentes em comparação com os 

análogos. Tais interações, mais fortes que interações hidrofóbicas, podem implicar 

em maior afinidade pelo alvo e explicar sua atividade superior (BISSANTZ; KUHN; 

STAHL, 2010). A ligação de hidrogênio observada para a metoxila de 4a e sua 

atividade superior ao composto 6e reforçam a importância de grupos aceptores de 

ligação de hidrogênio na molécula. Embora o composto 6e apresente um grupo 

etilenodioxi, a orientação no sítio de interação adotada pelo composto parece não 

possibilitar ligações de hidrogênio e pode justificar sua atividade inferior. 

6.3.2 Determinação de propriedades físico-químicas 

No contexto das interações ligante-alvo, a distribuição eletrônica da molécula é 

um fator determinante na complementaridade molecular (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 

2010). No intuito de corroborar as interações observadas na MD e fornecer 

informações a respeito da relação estrutura-atividade, os mapas de orbital molecular 

e vetor de momento dipolar (µ) foram calculados.  

Os mapas de distribuição de HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital – 

orbital molecular ocupado de maior energia) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular 

Orbital – orbital molecular desocupado de menor energia) da sanguinarina e do 

composto 6e foram semelhantes (figura 52). Entretanto, diferenças significativas nos 
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valores apresentados pela sanguinarina em relação aos análogos podem justificar 

diferenças no perfil de interação. Um menor valor de HOMO (sanguinarina  = -10,69 

eV; 4a  = -7,73 eV; 6e = -7,45 eV) parece estar relacionado com uma maior atividade 

biológica, tendo em vista que a sanguinarina foi o composto mais ativo, seguido de 

4a e 6e. 

O mapa de distribuição de HOMO encontra-se bem distribuído para as 

moléculas da sanguinarina e 6e, enquanto no composto 4a encontra-se concentrado 

na região correspondente aos anéis B e C, onde também se verifica seu respectivo 

mapa de LUMO. Para a sanguinarina e 6e observa-se que o mapa de LUMO 

encontra-se na região referente aos anéis D e E. 

A ausência de orbital LUMO significativo no carbono metilênico ligado à porção 

fenantridínica da sanguinarina sugere que a interação de Van Der Waals observada 

entre o mesmo e o oxigênio da Leu130 na MD seria do tipo dipolo induzido. 

Entretanto, a carga eletrostática deste carbono corresponde a + 0,190 e pode 

justificar uma interação dipolo permanente. A mesma inferência pode ser aplicada 

ao metileno da porção benzênica (carga eletrostática = 0,219), que parece interagir 

com o oxigênio de Ala104. 

Outras observações relacionadas aos mapas de orbital molecular parecem não 

corroborar as interações observadas na MD. Por exemplo, não foi observado HOMO 

significativo na metoxila de 4a, que foi tida na MD como um grupo aceptor de ligação 

de hidrogênio. Entretanto, sua carga eletrostática (-0,360) justifica a ligação de 

hidrogênio com o resíduo Gln111. O composto 6e, por sua vez, apresentou HOMO 

distribuído sobre os oxigênios, que correspondem a grupos aceptores de ligação de 

hidrogênio (HBA), porém estes parecem não realizar ligações de hidrogênio com o 

alvo. 
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Figura 52. Representação das estruturas da sanguinarina, 4a e 6e, destacando os anéis A, B, C, D e E, e seus respectivos mapas de orbital molecular e vetor de 
momento de dipolo. 
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O vetor de momento dipolo consiste no produto da soma total de cargas 

positivas ou negativas e a distância entre seus centroides (SÁ JUNIOR et al., 2013). 

Os vetores de momento de dipolo da sanguinarina e 4a estão orientados de uma 

maneira semelhante, partindo carbono adjacente ao nitrogênio em direção ao anel 

C. Isto se refletiu em uma conformação similar dentro do sítio de interação, onde os 

anéis B e C dos dois compostos se encaixam na mesma região. Apesar desta 

semelhança, vale ressaltar que a sanguinarina apresentou valor superior de µ e 

valores superiores parecem favorecer a atividade biológica. O composto 6e, por sua 

vez, apresenta orientação do momento dipolar distinta, assim como um encaixe no 

alvo que não se sobrepõe à estrutura da sanguinarina.  

6.3.3 Predição do perfil farmacocinético in silico 

Enquanto propriedades eletrônicas e estéricas são particularmente importantes 

para a interação fármaco-alvo, propriedades hidrofóbicas impactam de maneira 

significativa na farmacocinética (absorção, distribuição, metabolismo e excreção – 

ADME) de um composto (TESTA et al., 2000; TSOPELAS; GIAGINIS; TSANTILI-

KAKOULIDOU, 2017).  

O perfil de distribuição do fármaco, bem como absorção, metabolismo e 

excreção são altamente relevantes no desenvolvimento de fármacos, visto que 

muitos candidatos a fármacos fracassam em sua eficácia terapêutica por razões 

farmacocinéticas. Análise in silico do ADME torna-se, portanto, uma ferramenta útil 

na previsão destes parâmetros e contribui para a otimização de compostos bioativos 

(PATEL; PATEL, 2017; SMITH et al., 2018).  

No intuito de determinar a lipofilicidade dos compostos, as moléculas 

construídas e otimizadas para fins de cálculo de propriedades eletrônicas na seção 

anterior (6.3.2) foram também submetidas a cálculo de Log P no programa 

Spartan’14. Foi verificado que os compostos analisados apresentam valores de 

cLogP relativamente elevados (tabela 9), o que expressa uma característica lipofílica 

destas moléculas. Isto é particularmante importante no contexto de um tumor 

encefálico, onde o fármaco necessita ultrapassar a barreira hematoencefálica (BHE) 

para atingir o seu local de ação (FERNANDES et al., 2016; VAN TELLINGEN et al., 

2015).  
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Tabela 9. Predição in silico do perfil farmacocinético da sanguinarina, 4a e 6e. 

 Sanguinarina 4a 6e 

cLog P 4,08 4,92 3,30 
Permeia BHE sim sim sim 
Absorção pelo TGI alta alta alta 
Hidrossolubilidade baixa baixa baixa 
Substrato para P-gp sim não sim 

No intuito de corroborar a inferência em relação à permeabilidade dos  

compostos pela BHE, as estruturas da sanguinarina, 4a e 6e foram analisadas no 

aplicativo SwissADME, que calcula propriedades físico-químicas de moléculas e 

simula seu perfil farmacocinético (DAINA; O; ZOETE, 2017). A análise (tabela 9) 

indicou que as três substâncias seriam capazes de permear a BHE, reforçando que 

as mesmas apresentariam um perfil de distribuição favorável.  

Além da permeação pela BHE, outras propriedades e parâmetros 

farmacocinéticos foram  avaliados. Alta absorção pelo trato gastrintestinal (TGI) foi 

prevista para as moléculas, indicando potencial uso por via oral.  Em contrapartida, 

baixa hidrossolubilidade é sugerida para os compostos, o que pode implicar em 

problemas de dissolução no trato gastrintestinal ou em formulações. Vale ressaltar 

que baixa hidrossolubilidade é comumente observada em antitumorais de origem 

natural, como paclitaxel e etoposídeo (BRANDÃO et al., 2010). 

A análise in silico também revelou que a sanguinarina e 6e seriam substratos 

para a proteína de efluxo glicoproteína P (ABCB1). Esta proteína está relacionada 

com mecanismos de resistência das células tumorais frente aos quimioterápicos 

antineoplásicos.  Proteínas transportadoras de efluxo ABC, como ABCB1 e ABCG2, 

estão relacionadas à resistência de glioblastoma frente à quimioterapia e  menor 

sobrevida do paciente (EMERY et al., 2017; MUNOZ et al., 2014; SCHAICH et al., 

2009; WIJAYA; FUKUDA; SCHUETZ, 2017). Estes transportadores estão presentes 

tanto na célula tumoral como na BHE. Assim, além da própria BHE limitar a 

distribuição dos fármacos para o SNC, transportadores presentes na mesma 

representam mais um bloqueio neste sentido e dificultam o tratamento de tumores 

do SNC.  

Embora inicialmente este dado pareça negativo, Saeed e colaboradores (2018) 

relatam que a sanguinarina atua como um inibidor de transportador ABCB1, 

propriedade que eventualmente poderia ser verificada em seus análogos. A inibição 
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destes transportadores pode contribuir para uma melhor eficácia do tratamento 

quimioterápico frente ao glioblastoma tanto no que se refere à distribuição do 

fármaco como na sua ação sobre a célula tumoral (FALLACARA et al., 2019; 

PERAZZOLI et al., 2015). Adicionalmente, inibidores de transportadores de efluxo 

podem ser empregados como adjuvantes na terapia antitumoral, proporcionando 

maior eficácia do tratamento (PEÑA-SOLÓRZANO et al., 2018; SAEED et al., 2018). 

Portanto, a interação da sanguinarina e, eventualmente, de 6e com esta proteína, 

pode ser explorada como uma vantagem destes compostos no contexto da terapia 

antineoplásica. 

Ao mesmo tempo, a simulação indicou que o composto 4a não seria substrato 

para a glicoproteína P e, portanto, o mesmo não teria sua eficácia prejudicada por 

este tipo de mecanismo de resistência. Isto representa uma vantagem do composto, 

que somada à sua citotoxicidade, seletividade e mecanismo de indução de morte 

celular (apoptose), enaltece o seu potencial como antitumoral e o sucesso da 

simplificação molecular da sanguinarina na obtenção de compostos úteis à pesquisa 

e desenvolvimento de novos antineoplásicos. 
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7 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

O presente projeto consistiu no planejamento e síntese de análogos 

simplificados da sanguinarina e avaliação do seu potencial antitumoral. Três séries 

de análogos foram propostas, a saber, N-benzil-naftil-amina (série I), aril-isoquinolina 

(série II) e benzofenantridina (série III).  As séries I e II tiveram estabelecidas as 

respectivas condições reacionais, sendo obtidos dez análogos para cada uma, a 

partir de métodos clássicos de condensação, redução, acoplamento cruzado e 

substituição nucleofílica. Para a série III, foram obtidos intermediários de síntese 

iniciais, porém a síntese dos compostos benzofenantridínicos foi impossibilitada pelo 

insucesso na etapa de ciclização para obtenção dos intermediários tetracíclicos 

através de reação Heck-type. Dentre os vinte compostos finais obtidos, dez são 

inéditos, e os mesmos foram caracterizados por RMN 1H e 13C, faixa de fusão e 

cromatografia líquida de alta eficiência. 

As análises corroboraram a obtenção e pureza dos compostos, que foram 

então submetidos à avaliação biológica.  Os compostos foram testados em linhagem 

U87MG de glioblastoma e apresentaram valores de IC50 entre 26 e 93 µM, inferiores 

à temozolamida (> 100 µM), reforçando o potencial antitumoral dos compostos. 

Verificou-se que a série N-naftil-benzil-amina gerou os compostos mais ativos, 

embora outros padrões de relação estrutura-atividade não tenham sido observados.  

Apesar da sanguinarina ter apresentado atividade superior nesta linhagem, os 

análogos foram otimizados no que se refere à seletividade, o que foi verificado pela 

avaliação da citotoxicidade em linhagem não tumorigênica MRC-5, sendo que os 

compostos avaliados apresentaram um valor de índice de seletividade (~ 2,0) que 

corresponde ao dobro do valor encontrado para a sanguinarina. Estudos dos 

mecanismos de indução de morte celular demonstraram que a sanguinarina induziu 

morte celular por necrose, enquanto os compostos mais promissores, 4a (N-

benzilnaftil-amina) e 6e (aril-isoquinolina) induzem morte celular por apoptose, 

representando uma vantagem valiosa dos análogos em relação ao protótipo. 

Adicionalmente, o composto 4a promoveu interrupção do ciclo celular na fase G2/M, 

o que o caracteriza como um agente ciclo celular específico e indica que o composto 

pode apresentar outros mecanismos para sua ação citotóxica, visto que para a 
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inibição de Bcl-xL seria esperado aumento da população de células nas fases G0/G1 

ou sub-G1. 

Em relação à modelagem molecular, as simulações de dinâmica molecular 

sugerem que a sanguinarina, bem como os análogos 4a e 6e, interagem com a Bcl-

xL na região BH1, principalmente através de interações hidrofóbicas, e que a 

afinidade do composto 4a pela proteína é semelhante à sanguinarina, embora esta 

apresente atividade superior, possivelmente devido sua ação sobre outros alvos. Os 

valores de cLog P, associados à predição in silico do perfil farmacocinético, sugerem 

que os compostos são capazes de permear a BHE, propriedade fundamental no 

contexto do tratamento de glioblastoma.  

Embora os objetivos tenham sido parcialmente atingidos, é possível concluir 

que a estratégia de simplificação molecular da sanguinarina permitiu a obtenção de 

compostos com potencial antitumoral relevante, e que os mesmos representam um 

arcabouço que merece a atenção dos químicos medicinais no sentido de otimizar 

sua atividade e desenvolver candidatos a antitumorais. 

Perspectivas para o trabalho incluem o aprofundamento da avaliação biológica, 

tendo em vista que os resultados obtidos evidenciam o potencial antitumoral dos 

análogos. Estudos que confirmem morte celular apoptótica por via extrínseca podem 

gerar evidências da ação dos compostos no alvo sugerido (Bcl-xL). Almeja-se, ainda, 

a expansão do painel de células, que poderia revelar uma ação superior dos 

análogos em outras linhagens tumorais.  
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8 PARTE EXPERIMENTAL 

8.1 QUÍMICA 

8.1.1 Reagentes e solventes utilizados 

Os reagentes empregados na síntese das N-benzil-naftil-aminas, aril-

isoquinolinas e intermediários de síntese das benzofenantridinas foram fornecidos 

pela Sigma-Aldrich ou Oakwood. Os solventes utilizados são provenientes da Synth, 

dos quais o CH2Cl2 e MeCN foram tratados com CaH2, THF foi tratado com sódio e 

benzofenona, e DMF foi tratado com sulfato de magnésio. O hexano foi tratado por 

destilação simples. Os demais solventes e reagentes foram utilizados sem 

tratamento prévio. 

8.1.2 Métodos cromatográficos  

O acompanhamento das reações foi realizado por CCD (cromatografia em 

camada delgada), utilizando cromatofolhas de alumínio cobertas com sílica GF254 

(Merck). A revelação das placas foi feita por luz de ultravioleta (UV) e soluções 

reveladoras de ninidrina, molibdato e vanilina.  

Para a separação e purificação dos produtos obtidos foram utilizadas colunas 

de vidro preenchidas com sílica-gel 60 (Merck). Os eluentes utilizados na fase móvel 

são descritos em ―procedimento experimental‖.  

Na determinação da pureza dos compostos sintetizados foi aplicada a 

cromatografia líquida de alta eficiência, empregando-se o cromatógrafo Shimadzu 

Proeminence com coluna analítica C-18 da marca Gemini® (5μ, 150 x 4,6 mm). A 

detecção foi conduzida por ultravioleta (UV) em 254 nm. Como sistema eluente 

utilizou-se água deionizada e acetonitrila, ambos com 0,1 % de ácido trifluoracético. 

A corrida cromatográfica iniciou com 5 % de acetonitrila e em 10 minutos passou a 

100 % do mesmo. O tempo total de corrida foi de 25 minutos e o volume de injeção 

foi 20 μL. 
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8.1.3 Métodos espectrométricos por ressonância magnética nuclear  

As amostras avaliadas foram diluídas em clorofórmio ou DMSO deuterados 

(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.). As análises espectroscópicas de RMN 1H e 

de 13C foram realizadas em espectrômetro Bruker® 300 MHz, modelo Advanced 

DPX-300, disponível na FCF-USP. Os deslocamentos químicos (δ) foram expressos 

em partes por milhão (ppm). Abreviações para denotar a multiplicidade de um sinal 

em particular são: s (singleto); d (dubleto); q (quarteto); quint (quinteto), sx (sexteto e 

m (multipleto). 

8.1.4 Métodos sintéticos 

8.1.4.1 Obtenção das N-benzil-naftil-iminas 

3 mmol de nafitil-amina (429 mg) e 3 mmol do benzaldeído substituído (1a-e) 

foram dissolvidos em 15 mL de metanol. A reação foi mantida em agitação à 

temperatura ambiente e abrigo da luz. Após 24 h de reação, o precipitado formado 

(2a-e) foi filtrado à vácuo e lavado com metanol gelado. 

(E)-1-(4-metoxifenil)-N-(naftalen-1-il)metanimina (2a) 

Sólido amarelo claro. ƞ = 94 %. RMN 1H (CDCl3, 300 

MHz): δ 8,45 (s, 1H, 12-CH), 8,33 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 

6-ArH); 7,95 (d, 2H, J = 8,6 Hz, 14, 18-ArH); 7,83 (t, 

1H, J = 4,6 Hz, 3-ArH); 7,68 (d, 1H, J = 8,2 Hz, 7-

ArH); 7,50-7,41 (m, 3H, 1, 2, 8-ArH); 7,02-6,99 (m, 

3H, 9, 15, 17-ArH); 3,87 (s, 3H, 20-CH3). RMN 13C (CDCl3, 75 MHz): δ 162,3 (C12); 

159,6 (C16); 149,6 (C10); 133,9 (C4); 130,6 (C14, C18); 129,6 (C3); 128,9 (C5); 

127,6 (C13); 126,3 (C5); 126,0 (C1); 125,6 (C8); 125,3 (C2); 124,0 (C6); 114,2 (C15, 

C17); 112,7 (C9); 55,4 (C20). 

 

(E)-1-(3,4-dimetoxifenil)-N-(naftalen-1-il)metanimina (2b) 

Sólido amarelo. ƞ = 77 %. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): 

δ 8,49 (s, 1H, 12-CH); 8,37 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH); 

7,89 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 3-ArH); 7,79 (d, 1H, J = 1,6 

Hz, 18-ArH); 7,73 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 7-ArH); 7,56-
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7,52 (m, 2H, 1,2-ArH); 7,49  (t, 1H, J = 8,0 Hz, 8-ArH) 7,43 (dd, 1H, J = 1,6 Hz, J = 

8,0 Hz, 14-ArH); 7,07 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 9-ArH); 7,00 (d, 1H, J = 8,2 Hz, 15-ArH); 

4,06 (s, 3H, 20-CH3); 4,01 (s, 3H, 22-CH3). RMN 13C (CDCl3, 75 MHz): δ 159,8 

(C12); 152;2 (C16); 149,6 (C17); 133,9 (C10); 129,8 (C4); 128,8 (C13); 127,6 (C3); 

126,5 (C5); 126,4 (C7); 126,3 (C2); 125,6 (C14); 125,4 (C8); 124,4 (C2); 123,9 (C6); 

112,8 (C9); 110,6 (C15); 109,3 (C18); 56,0 (C20, C22). 

 

(E)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-N-(naftalen-1-il)metanimina (2c) 

Sólido amarelo. ƞ = 87 %. RMN 1H (CDCl3, 300 

MHz): δ 8,43 (s, 1H, 12-CH); 8,31 (t, 1H, J = 4,66 Hz, 

6-ArH); 7,85 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 3-ArH); 7,70 (d, 1H, J 

= 8,0 Hz, 7-ArH); 7,52-7,49 (m, 2H, 1,2-ArH); 7,45 (t, 

1H, J = 8,0 Hz, 8-ArH), 7,26 (s, 2H, 14, 18-ArH); 7,02 

(d, 1H, J = 7,2 Hz, 9-ArH); 3,97 (s, 6H, 22, 24-ArH); 

3,94 (s, 3H, 20-ArH). RMN 13C (CDCl3, 75 MHz): δ 159,9 (C12); 153,6 (C10); 149,3 

(C16); 141,2 (C4); 133,9 (C13); 131,9 (C3); 128,7 (C5); 127,6 (C7); 126,4 (C1, C2); 

126,0 (C8); 125,7 (C15, C17); 123,9 (C6); 112,8 (C9); 106,0 (C14, C18); 61,0 (C20); 

56,3 (C22, C24). 

 

(E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-(naftalen-1-il)metanimina (2d) 

Sólido amarelo. ƞ = 72 %. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): 

δ 8,40 (s, 1H, 12-CH); 8,33 (t, 1H, J = 6 Hz, 6-ArH); 

7,84 – 7,81 (m, 1H, 3-ArH); 7,68 (d, 1H, J = 7 Hz, 7-

ArH); 7,67 (s, 1H, 18-ArH); 7,50-7,48 (m, 2H, 1,2-ArH); 

7,46 (t, 1H, t, 1H, J = 7 Hz, 8-ArH), 7,32 (d, 1H, J = 8 Hz; 14-ArH); 7,01 (d, 1H, J = 7 

Hz, 9-ArH); 6,89 (d, 1H, J = 8 Hz, 15-ArH); 6,03 (s, 2H, 20-CH2). RMN 13C (CDCl3, 75 

MHz): δ 159,3 (C12); 50,6 (C16); 149,3 (C17); 148,5 (C10); 133,9 (C4); 131,5 (C13); 

128,9 (C3); 127,6 (C5); 126,3 (C7); 126,0 (C1); 125,8 (C14); 125,6 (C8); 125,5 (C2); 

124,0 (C6); 112,6 (C9); 108,2 (C18); 107,0 (C15); 101,6 (C20). 
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(E)-1-(4-clorofenil)-N-(naftalen-1-il)metanimina (2e) 

Sólido amarelo. ƞ = 88 %. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 

8,50 (s, 1H, 12-CH); 8,31 (t, 1H,  J = 6 Hz, 6-ArH); 7,94 

(d, 2H, J = 8 Hz, 14, 18-ArH); 7,86-7,83 (m, 1H, 3-ArH); 

7,72 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-ArH); 7,52-7,45 (m, 5H, 1, 2, 8, 

15, 17-ArH); 7,03 (d, 1H, J = 7,2 Hz, 9-ArH). RMN 13C (CDCl3, 75 MHz): δ 158,8 

(C12); 148,9 (C10); 137,5 (C16); 134,9 (C13); 133,9 (C4); 130,1 (C14, C18); 129,1 

(C15, C17); 128,8 (C3); 127,6 (C5); 126,4 (C7); 126,0 (C1); 126,0 (C8); 125,8 (C2); 

123,8 (C6); 11,6 (C9).  

9.1.4.2 Obtenção das N- metil-benzil-naftilaminas 

2 mmol da aril-imina (2a-e) foram dissolvidos em 10 mL de THF. 10 mmol de 

NaBH4 (378,3 mg) foram dissolvidos em 10 mL de etanol. As duas soluções foram 

reunidas e mantidas em agitação, à temperatura ambiente e abrigo da luz. Após 48 

h de reação, o solvente foi evaporado e o produto extraído com acetato de etila (3 x 

10 mL). A fase orgânica foi seca com Na2SO4 e o solvente foi evaporado. O resíduo 

foi purificado por cromatografia de coluna, empregando-se eluente hexano/ dioxano 

(2% trietilamina) em proporções variáveis de acordo com o composto.  

 N-(4-metoxibenzil)naftalen-1-amina (3a) 

Sólido branco. ƞ = 81 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 8,23 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,74 (t, 1H, J 

= 4,6 Hz, 3-ArH), 7,45-7,38 (m, 2H, 1, 2-ArH), 7,32 (d, 

2H, J = 8,5 Hz, 14, 18-ArH), 7,17 (t, 1H, J = 8,0 Hz 8-

ArH), 7,05 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 7-ArH), 6,86 (d, 3H, J = 

8,5 Hz, 11-NH, 15, 17-ArH), 6,38 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 9-ArH), 4,42 (s, 2H, 12-CH2), 

3,70 (s, 3H, 20-OCH3). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 158,0 (C16), 143,6 (C10), 

134,0 (C4), 131,1 (C13), 128,0 (C14, C18), 127,9 (C3), 126,6 (C8), 125,5 (C1), 123,9 

(C5), 123,0 (C2), 121,5 (C6), 115,3 (C7), 113,6 (C15, C17), 103,6 (C9), 54,9 (C20), 

45,9 (C12). Faixa de fusão: 72 – 73 ºC. 
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N-(3,4-dimetoxibenzil)naftalen-1-amina (3b) 

Sólido amarelo claro. ƞ = 79 %. RMN 1H (DMSO-d6, 

300 MHz): δ 8,31 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,90 (t, 

1H, J = 4,6 Hz, 3-ArH), 7,59 – 7,54 (m, 3H, 1,2,14-

ArH), 7,37 (t, 1H, J = 7,8 Hz, 8-ArH), 7,14 – 7,11 (m, 

2H, 7,18-ArH), 6,87 – 6,81 (m, 2H, 9,15-ArH), 4,51 (s, 2H, 12-CH2), 3,70 (s, 3H, 20-

CH3), 3,68 (s, 3H, 22-CH3). 148,5 (C16, C17), 147,8 (C10), 134,3 (C4), 130,6 (C13), 

128,6 (C3), 128,2 (C8), 125,8 (C1), 125,7 (C2), 125,3 (C5), 123,2 (C6), 122,8 (C7), 

120,1 (C14), 115,9 (C18), 111,8 (C15), 111,6 (C9), 59,9 (C12), 55,4 (C20), 55,2 

(22C), 41,7 (C12). Faixa de fusão: 122 – 124 ºC. 

 

N-(3,4,5-trimetoxibenzil)naftalen-1-amina (3c) 

Sólido amarelo. ƞ = 87 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 8,25 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,75 (t, 1H, J 

= 4,6 Hz, 3-ArH), 7,44 – 7,41 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,21 

(t, 1H, J = 8,0 Hz, 8-ArH), 7,08 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 7-

ArH), 6,80 (d, 1H, J = 3 Hz, 11-NH), 6,77 (s, 2H, 

14,18-ArH), 6,45 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 9-ArH), 4,42 (d, 

1H, J = 3 Hz, 12-CH2), 3,78 (s, 6H, 22,24-CH3), 3,63 (s, 3H, 20-CH3). RMN 13C 

(DMSO-d6, 75 MHz): δ 152,8 (C15, C17), 143,8 (C10), 136,2 (C16), 135,8 (C13), 

134,0 (C4), 127,9 (C3), 126,6 (C8), 125,5 (C1), 124,0 (C2), 123,1 (C5), 121,6 (C6), 

115,6 (C7), 104,3 (C14, C18), 103,8 (C9), 59,9 (C20), 55,8 (C22, C24), 47,0 (C12). 

Faixa de fusão: 126 – 128 ºC. 

 

N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)naftalen-1-amina (3d) 

Sólido amarelo. ƞ = 72 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 8,22 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,74 (t, 1H, J = 

4,6 Hz, 3-ArH), 7,44-7,41 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,18 (t, 1H, 

J = 8,0 Hz, 8-ArH), 7,06 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 7-ArH), 

6,96 (s, 1H, 18-ArH), 6,90 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 14-ArH), 

6,82 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 15-ArH), 6,40 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 9-ArH), 5,95 (s, 1H, 12-

CH2), 4,40 (s, 1H, 20-CH2). RMN 13C (DMSO- d6, 75 MHz): (C10), 134,0 (C4, C13), 
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127,9 (C3), 126,6 (C8), 125,5 (C5), 123,9 (C1), 123,0 (C2), 121,5 (C6), 119,9 (C14), 

115,4 (C7), 107,9 (C15), 107,3 (C18), 103,7 (C9), 100,6 (C20), 46,1 (C12).  

 

N-(4-clorobenzil)naftalen-1-amina (3e) 

Sólido amarelo. ƞ = 88 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 8,24 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,75 (t, 1H, J  = 

4,6 Hz, 3-ArH), 7,45 – 7,41 (m, 4H, 1,2,15,17-ArH), 7,35 

(d, 2H, J  = 8,5 Hz, 14,18-ArH), 7,17 (t, 1H, J  =  8,0 Hz, 

8-ArH), 7,08 (d, 1H, J  = 8,0 Hz, 7-ArH), 6,34 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 9-ArH), 4,49 (s, 2H, 

12-CH2). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 143,4 (C13), 139,1 (C4), 134,0 (C10), 

131,0 (C16), 128,7 (C14, C18), 128,1 (C15, C17), 127,9 (C3), 126,5 (C8), 125,5 

(C5), 124,0 (C1), 123,0 (C2), 121,5 (C6), 115,6 (C7), 103,6 (C9), 45,7 (C12). Faixa 

de fusão: 71 – 73 ºC. 

8.1.4.3 Obtenção das N,N-metil-benzil-naftilaminas 

A uma solução de da amina secundária (3a-e) (1 mmol) e formaldeído aquoso 

37% (10 mmol, 812,5 mg) em actonitrila (12 mL)adicionou-se ácido acético (2 mmol, 

120 mg). A mistura foi mantida em agitação, à temperatura ambiente. Após 30 min 

de reação, a mistura foi resfriada à 0 ºC, e adicionou-se NaBH3CN  (1,5 mmol, 94,26 

mg) em duas porções, a cada 30 min. Após 4 h de reação, o solvente foi evaporado 

e o produto extraído com diclorometano e solução saturada de NaHCO3 (3 x 10 mL). 

A fase orgânica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente evaporado à pressão 

reduzida. O resíduo foi purificado por cromatografia de coluna, empregando-se 

eluente hexano/ acetato de etila (2% trietilamina) em proporções variáveis de acordo 

com o composto. 

 

N-(4-metoxibenzil)-N-metilnaftalen-1-amina (4a) 

Sólido branco. ƞ = 79 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 8,28 (d, 1H, 

J = 7,4 Hz, 6-ArH), 7,88 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 3-ArH), 

7,57 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 7-ArH) , 7,52-7,49 (m, 2H, 1, 

2-ArH), 7,43 (t, 1H, J = 8,0 Hz, 8-ArH), 7,28 (d, 2H, J = 8,3 Hz, 14, 18-ArH), 7,13 (d, 

1H, J = 8,0 Hz, 9-ArH), 6,90 (d, 2H, J = 8,3 Hz, 15, 17-ArH), 4,18 (s, 2H, 12-CH2), 
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3,73 (s, 3H, 20-OCH3), 2,70 (s, 3H, 11-NCH3). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 

158,8 (C16), 149,9 (C10), 134,8 (C4), 130,6 (C13), 129,7 (C14, C18), 129,1 (C5), 

128,7 (C8), 126,3 (C1), 126,2 (C2), 125,8 (C6), 123,7 (C5), 123,3 (C7), 116,3 (C9), 

114,1 (C15, C17), 60,1 (C11), 55,4 (C20), 42,2 (C12). Faixa de fusão: 63 – 65 ºC. 

N-(3,4-dimetoxibenzil)-N-metilnaftalen-1-amina (4b) 

Sólido branco. ƞ = 69 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 8,29 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 6-ArH), 7,89 (d, 1H, J 

= 7,5 Hz, 3-ArH), 7,58 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 14-ArH), 

7,53 – 7,47 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,40 (t, 1H, J = 8,0 Hz, 

8-ArH), 7,13 (d, 1H J = 8,0 Hz, 7-ArH), 6,89 (d, 2H, J = 8,0 Hz, 9,15-ArH), 6,90 (s, 

1H, 18-ArH), 4,19 (s, 2H, 12-CH2), 3,73 (s, 3H, 20-CH3), 3,67 (s, 3H, 22-CH3), 2,72 

(s, 3H, 11-NCH3). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 149,3 (C17), 148,5 (C16), 147,8 

(C10), 134,3 (C4), 130,6 (C13), 128,6 (C3), 128,2 (C8), 125,8 (C1), 125,7 (C2), 

125,3 (C5), 123,2 (C6), 122,8 (C7), 120,1 (C14), 115,9 (C18), 111,8 (C15), 111,6 

(C9), 59,9 (C11), 55,4 (C20), 55,2 (22C), 41,7 (C12). Faixa de fusão: 81 – 83 ºC. 

 

N-(3,4,5-trimetoxibenzil)-N-metilnaftalen-1-amina (4c) 

Sólido branco. ƞ = 55 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 8,32 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 6-ArH), 7,93 (t, 1H, J 

= 7,5 Hz, 3-ArH), 7,63 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 7-ArH), 7,60 

– 7,52 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,46 (t, 1H J = 8,0 Hz, 8-

ArH), 7,21 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 9-ArH), 6,70 (s, 2H, 

14,18-ArH), 4,25 (s, 2H, 12-CH2), 3,75 (s, 6H, 22,24-

CH3), 3,68 (s, 3H, 20-CH3), 2,80 (s, 3H, 11-NCH3). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 

152,7 (C15, C17), 149,3 (C10), 136,3  (C16), 134,3  (C13), 134,0 (C4),128,5 (C3), 

128,3 (C8), 125,8 (C1), 125,4 (C2), 123,2 (C5), 122,9 (C6), 115,8 (C7), 105,0 (C9, 

C14, C18), 60,2 (C20), 59,9 (C11), 55,7 (C22, C24), 41,9 (C12). Faixa de fusão: 81 – 

83 ºC. 
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N-( benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-N-metilnaftalen-1-amina (4d) 

Óleo laranja claro. ƞ = 65 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 8,26 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 6-ArH), 7,88 (dd, 1H, 

J = 1,8 Hz, J = 7,5 Hz, 3-ArH), 7,58 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 

7-ArH), 7,54-7,49 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,40 (t, 1H, J = 8,0 

Hz, 8-ArH), 7,14 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 9-ArH), 6,91 – 

6,95 (m, 3H, 14,15,18-ArH), 5,98 (s, 1H, 20-CH2), 4,16 (s, 1H, 12-CH2), 2,71 (s, 3H, 

11-NCH3). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 149,2 (C15), 147,2 (C16), 146,18 (C10), 

134,3 (C4), 132,2 (C13), 126,5 (C3), 128,2 (C8), 125,8 (C1), 125,7 (C2), 125,4 (C5), 

123,2 (C6), 122,9 (C7), 121,2 (C14), 115,9 (C18), 108,2 (C15), 107,9 (C9), 100,7 

(C20), 59,8 (C11), 46,1 (C12). 

N-(4-clorobenzil)-N-metilnaftalen-1-amina (4e) 

Sólido amarelo. ƞ = 75 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 8,25 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 6,5 Hz, 6-ArH), 

7,89 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 6,5 Hz, 3-ArH), 7,59 (d, 1H, 

J = 8,0 Hz, 7-ArH), 7,54 – 7,49 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,43 – 

7,36 (m, 5H, 8,14,15,17,18-ArH), 7,16 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 

9-ArH), 4,25 (s, 2H, 12-CH2), 2,72 (s, 3H, 11-NCH3). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 

149,0 (C10), 137,4 (C13), 134,3 (C4), 131,4 (C16), 129,8 (C14, C18), 128,5 (C3), 

128,3 (C8), 128,2 (C15, C17), 125,8 (C1), 125,7 (C2), 125,4 (C5), 123,1 (C6), 123,0 

(7C), 115,9 (C9), 59,2 (C11), 41,1 (C12). 

8.1.4.4 Obtenção das aril-isoquinolinas 

1 mmol de 3-bromoaril-isoquinolina e 1,5 mmol de ácido fenilborônico 

substituído (5a-c) foram dissolvidos em 12 mL de etanol e 4 mL de água. À mistura 

adicionou-se 1,7 mg de Pd(OAc)2 (1,5 mol %) e 2 mmol de K2CO3 (276,41 mg). A 

reação foi mantida em agitação à 80 ºC durante 4 horas. A mistura foi filtrada em 

celite e o solvente evaporado à pressão reduzida. A amostra foi extraída com 

acetato de etila (3 x 10 mL) e a fase orgânica foi seca com Na2SO4 anidro e o 

solvente evaporado à pressão reduzida. O resíduo foi purificado por cromatografia 

de coluna, empregando-se eluente hexano/ acetato de etila em proporções variáveis 

de acordo com o composto. 
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3-(4-metoxifenil)aril-isoquinolina (6a) 

Sólido branco. ƞ = 82 %. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 

9,30 (s, 1H, 11-ArH), 8,08 (d, 2H, J = 8,8 Hz, 4, 6-ArH), 

7,97 (s, 1H, 8-ArH), 7,95 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 16-ArH), 

7,83 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 13-ArH), 7,66 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 

14-ArH), 7,54 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 15-ArH), 7,03 (d, 2H, J 

= 8,8 Hz, 1, 3-ArH), 3,87 (s, 3H, 18-OCH3). RMN 13C (CDCl3 75 MHz): δ 160,1 (C2), 

152,2 (C11), 151,1 (C7), 136,7 (C9), 132,3 (C10), 130,4 (C14), 128,2 (C4, C6), 127,5 

(C13), 127,4 (C5), 126,7 (C16), 126,6 (C15), 115,3 (C8), 114,2 (C1, C3), 55,3 (C18). 

Faixa de fusão: 98 – 99 ºC. 

 

3-(3,4-dimetoxifenil)aril-isoquinolina (6b) 

Sólido branco. ƞ = 82 %. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 

9,30 (s, 1H, 11-ArH), 8,00 (s, 1H, 8-ArH), 7,96 (d, 1H, J 

= 7,5 Hz, 16-ArH), 7,85 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 13-ArH), 

7,78 (s, 1H, 6-ArH), 7,67 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 15-ArH), 

7,66 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 4-ArH), 7,56 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 

14-ArH), 6,99 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 3-ArH), 4,03 (s, 3H, 18-CH3), 3,95 (s, 3H, 20-CH3). 

RMN 13C (CDCl3 75 MHz): δ 152,2 (C7), 151,0 (C2), 149,7 (C11), 149,3 (C1), 136,7 

(C9), 132,6 (C5), 130,4 (C14), 127,5 (C15), 127,5 (C10), 126,7 (C13, C16), 119,41 

(C4), 115,5 (C8), 111,3 (C6), 110,2 (C3), 56,0 (C20), 56,0 (C18). Faixa de fusão: 76 

– 77 ºC. 

 

3-(3,4,5-trimetoxifenil)aril-isoquinolina (6c) 
 

Sólido branco. ƞ = 80 %. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 

9,32 (s, 1H, 11-ArH), 8,01 (s, 1H, 8-ArH), 7,99 (d, 1H, J 

= 8,0 Hz, 16-ArH), 7,88 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 13-ArH), 

7,70 (t, 1H, J = 8,0 Hz, 14-ArH), 7,58 (t, 1H, J = 8,0 Hz, 

15-ArH), 7,39 (s, 2H, 4,6-ArH), 4,00 (s, 6H, 20,22-CH3), 

3,92 (s, 3H, 18-CH3). RMN 13C (CDCl3 75 MHz): δ 

153,6 (C1, C3), 153,4 (C7), 152,2 (C11), 150,9 (C2), 138,8 (C9), 136,6 (C5), 135,2 

(C14), 130,6 (C13), 127,7 (C10), 127,5 (C16), 126,8 (C15), 116,1 (C8), 104,3 (C4, 

C6), 60,9 (C18), 56,3 (C20, C22). Faixa de fusão: 110 – 112 ºC. 
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3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)isoquinolina (6d) 

Sólido amarelo. η = 54 %. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 

9,27 (s, 1H, 11-ArH), 7,94 (d, 2H, J = 8,6 Hz, 13-ArH), 

7,93 (s, 1H, 8-ArH), 7,82 (d, 1H, J = 8,1 Hz, 16-ArH), 

7,68-7,62 (m, 3H, 4, 6, 15-ArH), 7,53 (t, 1H, J = 7,5, 14-

ArH), 6,93 (d, 1H, J = 8,7 Hz, 3-ArH), 6,01 (s, 2H, 18-CH2). RMN 13C (CDCl3, 75 

MHz): δ 152,1 (C11), 150,8 (C7), 148,3 (C2), 148,1 (C1), 136,7 (C9), 134,0 (C5), 

130,5 (C14), 127,5 (C10, C13), 126,8 (C16), 126,7 (C15), 120,9 (C4), 115,7 (C8), 

108,5 (C6), 107,4 (C3), 101,2 (C20). Faixa de fusão: 122 – 124 ºC. 

 

3-(2,3-di-idrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)isoquinolina (6e) 

Sólido branco. η 66%. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 

9,27 (s, 1H, 11-ArH), 7,94 (s, 1H, 8-ArH), 7,93 (d, 1H, J 

= 8 Hz, 16-ArH), 7,81 (d, 1H, J = 8 Hz, 13-ArH), 7,67-

7,61 (m, 3H, 4,6,14-ArH), 7,52 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 15-

ArH), 6,98 (d, 1H, J = 8 Hz, 3-ArH), 4,29 (s, 4H, 18, 20-

CH2). RMN 13C (CDCl3, 75 MHz): δ 152,2 (C7), 150,8 (C11), 144,2 (C2), 143,8 (C1), 

136,7 (C9), 133,3 (C14), 130,4 (C5, C13), 127,5 (C16), 126,7 (C15), 126,7 (C10), 

120,2 (C4), 117,5 (C8), 115,9 (C3), 115,5 (C6), 64,5 (C18), 64,3 (C20). Faixa de 

fusão: 103 – 105 ºC. 

8.1.4.5 Obtenção das aril-N-metil-isoquinolinas  

Em tubo de pressão, preparou-se uma solução de 3-fenilaril-isoquinolina 

substituída (6a-c) (0,5 mmol) em acetonitrila (4 mL), à qual foram adicionados 5 

mmol de CH3I (311 µL). A reação foi mantida em agitação à 60 º C. Após 24 h, o 

solvente e excesso de CH3I foram evaporados sob pressão reduzida, e o sólido 

lavado com acetato e hexano, obtendo-se o produto metilado (7a-c). 
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Iodeto de 3-(4-metoxifenil)-2-metil-isoquinolin-2-ium  (7a) 
 

Sólido amarelo. ƞ = 76 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 10,16 (s, 1H, 11-ArH), 8,51 (s, 1H, 8-ArH), 8,51 

(d, 1H, J = 8,0 Hz, 16-ArH), 8,33 (d, 1H, J = 9 Hz, 13-

ArH), 8,27 (t, 1H, J = 8,0 Hz, 15-ArH), 8,08 (t, 1H, J = 

8,0 Hz, 14-ArH), 7,67 (d, 2H, J = 8,6 Hz, 4, 6-ArH), 7,21 

(d, 2H, J = 8,6 Hz, 1, 3-ArH), 4,23 (s, 1H, 18-NCH3), 3,89 (s, 1H, 19-OCH3). RMN 13C 

(DMSO-d6, 75 MHz): δ 160,7 (C2), 151,6 (C7), 145,8 (C11), 137,4 (C9), 136,8 (C13), 

131,3 (C4, C6), 130,9 (C14), 129,7 (C10), 127,0 (C16), 126,6 (C15), 126,3 (C5), 

124,2 (C8), 114,4 (C1, C3), 55,5 (C19), 47,2 (C18). Faixa de fusão: 180 – 182 ºC. 

 

Iodeto de 3-(3,4-dimetoxifenil)-2-metil-isoquinolin-2-ium  (7b) 

Sólido amarelo. ƞ = 93 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 

MHz): δ 10,20 (s, 1H, 11-ArH), 8,54 (s, 1H, 8-ArH), 8,52 

(d, 1H, J = 8 Hz, 16-ArH), 7,35 (d, 1H, J = 8 Hz, 13-

ArH), 8,27 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 15-ArH), 8,08 (t, 1H, J = 

7,5 Hz, 14-ArH), 7,35 (s, 1H, 6-ArH), 7,28 – 7,21 (m, 

2H, 3,4-ArH), 4,27 (s, 3H, 12-NCH3) 3,89 (s, 3H, 18-CH3), 3,84 (s, 3H, 20-CH3). 

RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 151,5 (C7), 150,4 (C2), 148,6 (C1), 145,8 (C11), 

137,4 (C9), 136,8 (C13), 130,9  (C14), 129,7 (C10), 127,0 (C16), 126,6 (C15), 126,3 

(C5), 124,2 (C4), 122,7 (C8), 113,3 (C6), 111,8 (C3), 55,8 (C18), 55,7 (C20), 47,3 

(C12). Faixa de fusão: 213 – 215 ºC. 

Iodeto de 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-metil-isoquinolin-2-ium  (7c) 

Sólido amarelo. ƞ = 98 %. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): δ 

10,20 (s, 1H, 11-ArH), 8,58 (s, 1H, 8-ArH), 8,53 (d, 1H, 

J = 8 Hz, 16-ArH), 8,35 – 8,26 (m, 2H, 15, 13-ArH), 8,10 

(t, 1H, J = 8 Hz, 14,-ArH), 7,07 (s, 2H, 4,6-ArH), 4,29 (s, 

3H, 12-NCH3), 3,86 (s, 6H, 20,22-CH3), 3,79 (s, 3H, 18-

CH3). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 153,0 (C1, C3), 

151,4 (C7), 145,6 (C11), 138,9 (C2), 137,3 (C9), 136,9 (C13), 131,1 (C14), 129,8 

(C5), 127,2 (C10), 127,0 (C16), 126,6 (C15), 126,4 (C8), 107,6 (C4, C6), 60,1 (C18), 

56,3 (C20, C22), 47,3 (C12). Faixa de fusão: 219 – 221 ºC. 
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Iodeto de 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-metilisoquinolin-2-ium (7d) 

Sólido amarelo. η = 55%. RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz): 

δ 10, 18 (s, 1H, 11-ArH), 8,51 (s, 1H, 8-ArH), 8,50 (d, 

1H, J = 7,5 Hz, 16-ArH), 8,34-8,24 (m, 2H, 15,13-ArH), 

8,08 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 14-ArH), 7,32 (s, 1H, 6-ArH), 

7,19 (s, 2H, 3,4-ArH), 6,19 (s, 2H, 18-CH2). RMN 13C 

(DMSO-d6, 75 MHz): δ 151,6 (C1), 149,0 (C2), 147,5 (C11), 145,4 (C9), 136,9 (C13), 

131,0 (C14), 129,8 (C5), 127,0 (C10), 126,7 (C16), 126,4 (C15), 125,4 (C4), 124,4 

(C8), 109,9 (C6), 108,7 (C3), 101,9 (C18), 47,1 (C12). Faixa de fusão: 213 – 215 ºC. 

 

3-(2,3-di-idrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)isoquinolina (6e) 

Sólido branco. η 66%. RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 

10,20 (s, 1H, 11-ArH), 8,52 (s, 1H, 8-ArH), 8,52 (d, 1H, 

J = 7,5 Hz, 16-ArH), 8,32 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 15-ArH), 

8,26 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 13-ArH), 8,08 (t, 1H, J = 7,5 Hz, 

14-ArH), 7,28 (d, 1H, J = 1,8 Hz, 6-ArH), 7,19 (dd, 1H, J 

= 1,8 Hz, J = 8,3 Hz, 4-ArH), 7,13 (d, 1H, J = 8,3 Hz, 3-ArH), 4,37 (s, 4H, 18, 20-

CH2), 4,25 (s, 3H, 12-NCH3). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): 151,5 (C7), 145,3 (C2), 

145,2 (C11), 143,4 (C1), 137,4 (C6), 136,8 (C13), 131,0 (C14), 129,7 (C10), 127,0 

(C16), 126,6 (C15), 126,3 (C4), 124,9 (C5), 122,9 (C8), 118,7 (C6), 117,5 (C3), 64,3 

(C18), 64,1 (C20), 47,2 (C12). Faixa de fusão: 192 – 194 ºC. 

8.1.4.6 Obtenção das N-naftil-benzamidas 

3 mmol de ácido 2-bromobenzoico (8a-d) foram suspendidos em 2,5 mL de 

diclorometano. À mistura adicionou-se 2 mmol de cloreto de oxalila e 

dimetilformamida (catalítico). A reação é mantida em agitação em atmosfera inerte 

(N2) e temperatura ambiente durante 1 a 2 horas, para formação do cloreto de ácido, 

sendo observada formação de produto solúvel. Em seguida, 1 mmol de 1-naftil-

amina foi dissolvido em 2,5 mL de diclorometado e adicionado à mistura, seguido de 

3 mmol de trietilamina. A reação é mantida em agitação em atmosfera inerte (N2) e 

temperatura ambiente, overnight. O produto precipita no meio reacional e é filtrado e 

lavado com diclorometano. 
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2-bromo-N-(naftalen-1-il)benzamida (9a) 

Sólido branco. η = 82 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 

10,53 (s, 1H, 11-NH), 8,22 (t, 1H, J = 4,5 Hz, 3-ArH), 7,98 

(t, 1H, J = 4,5 Hz, 6-ArH), 7,87 (d, 1H, J = 8,1 Hz, 7-ArH), 

7,77 (d, 2H, J = 7,6 Hz, 15, 18-ArH), 7,73 (d, 1H, J = 7,6 

Hz, 9-ArH), 7,59-7,53 (m, 4H, 1, 2, 16, 17–ArH), 7,46 (t, 

1H, J = 7,6 Hz, 8-ArH). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 166,8 (C12), 139,3 (C10), 

133,7 (C13), 133,12 (C4), 132,6 (C15), 131,0 (C16), 128,9 (C3), 128,4 (C8), 128,0 

(C5), 127,7 (C2), 126,0 (C17, C18), 125,9 (C7), 125,5 (C1), 123,1 (C6), 122,7 (C14), 

119,0 (C9). 

 

2-bromo-5-metoxi-N-(naftalen-1-il)benzamida (9b) 

Sólido branco. η = 65 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 

10,47 (s, 1H, 11-NH), 8,20 (t, 1H, J = 4,5 Hz, 6-ArH), 7,96 

(t, 1H, J = 4,5 Hz, 3-ArH), 7,85 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-ArH), 

7,75 (d, 1H, J = 7,3 Hz, 9-ArH), 7,63 (d, 1H, J = 8,8 Hz, 

15-ArH), 7,57-7,53 (m, 3H, 1,2,8-ArH), 7,27 (d, 1H, J = 

2,6 Hz, 18-ArH), 7,03 (dd, 1H, J = 2,6 Hz, J = 8,8 Hz, 16-ArH), 3,85 (s, 3H, 20-

OCH3).  RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): δ 166,4 (C12), 158,5 (C17), 140,0 (C10), 

133,7 (C13), 133,5 (C15), 133,1 (C4), 128,4 (C5), 127,9 (C3), 126,0 (C8, C2), 125,9 

(C7), 125,4 (C1), 123,2 (C6) 122,7 (C16), 116,9 (C9), 114,5 (C18), 109,2 (C14), 55,7 

(C20). 

8.1.4.7 Proteção das N-naftil-benzamidas 

1 mmol da amida (9a-b) foi suspendido em 5 mL de acetonitrila. À mistura 

adicionou-se 0,25 mmol de DMAP, seguido de 2 mmol de Boc2O. A reação foi 

mantida em agitação à temperatura ambiente e N2 24 h. O solvente foi evaporado e 

o produto isolado por cromatografia em coluna, utilizando hexano/ acetato de etila 

3:1. 
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terc-butil (2-bromo-benzoil)(naftalen-1-il)carbamato (10a) 

Sólido branco. η = 71 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 

7,97 (t, 2H, J = 7,3 Hz, 3, 6-ArH), 7,81 (d, 1H, J = 8,1 Hz, 

7-ArH), 7,68 – 7,52 (m, 6H, 1, 2, 8, 9, 15, 18-ArH), 7,46 

(td, 1H, J = 1,2 Hz, J = 7,5 Hz, 16-ArH), 7,37 (td, 1H, J = 

1,5 Hz, J = 7,5 Hz, 17-ArH), 1,01 (s, 9H, t-Bu). RMN 13C 

(DMSO-d6, 75 MHz): δ 169,3 (C12), 151,0 (C19), 139,7 

(C13), 134,4 (C10), 133,8 (C4), 132,4 (C15), 130,9 (C16), 130,1 (C3), 128,8 (C18), 

128,4 (C17), 127,9 (C5), 127,9 (C5), 127,6 (C2), 127,2 (C8), 126,5 (C7), 126,3 (C1), 

125,7 (C6), 121,5 (C9), 118,0 (C14), 83,6 (C21), 26,8 (C22-24). 

 

terc-butil (2-bromo-5-metoxibenzoil)(naftalen-1-il)carbamato (10b) 

Sólido branco. η = 21 %. RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz): δ 

8,05 (t, 2H, J = 3,6 Hz, 3, 6-ArH), 7,90 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-

ArH), 7,71-7,58 (m, 5H, 1, 2, 8, 9, 15-ArH), 7,63 (d, 1H, J 

= 8,8 Hz, 15-ArH), 7,30 (d, 1H, J = 2,8 Hz, 18-ArH), 7,03 

(dd, 1H, J = 2,8 Hz, J = 8,8 Hz, 16-ArH), 3,83 (s, 3H, 20-

OCH3), 1,12 (s, 9H, t-Bu). RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz): 

δ 169,0 (C12), 158,6 (C17), 157,0 (C21), 140,5 (C10), 134,4 (C13), 133,8 (C15), 

133,2 (C4), 130,1 (C5), 128,7 (C3), 128,3 (C2), 127,1 (C8), 126,5 (C7), 126,3 (C1), 

125,7 (C6) 121,6 (C16), 116,8 (C9), 113,4 (C18), 108,3 (C14), 83,5 (C23), 55,7 

(C20), 26,8 (C24-26). 

8.2 AVALIAÇÃO BIOLÓGICA 

8.2.1 Cultura de células 

Foram utilizadas as células da linhagem de glioblastoma humano U87MG 

(American Type Culture Collection - ATCC®) e como linhagem não tumorigênica, 

fibroblastos de pulmão fetal MRC-5. As células foram cultivadas em DMEM com 

baixa glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e solução 

antibiótica/antimicótica (Sigma Aldrich®) e mantidas à 37 ºC e atmosfera com 5% de 

CO2 (SOMENSI et al., 2017).  



110 
 

 

8.2.2 Avaliação da citotoxicidade por MTT 

Células U87MG ou MRC-5 foram adicionadas em placas de 96 poços 

(5×103cél/ poço) e incubadas com diferentes concentrações dos compostos-teste 

diluídos em DMEM durante 72 h. Após esse período, adicionou-se 10 µL de brometo 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (5 mg/mL), mantendo-se sob 

incubação durante 1 hora e 30 minutos para a formação do formazan (precipitado). 

As placas foram centrifugadas, o meio de cultura removido, e o precipitado 

(formazan) dissolvido em 100 µL de DMSO  (DENIZOT; LANG, 1986). A 

absorbância de cada poço foi lida em 538 nm utilizando espectrofotômetro 

SpectraMAX i3 (Molecular Devices). A viabilidade celular foi medida pela 

porcentagem de absorbância comparada ao controle (células não tratadas). Os 

experimentos foram realizados em triplicata intra e interexperimento e temozolamida 

foi utilizada como controle positivo. Os dados foram plotados no software GraphPad 

Prism7(GraphPad Software, versão 7.00 Inc, 2016), onde calculou-se a IC50 

segundo o tutorial fornecido pelo Prism (ZANOTTO-FILHO et al., 2015).  

8.2.3 Avaliação da citotoxicidade por sulforrodamina B 

Células U87MG ou MRC-5 foram adicionadas em placas de 96 poços e ao 

atingir 70 % de confluência, o meio de cultura foi removido e as células tratadas e 

incubadas com diferentes concentrações dos compostos-teste diluídos. Após 72 h, o 

meio de cultura foi descartado e as células fixadas com 10 % de ácido trifluoracético 

por 1h a 4 ºC. As células foram então coradas com sulforrodamina B 0,4 % 

dissolvida em ácido acético 1%, durante 15 min. As células foram lavadas para 

remoção do corante excedente com ácido acético 1 %, até restar apenas o corante 

aderido às células. As células coradas foram dissolvidas em 100 μL de solução 

tampão Tris 10 mM (pH 10,5). A absorbância de cada poço foi lida em 515 nm 

utilizando espectrofotômetro SpectraMAX i3 (Molecular Devices). A viabilidade 

celular foi medida pela porcentagem de absorbância comparada ao controle (células 

não tratadas). Os experimentos foram realizados em triplicata e temozolamida foi 

utilizada como controle positivo. Os dados foram plotados no software GraphPad 

Prism7 (GraphPad Software, versão 7.00 Inc, 2016), onde calculou-se a IC50 

segundo o tutorial fornecido pelo Prism (SOMENSI et al., 2017). 
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8.2.4 Estudo de indução apoptótica por anexina e iodeto de propídio  

O aparecimento de células apoptóticas e necróticas foi monitorado por dupla 

marcação com os corantes anexina e iodeto de propídio (PI) (Sigma, St. Louis, MO) 

utilizando-se um citômetro de fluxo (FACSCalibur). Células de glioblastoma U87MG 

foram cultivadas em placas de 12 poços (5 x 104cél/ poço) e tratadas nas 

concentrações relativas aos valores de IC50 do composto a ser avaliado, diluídos em 

DMEM suplementado com 10% de SFB. Após 72 h de incubação, as células foram 

lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas por 5 min a 1000 RPM. As células 

foram incubadas com 5 μL anexina V e 5 μL de PI (50 μg/mL) por 15 minutos a 

temperatura ambiente, após esse período sendo adicionados 400 μL de tampão de 

ligação fornecido pelo fabricante. Foram analisados 10.000 eventos para cada 

amostra no citômetro FACSCalibur. Os experimentos foram realizados em triplicata e 

a leitura dos dados realizada utilizando-se o software FlowJo (TresStar Inc., 

Ashland, OR, EUA) (SOMENSI et al., 2017). 

8.2.5 Análise do ciclo celular 

Células de glioblastoma humano U87MG foram cultivadas em placas de 12 

poços (5 × 104 cel/ poço)  e  tratadas nas concentrações relativas aos valores de IC50 

do composto a ser avaliado durante 24, 48 e 72 h. Posteriormente, as células foram 

lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 1200 RPM por 6 min. As células 

foram ressuspendidas em 200 µL do tampão de ciclo (PBS 1x, citrato de sódio 

tribásico 3,5 mM, Tris 0,5 mM, IGEPAL 0,1%, iodeto de propídio 50 μg/mL, RNAse 

100 μg/mL, pH 7,4). As células foram então incubadas por 15 min e o conteúdo do 

DNA determinado por citometria de fluxo. Foram analisados 10.000 eventos para 

cada amostra no citômetro FACSCalibur. Os experimentos foram realizados em 

triplicata e a leitura dos dados realizada utilizando-se o software FlowJo (TresStar 

Inc., Ashland, OR, EUA) (SOMENSI et al., 2017).  

8.2.6 Análise do potencial de membrana mitocondrial 

Células de glioblastoma humano U87MG foram cultivadas em placas de 12 

poços (1 × 105cél/ poço)  e  tratadas nas concentrações relativas aos valores de IC50 

do composto a ser avaliado durante 72 h. Posteriormente, as células foram lavadas 
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com PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 1200 RPM por 6 min. Células foram 

incubadas com 600 µL de PBS com 1 µM de rodamina 123 por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Após esse período, as células foram centrifugadas (1200 

RPM por 3 minutos), lavadas com PBS três vezes e ressuspendidas em 500 µL de 

PBS. A fluorescência emitida pela rodamina foi detectada pelo citômetro de fluxo 

FACSCalibur (KANIPANDIAN; LI; KANNAN, 2019). 

8.3 MODELAGEM MOLECULAR 

Os estudos de modelagem molecular foram realizados em notebook Avell Linux 

Ubuntu 18.04, processador Intel® CoreTM i7-8750H Coffee Lake.  

8.3.1 Ancoramento molecular 

As estruturas tridimensionais da sanguinarina e seus respectivos análogos 

foram construídas e minimizadas energeticamente no programa Spartan’14 

(Wavefunction Inc, 2014), empregando-se método semi-empírico PM3 e Hartree-

Fock 3-31G**. As estruturas otimizadas foram verificadas e corrigidas no programa 

Sybyl versão 2.1.1 (Certara, L.P., 2012). 

Para o desenvolvimento do docking molecular na Bcl-xL utilizou-se o cocristal 

da proteína complexada ao inibidor BM903, disponível no Protein Data Bank (PDB), 

código PDB 3SP7, resolução 1,4 Å. A estrutura cristalográfica foi tratada para 

remoção do ligante, artefatos e moléculas de água, e adição dos átomos de 

hidrogênio no GOLD, versão 5.4 (CCDC Software Ltd., 2015). 

Visto que não foi encontrado cristal da sanguinarina complexada com Bcl-xL, o 

método foi validado e selecionado por crossdocking, utilizando-se o programa 

GOLD, versão 5.4 (CCDC Software Ltd., 2015). O ancoramento da sanguinarina foi 

realizado para a estrutura com cargas Eletrostática e Muliken, a partir de todas as 

funções disponíveis no programa (ASP, ChemPLP, GoldScore, ChemScore), 

realizando-se uma réplica ―clusterizada‖ que gerou trinta poses para cada método, o 

que corresponde a um total de 240 poses.  Foi utilizado como origem do sítio de 

ancoramento o carbono carboxílico do resíduo Glu129, com raio de 10 Å, baseado 

nas interações descritas por Zhang (2008), que avaliou as interações entre 

sanguinarina e Bcl-xL por HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence). 
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Empregou-se velocidade de busca do algoritmo genético média, sem presença de 

moléculas de água cocristalizadas. 

A seleção do método posteriormente aplicado para o docking dos análogos se 

deu por inspeção visual, comparando-se as poses da sanguinarina resultantes de 

cada método com a pose proposta por Zhang (2008). Os melhores resultados foram 

encontrados com a função ChemScore e carga Muliken, que foram então utilizadas 

para o ancoramento dos análogos propostos. Após inspeção visual, a pose fixada 

para sanguinarina foi selecionada a partir dos valores de escore. 

8.3.2 Dinâmica molecular 

As simulações de dinâmica molecular (MD) foram realizadas utilizando 

GROMACS 2019  (rápida, flexível e livre) (VAN DER SPOEL et al., 2005) para Bcl-xL 

(código PDB: 3SP7) em complexo com sanguinarina, 4a e 6e, empregando-se 

campo de força CHARMM (VANOMMESLAEGHE et al., 2009; VERMAAS et al., 

2016). O sistema de simulação compreendeu o complexo proteína-ligante com 

modelo de água (TIP3P) (BJELKMAR et al., 2010) pré-definido como solvente e 

contra-íons (Na+ ou Cl- para neutralizar a carga do sistema).  

O sistema foi tratado em uma caixa triclínica com divisão periódica, com forma 

e tamanho a 10 Å de distância de qualquer átomo da proteína. Empregou-se 

intervalo de tempo de 1 fs e as interações colômbicas de curto alcance foram 

tratadas utilizando valor de corte de 8 Å e método de curto alcance.  

As interações colômbicas de longo alcance foram manipuladas através de um 

método brando de PME (Particle Mesh Ewald – Rede de Partículas Ewald) 

(DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993). Inicialmente, o relaxamento do sistema foi 

realizado utilizando-se os algorítmos Steepes Descent e Broyden-Fletcher-Goldfarb-

Shanno de memória limitada de maneira híbrida.  

As simulações foram realizadas sob um conjunto isotérmico-isobárico (NPT) 

por 5 ns, utilizando métodos termostáticos e barostáticos Berendsen. A temperatura 

foi mantida em 310 K através de simulações utilizando algoritmo termostático Nose-

Hoover. O algoritmo barostático Martyna-Tobias-Klein foi aplicado para manter 1 atm 
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de pressão durante os cálculos. Após a minimização de relaxamento do sistema, 

procedeu-se com uma etapa de produção única de 100 ns.  

As estruturas representativas da Bcl-xL e dos ligantes (sanguinarina, 4a e 6e) 

foram selecionadas pela clusterização das estruturas a partir dos valores de RMSD 

(root-mean square deviation – desvio da raiz quadrada média), utilizando 0,5 Å como 

valor de corte.  

As interações e distâncias foram determinadas utilizando-se a análise de 

trajetória do GROMACS. Os critérios geométricos atuais para ligação de hidrogênio 

em proteínas são: i) distância ≤ 3,5   entre HBD (hydrogen bond donor – doador de 

ligação de hidrogênio) e HBA (hydrogen bond aceptor – aceptor de ligação de 

hidrogênio); ii) ângulo  ≥ 120 ° entre o átomo eletronegativo do grupo HBD e o átomo 

aceptor de ligação de hidrogênio (D–H···A); iii) ângulo  ≥ 90 ° entre o hidrogênio do 

HBD e o átomo ligado ao aceptor de ligação de hidrogênio. Similarmente,  as 

ligações de hidrogênio proteína-água ou água-ligante requerem: iv) distância ≤  3,0 Å 

entre os átomos do HBD e HBA; v) ângulo  ≥ 110 ° entre o átomo eletronegativo do 

grupo HBD e o átomo aceptor de ligação de hidrogênio (D–H···A); vi) ângulo  ≥ 90 ° 

entre o hidrogênio do HBD e o átomo ligado ao aceptor de ligação de hidrogênio. 

Interações hidrofóbicas não específicas  foram definidas por cadeias laterais 

hidrofóbicas com distâncias de 4,5   entre carbonos aromáticos ou alifáticos e 

interações π-π foram definidas por dois grupos aromáticos empilhados frente-a-

frente, com 5,0   de distância (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010). 

8.3.3 Predição do perfil farmacocinético in silico 

As estruturas da sanguinarina, 4a e 6e tiveram seu perfil farmacocinético 

simulado no aplicativo SwissADME, Swiss Institute of Bioinformatics, disponível on 

line em http://www.swissadme.ch/index.php.(DAINA; O; ZOETE, 2017). 

 

 

 

http://www.swissadme.ch/index.php
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Espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) e cromatogramas (CLAE) 
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