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FERNANDES, T.B. Sintese, avaliacdo biol6gica e modelagem molecular de
potenciais antitumorais analogos da sanguinarina planejados por
simplificagdo molecular. 2020. 185 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.
RESUMO

A sanguinarina € um alcaloide capaz de inibir Bcl-x,, uma proteina antiapoptética
gue se encontra superexpressa em linhagens tumorais e que esta frequentemente
relacionada a resisténcia destas frente a quimioterapicos antineoplasicos. No intuito
de identificar potenciais agentes antitumorais, o objetivo deste trabalho foi sintetizar
trés séries de analogos da sanguinarina planejados por simplificagdo molecular e
avaliar sua atividade biologica. Dez N-benzil-naftil-aminas (3a-e; 4a-e) e dez aril-
isoquinolinas (6a-e; 7a-e) foram sintetizadas em duas a trés etapas reacionais,
utilizando-se métodos de aminacéo redutiva e acoplamento de Suzuki. Insucesso
na etapa de reacdo de Heck impossibilitou a sintese da terceira série,
benzofenantridinica, apesar de testadas diversas condi¢Ges reacionais. Avaliacdo da
citotoxicidade em linhagens de glioblastoma U87MG revelou que a série N-benzil-
naftil-amina apresenta melhor atividade quando comparada as aril-isoquinolinas,
sendo para ambas, observada atividade superior a temozolamida, principal farmaco
para o tratamento de glioblastoma. Estudos em linhagem néao tumorigénica MRC-5
demonstraram que os analogos foram significativamente superiores a sanguinarina
em relacdo a seletividade. Os compostos mais mais promissores, 4a e 6e, induziram
morte celular por apoptose e causaram despolarizacdo da membrana mitocondrial,
indicando morte apoptoética pela via extrinseca. Ademais, 4a interrompeu o ciclo
interrompeu o ciclo celular na fase G,/M, indicando que 0 mesmo seria um agente
ciclo celular especifico. Simulacdes de dinamica molecular sugerem que o0s
compostos interagem com a proteina Bcl-x. principalmente por interacdes
hidrofébicas, e que o composto 4a apresentaria afinidade com o alvo semelhante a
sanguinarina, embora esta tenha apresentado atividade superior em células U87.
Perspectivas incluem estudos das vias de inducdo de morte celular, além da
expansdo do painel de células. Conclui-se, portanto, que o0s analogos da
sanguinarina representam um arcabouco a ser explorado pelos quimicos medicinais
no desenvolvimento de potenciais antineoplasicos.

Palavras-chave: glioblastoma; Bcl-x.; sanguinarina; simplificacdo molecular; N-

benzil-naftil-amina; aril-isoquinolina; citotoxicidade; dinamica molecular.



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 Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo 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 US7MG
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 G,/M phase, suggesting that it is a specific cell cycle agent.
Molecular dynamics suggested that compounds interact with Bcl-x. 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-x.; sanguinarine; molecular simplification, N-benzyl-

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

O termo “cancer” se aplica a uma diversidade de doencas, que podem
acometer diferentes tecidos do organismo e compartiham de uma patogénese
comum, envolvendo a proliferacdo desordenada de células mutadas (LABI;
ERLACHER, 2015). O cancer € uma das principais causas de morte no mundo e seu
tratamento permanece um desafio, tendo em vista a resisténcia das células tumorais
frente ao tratamento quimioterapico, capacidade de metdstase e a elevada
toxicidade relacionada aos farmacos antitumorais (WU et al., 2017).

Muitos esforgos, por parte da academia e da industria, sdo despendidos na
pesquisa e desenvolvimento de terapias contra o céancer, que compreende
basicamente intervencdo cirargica, radioterapia e quimioterapia. Embora novas
abordagens, como o0 uso de anticorpo monoclonal, tenham sido desenvolvidas, o
estudo e utilizacdo de pequenas moléculas no tratamento de tumores é, ainda, a
estratégia mais empregada (ADAMS et al., 2015; LEE; TAN; OON, 2018).

Neste sentido, a inducdo da morte celular apoptética em células tumorais,
através de ligantes sintéticos é uma abordagem promissora no desenvolvimento de
novos agentes antitumorais. Alvos envolvidos nas vias de apoptose tém sido
estudados e explorados no planejamento de compostos para o tratamento do
cancer, dentre os quais a proteina inibidora de apoptose, Bcl-xL, vem ganhando
destaque (SUVARNA; SINGH; MURAHARI, 2019).

Apés a recente aprovacao do inibidor de proteinas antiapoptéticas, venetoclax,
primeiro e Unico farmaco da classe introduzido na terapéutica, a inibicdo de
proteinas antiapoptéticas no tratamento do cancer se consolida como uma estratégia
eficaz no tratamento da determinados tipos de cénceres, e que nhecessita ser
expandida no que se refere a diversidade de farmacos disponiveis que atuem por
meio deste mecanismo (FDA, 2016; MULLARD, 2016). Assim, o presente trabalho
vem como uma contribuicdo para a pesquisa e desenvolvimento de antitumorais

inibidores de proteina antiapoptética Bcl-x,.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O cancer se destaca como um problema de saude publica, tendo em vista o
crescente numero de individuos acometidos pela doenca. No ano de 2018, foram
registrados 18.078.957 casos e 9.555.027 Obitos pela doenca em todo o mundo.
Entre os diferentes tipos de cancer, os mais incidentes sdo os de pulmao, mama,
colorretal e préstata, e as causas mais comuns de morte por cancer envolvem
tumores de pulmao, colorretal, estbmago e figado (figura 1) (GLOBOCAN, 2019a).

Ndmero de mortes em 2018, ambos os sexos, todas as idades

Ndmero de novos casos em 2018, ambos os sexos, todas as idades

ulméo
2093 876 (11.6%) Pulmio
1761 007 (18.4%)

ama Outros cinceres
2088 340 (11.6%) 3422 417 (35.8%)
Outros cinceres
7 753 946 (42.9%) Colorretal Colorretal
1849518(10.2%) 880792 (9.2%)

Prostata Prostata Estémago
1276 106 (7.1%) 358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Cervical Estdmago Pancreas Figado
569 847 (3.2%) 1033701 (5.7%) 432 242 (4.5%) 781631 (8.2%)

Esdfago Figado Esdfago Mama
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Total: 18 078 957 casos Total: 9 555 027 mortes

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos diferentes tipos de cancer entre a populacdo mundial,
referente ao ano de 2018 (GLOBOCAN, 2019a).

No Brasil, foram 559.371 novos casos e 243.588 mortes pelo cancer em 2018.
Os céanceres de prostata e mama se caracterizam como 0S mais incidentes entre
homens e mulheres, respectivamente. Embora o aumento da expectativa de vida
seja um fator relacionado aos niveis de incidéncia de cancer, o risco de ser
acometido pela doenca antes dos 75 anos no pais chega a quase 22 %
(GLOBOCAN 2019b).

Uma diversidade de fatores estdo associados ao risco de desenvolver cancer,
dentre os quais 80 a 90% estdo relacionados a causas externas. Maus habitos
alimentares, sedentarismo, obesidade, tabagismo e exposicdo a radiacdo estédo
entre estas causas. Causas herediarias, por sua vez, influenciam em 10 a 20% dos
casos (INCA, 2019).
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2.2 ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DO CANCER

A proliferacdo desordenada das células que dédo origem ao céancer envolve
mutacBes genéticas que causam alteracdes em processos relacionados com a
replicagdo e/ou morte celular, resultando em autossuficiéncia de sinais de
crescimento, perda da sensibilidade aos sinais anticrescimento, evasédo a apoptose,
aumento do potencial replicativo, angiogénese, invasdo tecidual e metastase
(GUEMBAROVSKI; COLUS, 2008; HANAHAN; WEINBERG, 2011; RUBIN, 2006).

Neste contexto, a apoptose é de suma importancia como um processo
fisiolégico 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 (acronimo de cysteine-dependent aspartate-directed proteases, ou
proteases dirigidas por aspartato dependentes de cisteina) sédo ativadas em resposta
a um estimulo extracelular (via extrinseca) ou dano interno (via instrinseca ou
mitocondrial), culminando em uma forma de morte celular definida por eventos
moleculares distintos e mudancas caracteristicas 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 ativacdo de sua forma inativa (procaspases) 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 extrinseca (figura 2) envolve a ativacdo de receptores especificos
presentes na superficie celular pertencentes a superfamilia de receptores do fator de
necrose tumoral (TNF) pelos seus respectivos ligantes. FasL/FasR, TNF-a/TNFR1,
Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e Apo2L/DR5 sédo alguns exemplos de ligantes e seus
respectivos receptores que participam desta via. A ativacdo destes receptores
resulta na ligacdo de proteinas adaptadoras como FADD (Fas-Associated protein

with Death Domain — Proteina do Dominio de Morte Associada a Fas) ou TRADD



20

(TNFR1 Associated Protein with Death Domain — Receptor de Fator de Necrose
Tumoral 1) (a qual recruta FADD). FADD entdo associa-se a procaspase-8 e forma
um complexo de sinalizacdo indutor de morte (CSIM ou do inglés, 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 ativacdo de endonucleases
gue causam a fragmentacdo do DNA e morte celular (ELMORE, 2007; PORTH,;
MATFIN, 2010; XU; SHI, 2007).

Extrinseca ' Intrinseca
(mediada por receptor de morte) (mediada por mitocondria)
TNF, FasL
i Estimulo apoptético
o Receptor ! positivo ou negativo
de morte '

e PRI
O S0e00000000808 0000

ﬁm p53 Quadro |
]

T
' , |
! Proteinas BH3-only ©c2) G EXD @) CADD
: | 1
| Proteinas
|_ Bcl-2 antiapoptéticas ST €D (BB
Caspase-8) — (tBID )—; | |
I 1
|—> €D €N & @D D
T T
@ BAD NOXA:
Proteinas
¢ © proapoptticas
Cytc Smac/DIABLO Proteinas efetoras
HtrA2/Omi proapoptdticas Proteinas
¥ l tardias antiapoptoticas
Proteinas
- Apaf-1 A proapoptéticas
Caspases 3,6e7 ) € N
—» = ativagao
¢ apoptossomo
—| = inibigdo

APOPTOSE —=

Figura 2. Diagrama simplificado dos mecanismos de apoptose. A esquerda da linha pontilhada é
ilustrada a via extrinseca, mediada por receptor de morte. A direita da linha pontilhada € ilustrada a
via intrinseca, na qual estdo envolvidas proteinas da familia Bcl-2. O quadro | apresenta as principais
proteinas da familia Bcl-2 (adaptado de FERNANDES, 2015).

A via intrinseca, ou via mitocondrial, de apoptose, € ativada por condi¢cdes que
podem agir de maneira positiva ou negativa. Sinais negativos envolvem a auséncia
de fatores de crescimento, hormdnios e citocinas inibidoras da morte programada.
Outros estimulos, que atuam de forma positiva, incluem dano do DNA, espécies

reativas de oxigénio (ROS), hipoxia, niveis diminuidos de ATP, e senescéncia
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celular. Estes estimulos provocam alteragdes na membrana mitocondrial interna,
resultando na abertura de poros permeaveis e liberagdo de proteinas
proapoptoéticas. Um primeiro grupo destas proteinas inclui o citocromo c¢ (cyt ¢), que
ativa Apaf-1 e procaspase-9, formando o “apoptossomo”. A partir da formagédo do
apoptossomo, tem-se ativacdo de caspase 9, com consequente ativacdo de
caspases efetoras. Smac/DIABLO e HtrA2/Omi, por sua vez, promovem apoptose
pela inibicdo de IAP (proteinas inibidoras da apoptose), que modulam a atividade de
caspases . O segundo grupo de proteinas proapoptéticas, que inclui AlIF (Apoptosis
Inducing Factor), endonuclease G e CAD (Caspase-Activated Deoxyribonuclease) -
proteinas proapoptéticas tardias - € liberado a partir da mitocondria durante a
apoptose, e causam fragmentacdo do DNA e condensacao da cromatina (ELMORE,
2007; FUCHS; STELLER, 2015; PORTH; MATFIN, 2010).

A alteragdo da permeabilidade da membrana mitocondrial que resulta na
liberacdo de proteinas proapoptéticas € mediada pelos membros da familia de
proteinas Bcl-2, que podem ser indutores ou inibidores da apoptose. A proteina
supressora de tumor p53 tem um papel critico na regulacédo da familia de proteinas
Bcl-2, porém, os mecanismos exatos ainda nado foram completamente elucidados.
As proteinas da familia Bcl-2 estdo divididas em trés subfamilias de acordo com sua
funcdo e similaridade de sequéncia de aminoacidos, a saber: proteinas
proapoptoticas efetoras (BAX e BAK), proteinas proapoptéticas BH3-only (BID, BIM,
PUMA, Noxa, HRK, BIK, BMF, BAD) e proteinas antiapoptoticas Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-X,,
MCL-1, Al, 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 da a partir das
proteinas BAX e BAK. Geralmente, a ativacdo destas proteinas requer a sua
interacdo com uma proteina do subtipo BH3-only, que causa uma alteracéo
conformacional de BAX e BAK, levando a sua oligomerizacdo na membrana
mitocondrial. Estes oligomeros tornam a membrana mitocondrial permeavel,
possivelmente de forma indireta, pela inducdo de poros lipidicos, ou diretamente,
pela formac&o de poros, propriamente. A abertura destes poros permite, entdao, o

extravasamento de proteinas proapoptoticas, como citocromo ¢ (JENG; CHENG,
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2013). As proteinas da familia BH3-only podem ser subdivididas em ativadoras
(ativam diretamente BAX/BAK) ou sensibilizadoras (neutralizam a agao
antiapoptética das proteinas Bcl-2) (CZABOTAR et al., 2014; SUVARNA; SINGH;
MURAHARI, 2019).

[ Familia de proteinas Bcl-2 ]

[ Proteinas proapoptdticas J ‘_\

|
I
Proteinas BH3-only

[ wome | [ mmmmmr ) [
(aiivam prokeings fioras)
e ™
Quadro | i _l i
proapoptoticas efetoras (PE). BAX e BAK
J_ proteinas proapoptoticas BH3-onily sensibiizadoras (PS): BAD, BIK, NOXA, PUMA
IIlé- proteinas proapoptoticas BH3-only ativadoras (PAt) BID, BIM, BAD, BIK, PUMA, NOXA, BMF, HTR
¢ proteinas antiapoptoticas Bek-2 (Paa): Bok2, Bekx, , MCL-1, A1, Bekb, Bokw
[_apopros |
. vy

Figura 3. Representacdo esquemética das subfamilias de proteinas Bcl-2. O quadro | apresenta uma
ilustracdo simplificada das relacdes entre as proteinas da familia Bcl-2. Proteinas BH3-only
ativadoras ligam-se as proteinas efetoras, causando uma alteracdo conformacional que leva a
oligomerizacdo de BAX e BAK na membrana mitocondrial, o que resulta na permeabilidade da
mesma, com extravasamento de proteinas proapoptéticas (p. ex. citocromo c). Proteinas
sensibilizadoras inibem a acdo das proteinas antiapoptéticas sobre as proteinas efetoras (elaborada
pelo autor).

Proteinas antiapoptéticas Bcl-2 tém sua acdo baseada na inibicdo das
proteinas proapoptoticas efetoras, ao se ligarem a estas e impedirem sua
oligomerizacdo. Proteinas inibidoras de morte estdo superexpressas em diversos
tipos de tumores, representando um mecanismo de evasdo a apoptose e
favorecendo resisténcia aos agentes antineoplasicos (ASHKENAZI et al., 2017;
VOGLER et al., 2009). A superexpresséo de Bcl-X, particularmente, é reportada em
canceres de mama, préstata, pulmao, colorretal, melanoma e linfoma de células B

(MENA et al., 2012; RAGHAV; VERMA; GANGENAHALLI, 2012) e niveis
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aumentados desta proteina foram correlacionados com a reducdo da sensibilidade
das células tumorais aos farmacos antineopldsicos (AMUNDSON et al., 2000;
BROECKER-PREUSS et al., 2015; HOLOHAN et al., 2013; ZHOU et al., 2015).

Neste contexto, as proteinas antiapoptoticas da familia 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 possivel resisténcia
apresentada por estas células aos agentes quimiotergpicos (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, farmacos que atuam sobre estas proteinas baseiam seu efeito na
inibichio de proteinas antiapoptoticas mimetizando proteinas BH3-only
sensibilizadoras (CZABOTAR et al.,, 2014). Vale salientar que embora existam
farmacos em estudos clinicos que atuem inibindo proteinas antiapoptoéticas da
familia 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 farmaco com acéo sobre Bcl-2, sendo o Unico representante da sua classe
disponivel na terapéutica atualmente (FDA, 2016; LIU; WANG, 2012; MULLARD,
2016).

obatoclax navitoclax

Figura 4. Farmacos inibidores de proteinas antiapoptéticas da familia Bcl-2 (OPYDO-CHANEK;
GONZALO; MARZO, 2017).
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2.3 TERAPIA ANTINEOPLASICA E PRODUTOS NATURAIS

Diversas estratégias sdo empregadas no tratamento do cancer, incluindo
intervencdo cirdrgica e radioterapia para o0 tratamento loco-regional, e
hormonioterapia e quimioterapia para o tratamento sistémico (BRASIL, 2015; INCA,
CEDC, 2012). Neste contexto, a quimioterapia adquire particular relevancia pelo seu
emprego na doenca metastatica e em tumores n&o-sélidos. Entretanto, os
guimioterapicos disponiveis na terapéutica mostram-se muito tdxicos e pouco
seletivos, e muitos tumores podem exibir ou desenvolver resisténcia aos
antineoplasicos existentes, trazendo a necessidade de se desenvolver novos
antineoplasicos mais eficazes e seguros (BRANDAO et al., 2010; GARRAWAY;
JANNE, 2012; MACHADO; SAWADA, 2008).

No desenvolvimento de novos farmacos, os produtos naturais representam
uma fonte importante de novos compostos bioativos. No periodo de 1940 a 2014,
cerca de 25% de todas as novas entidades quimicas aprovadas pelo FDA
correspondem a farmacos de origem natural. No que se refere ao cancer, 49 % dos
farmacos aprovados neste periodo sdo de origem natural ou moléculas diretamente
derivadas destes, o que reforca a relevancia dos produtos naturais como fonte de
novos farmacos contra o cancer (NEWMAN; CRAGG, 2016).

A descoberta de novos antineoplasicos de origem natural tem incentivado as
pesquisas nessa area. A camptotecina,alcaloides da vinca e produtos naturais de
outras naturezas quimicas, como etoposideo e paclitaxel (figura 5), sdo farmacos
importantes e bastante empregados no tratamento do céancer (BARREIRO;
BOLZANI, 2009; BRANDAO et al., 2010; BROWN et al., 2010).
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paclitaxel etoposideo

Figura 5. Estruturas de antineopléasicos de origem natural (BRANDAO et al. 2010).

Embora o venetoclax, de origem sintética, seja atualmente o Unico inibidor de
proteinas antiapoptoticas da familia Bcl-2, inibidores de Bcl-x. de origem natural
também tém sido submetidos a ensaios clinicos. O gossipol (figura 4), um polifenol
extraido de semente de algodédo, € capaz de inibir proteinas antiapoptoticas e
chegou a fase 2 de estudos clinicos em pacientes com glioblastoma multiforme e a
fase 3 em pacientes com cancer de pulméao (NIC, 2017; TMMSU, 2013).

Alcaloides também tém sido estudados quanto a sua capacidade de inibir
proteina Bcl-x., particularmente o alcaloide benzofenantridinico 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; SLANINOVA et al., 2007, 2014; YU
et al., 2014).
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sanguinarina

SN+ O o <o
G

nitidina macarpina fagaronina

Figura 6. Estrutura quimica da sanguinarina (destacando os anéis A, B, C, D e E) e outros alcaloides
benzofenantridinicos com atividade citotéxica.

A sanguinarina é encontrada em diversas familias de plantas medicinais, como
Papaveraceae, Fumariaceae, Rutaceae e em plantas especificas como Sanguinaria
canadensis, Bocconia frutescens, Chelidonium majus e Macleaya cordata. Este
alcaloide apresenta propriedades antimicrobianas, antifingicas, antioxidante e anti-
inflamatdrias (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 ja foi verificada em linhagens de canceres como de préstata
(ADHAMI et al., 2004; SUN et al., 2010), pancreas (AHSAN et al., 2007), pulméo
(JANG et al., 2009), leucemia (ABURAI et al., 2010), mama (DEBITON et al., 2003),
cervival (SLANINOVA et al., 2007), melanoma (HAMMEROVA et al., 2011) e
glioblastoma (SAEED et al., 2018).

O efeito citotoxico da sanguinarina foi relacionado com diferentes alvos e
mecanismos, que incluem intercalacio em DNA (DE STEFANO et al., 2009) e
inibicdo de di-idrofolato redutase (SUN et al., 2010). Adicionalmente, a sanguinarina
induz producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO), promovendo apoptose tanto
pela via extrinseca como intrinseca e interferindo na regulacdo de uma gama de
proteinas envolvidas nestas vias (KOCK; SMITH; CHIBALE, 2017), como AKT
(CHOI et al., 2009), NF-kB (GUPTA et al., 2010), caspases (JANG et al., 2009; KIM
et al., 2008), XIAP e clAP-1 (CHOI et al., 2008), além de modular a expressao de
proteinas da familia 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-x_ pela sanguinarina também foi verificada na faixa
de 19 pM, representando um mecanismo importante para o seu efeito citotoxico e
gue 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 ndo tumorigénicas (tabela 1),
inviabilizando seu uso na terapéutica e trazendo a necessidade de se otimizar sua
estrutura no que se refere a seletividade (MALIKOVA et al., 2006; SLANINOVA et
al., 2007).

Tabela 1. Valores de ICx, referentes a sanguinarina frente a diferentes linhagens tumorais.

Linhagem 1Cso (UM) Rereféncia
0,37 ABURAI et al., 2010
0,92 SLANINOVA et al., 2007
3,30 DEBITON et al., 2003
4,40 MATKAR et al., 2008

Leucemia promielocitica humana (HL60)

Adenocarcinoma de mama humano (MCF-7)

Melanoma maligno humano (A-375) 1,18 HAMMEROVA et al., 2011
Adenocarcinoma cervical humano (HelLa) 2,00 SLANINOVA et al., 2007
Glioblastoma multiforme (U87MG) 2,60 SAEED et al., 2018
Queratindcitos epidermais humanos (NHEKS) 10,00 AHMAD et al., 2000
Fibroblastos gengivais humanos (GF) 1,20 (MALIKOVA et al., 2006)
Fibroblastos de pele (KF-II) 1,00 SLANINOVA et al., 2007

Em vista dos efeitos dos alcaloides benzofenantridinicos frente ao cancer,
analogos sintéticos tém 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 relacdo 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; SERBETCI et al., 2010; YANG et
al., 2016).

Tabela 2. Estruturas de analogos planejados a partir de alcaloides benzofenantridinicos e seus
respectivos valores de atividade bioldgica.

linhagem celular

Estrutura ou alvo ICso (LM) Referéncia
NH(CH;);N(CH;),
N7 X o. L1210
o | P _ (leucemia linfocitica) 0,30 JANIN et al., 1993
< o
O
N (0]
| \ > RPMI-8402
= o~ (leucemia 4,50 MAKHEI et al., 2003

o)
< O‘ linfoblastica aguda)
(o)
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Tabela 2. Estruturas de analogos planejados a partir de alcaloides benzofenantridinicos e seus
respectivos valores de atividade biol6gica (continuagao).

linhagem celular

Estrutura ou alvo ICs0 (UM)  Referéncia
0\
oC
' BERNARDO
— _ etal,
O Bel-x. 3,0 2008
L1210 440  PRADO et al., 2004
(leucemia linfocitica)
L1210
e - SERBETCI et al.,
(leucemia linfocitica) 0,29 2010
CCRF-CEM
(leucemia 21,42 KOCK et al., 2005
linfoblastica aguda)
HelLa
(adenocarcinoma 0,10 Setnll Gt et el
X 2011
cervial)
A549
(carcinoma de 0,03 CHO et al., 2002
<° X pulm&o)
o =
OH
HN/\C[ A549
o] OH (carcinoma de 112,29  YANG et al., 2016
< pulm&o)
(o)
CN 0
“n 0 NB4
O (leucemia 053  CAOetal, 2015
o] promielocitica
S
o
CN NB4
NJ\: C (leucemia 062  CAOetal, 2015
promielocitica
F aguda)
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Com base nos estudos encontrados (tabela 2) é possivel verificar que, em
geral, os analogos mantém o nucleo benzofenantridinico ou nucleos semelhantes
com quatro anéis, explorando substituicdes principalmente nas posicées meta e para
da porcao correspondente ao anel E. Ademais, observa-se que tais estudos, em sua
maioria, apresentam resultados baseados em ensaios de citotoxicidade, havendo
poucas informacbes disponiveis a respeito do potencial de analogos
benzofenantridinicos como inibidores de Bcl-x, e da relagdo estrutura-atividade
envolvida nesta propriedade (JANIN et al., 1993; MAKHEY et al., 2003; PRADO et
al., 2004; SERBETCI et al., 2010).

Neste sentido, a proposta de novos analogos dos alcaloides
benzofenantridinicos empregando-se estratégias de modificagdo molecular como a
introducéo de substituintes em diversas posicOes dos aneis e a simplificacdo da
estrutura em outras regides pode ser promissora nha identificacdo de novos
compostos com potencial antitumoral, especialmente com propriedade de inibir Bcl-

XL.
2.4 PLANEJAMENTO DE FARMACOS E SIMPLIFICAC}AO MOLECULAR

No desenvolvimento de terapias para o tratamento das doencas, diversos
métodos podem ser empregados, que vao desde a terapia génica, até o uso de HTS
(High Throughput Screening, ou Triagem de Alta Demanda) para a descoberta de
compostos bioativos. Apesar do avanco e desenvolvimento de varios métodos, ainda
hoje o planejamento racional de farmacos, 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 instancia, torna-se necessario elencar-se uma doenca como objeto de
estudo. A partir disto, conhecendo-se a estrutura tridimensional de um determinado
alvo macromolecular envolvido na fisiopatologia da doenca (p. ex. enzima ou
receptor), € possivel realizar o planejamento de farmacos baseado na estrutura
(SBDD, do inglés 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 sitio de acdo (APAROQOY; REDDY;
REDDANNA, 2012; LEE; HUANG; JUAN, 2011; LEMKE; WILLIAMS, 2012).

Na auséncia da estrutura tridimensional do receptor, ou combinado com SBDD,
pode ser utilizado o planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante
(LBDD, do inglés Ligand-Based Drug Design). Nesta abordagem, o planejamento de
novos compostos ativos € realizado a partir de ligantes ja existentes com atividade
biolégica conhecida, que s&do utilizados como modelo para a realizacdo de
modificacdes moleculares e desenvolvimento de novos compostos. Abordagens de
similaridade molecular, relagdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR) e modelos
farmacoféricos sdo metodos frequentemente empregados no processo de LBDD,
gue podem fornecer modelos preditivos para a identificagdo de moléculas com
atividade biologica, bem como a otimizagcao de suas propriedades farmacodinamicas
e farmacocinéticas e seguranca (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 farmacos apresenta propriedades farmacocinéticas e/ou
farmacodinamicas apropriadas ou possui limitacdes relacionadas ao seu isolamento
ou sintese (especialmente no que se tange aos produtos naturais), tornam-se
necessarias novas modificacbes moleculares. O composto em questdo pode entéao
ser otimizado por modificacbes moleculares subsequentes (BARREIRO; FRAGA,
2014; CHEN et al., 2015; DI, 2015).

Na selecdo do protétipo, os produtos naturais podem fornecer estruturas
promissoras ao desenvolvimento de compostos bioativos. Entretanto, estes
frequentemente caracterizam-se por uma estrutura complexa e de dificil obtencéo
por meios sintéticos. No processo de otimizacdo, estratégias de simplificacdo
molecular podem ser empregadas a fim de se obter analogos potencialmente ativos,
com melhor perfil farmacocinético, farmacodinamico, e com estruturas de sintese
mais simples (BARREIRO, 2002; CHEN et al., 2015; LEE, 2010; WERMUTH, 2008).

A simplificagdo molecular consiste na modificagdo de um prototipo,
preservando a atividade biolégica e reduzindo seu padrdao de complexidade

molecular a partir da remocédo de grupos excedentes ou toxicoforicos. Esta
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estratégia € util para elucidagao do grupo farmacoférico, por meio de “dissecagao
molecular’, onde funcdes, elementos estruturais ou anéis sado removidos da
molécula. Desta forma, € possivel determinar quais seriam as por¢des da molécula
essenciais ou ndo para a atividade bioldgica (BARREIRO, 2002; CHEN et al., 2015;
LEE, 2010; WERMUTH, 2008). Como exemplo, a aplicagdo da simplificacéo
molecular na morfina, alcaloide precursor dos analgésicos da classe das 4-
fenilpiperidinas, permitiu identificar a petidina como grupo farmacoforico classico dos
analgésicos opiaceos (figura 7A) (BARREIRO, 2002).

(A) \ (B)
N \
N (o)
7/
( N o <
o0 ASG I
HO o OH CO,Et o o
morfina petidina cocaina procaina

Figura 7. Simplificacdo molecular no planejamento de farmacos. (A) Identificacdo da petidina como
grupo farmacoférico dos analgésicos opiaceos, a partir da simplificacdo molecular da morfina. (B)
Obtencéo da procaina a partir da simplificacdo molecular da cocaina.

A cocaina € um alcaloide que foi utilizado como anestésico topico em cirurgias
nasais e oculares, porém sua agao vasoconstritora, toxicidade cardiovascular e uso
como droga de abuso limitou seu uso. A simplificacdo molecular da cocaina deu
origem a anestésicos locais sintéticos, como a procaina (figura 7B), mais seguros e
menos toxicos (GUO, 2017).

A partir do processo de simplificacdo molecular, é possivel estabelecer a
relacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica desempenhada por uma
molécula, direcionando as modificacdes moleculares ideais a otimizacdo da mesma
e, por meio delas, fundamentar o planejamento de novas substancias que possuam
perfil terapéutico mais adequado as necessidades atuais. Ademais, a simplificacédo
molecular frequentemente fornece compostos de obtencdo sintética facilitada em
comparacao com o protétipo, além de permitir a remocao de grupos toxicoforicos.
Tendo isto em vista, estratégias de simplificacdo molecular tornam-se interessantes
no planejamento de analogos de produtos naturais como o0s alcaloides
benzofenantridinicos (BARREIRO; FRAGA, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Diante da relevancia epidemioldgica do cancer e dos problemas relacionados a
guimioterapia convencional, o objetivo do presente trabalho foi sintetizar analogos da
sanguinarina planejados por simplificacdo molecular, obtendo-se compostos com

potencial antitumoral e de sintese quimica facilitada.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintetizar analogos N-benzil-naftil-aminicos, aril-isoquinolinicos e

benzofenantridinicos (item 3.3.);

b) Avaliar o potencial antitumoral dos analogos sintetizados a partir de ensaios
de citotoxicidade em linhagens tumorais de glioblastoma multiforme (U87MG) com
superexpressao de Bcl-x., e fibroblasto humano fetal de pulmdo (MRC-5), néo

tumorigénico, além de realizar estudos do mecanismo de inducao de morte celular;

c) Realizar estudos de modelagem molecular para determinacdo de
propriedades fisico-quimicas e proposicdo de um perfil de interacdo entre o0s
compostos sintetizados e a proteina Bcl-x,, a fim de correlacionar a estrutura
guimica com a atividade bioldgica por eles desempenhada, fornecendo informacdes
relevantes ao planejamento de novos compostos. Adicionalmente, com base em
propriedades fisico-quimicas calculadas, realizar predicdo in silico do perfil

farmacocinético dos compostos.

As informacdes relacionadas a cada um destes objetivos (introdu¢édo, métodos,
resultados e discusséo) estdo agrupadas nos seus respectivos topicos no corpo do
trabalho, a saber: 4 — Sintese dos analogos da sanguinarina; 5 — Avaliacéo biologica

in vitro; 6 — Modelagem molecular.

3.3 PLANEJAMENTO DOS ANALOGOS E MODIFICACOES
MOLECULARES

Utilizando-se o alcaloide benzofenantridinico sanguinarina como protoétipo,

foram propostas trés séries de analogos planejados por simplificacdo molecular, a
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saber. série N-benzil-naftil-amina (1), série aril-isoquinolina (Il) e série
benzofenantridina (lll) (figura 8). Para cada série, foram propostos dez anélogos,

totalizando trinta compostos.

Série I:N-benzil-naftil-amina Série Il: aril-isoquinolinas Série Ill: benzofenantridinas
3a-e 6a-e
4a-e 7a-e

R = -H, -CHj

R1 = -H, -OCH3’ -OCHzO-, -OC2H40-
R2 = -C|, -OCH3' -OCHzo-, -OC2H40-
R; = -H, -OCH,

Figura 8. Simplificacdo molecular da sanguinarina, originando as séries de analogos N-benzil-naftil-
aminicos, aril-isoquinolinicos e benzofenantridinicos. A porcdo fenantridina é composta dos anéis C,
D e E (vermelho). O ndcleo benzofenantridinico, caracteristico dos alcaloides da classe, corresponde
a fusdo da fenantridina ao anel B (verde).

Na simplificacdo molecular para a obtencdo dos compostos das séries | (N-
benzil-naftil-aminas) e Il (aril-isoquinolinas) aplicou-se abertura de anel, como intuito
de verificar a relevancia destes anéis e da rigidez da molécula para a atividade
biolégica bem como reduzir o nUmero de etapas sintéticas. Diferentes padrdes de
substituicdo nos anéis aromaticos foram aplicados, além da substituicdo no

nitrogénio com um grupo metil.

No que se refere a série N-benzil-naftil-amina, observa-se que a abertura do
anel que contém o nitrogénio foi pouco explorada, sendo encontrados analogos com
0 grupo oxima-metil-éter em detrimento do nitrogénio aromatico (ISHIKAWA et al.,
2011). Adicionalmente, analogos derivados da amina tém sido reportados quanto a

sua atividade citotéxica e citostatica (YANG et al., 2016).
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Analogos aril-isoquinolinicos e tetraidroisoquinolinicos s&o reportados na
literatura, porém com a introducdo de um Unico substituinte nos anéis aromaticos
nas posi¢cdes orto, meta ou para (CHO et al., 2002). Uma vez que tais analogos
apresentaram efeito citotoxico, a exploracéo deste grupo foi considerada promissora
na identificacdo de novos compostos, mais ativos. Ademais, os andalogos aril-
isoquinolinicos também foram avaliados quanto a influéncia da carga positiva no

nitrogénio.

Sao relatados na literatura analogos benzofenantridinicos que ndao possuem o
grupo benzodioxol na posicdo 1-2 e apresentaram atividade superior ao prototipo,
dependendo do substituinte nas posicoes 16, 17 e 18 (BERNARDO et al., 2008).
Neste contexto, na série Ill almejou-se avaliar o efeito da introducao de diferentes
grupos substituintes (funcdes oxigenadas, grupos alquilicos e halogénios) nas
posicbes 15, 16 e 17, uma vez que estudos mostram que a variagdo de grupos nas
posicdes 16 e 17 podem fornecer compostos ativos (CHO et al., 2002; JANIN et al.,
1993; MAKHEY et al., 2003). Adicionalmente, influéncia da carga positiva do

nitrogénio na atividade biolégica também € um fator a ser verificado.
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4 SINTESE DOS ANALOGOS DA SANGUINARINA

Todos o0s experimentos sintéticos foram realizados no Laboratério de
Planejamento e Sintese de Substancias Bioativas (LAPESSB) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo (FCF-USP). O detalhamento
dos métodos de sintese e purificacdo encontra-se na “parte experimental” e a

caracterizacado dos compostos consta no item “anexos”.
4.1 N-BENZIL-NAFTIL-AMINAS
4.1.1 Introducgéo

N-benzil-naftil-aminas consistem em aminas secundarias, que podem ser
obtidas através de diferentes métodos, como por exemplo alquilacdo de aminas
primarias e reducdo de amidas (CHADWICK et al., 2014; HANADA et al., 2009;
WETZEL et al.,, 2013). Entretanto, o procedimento classico e geralmente
preconizado consiste na aminacao redutiva. Neste tipo de método, intermediarios
iminicos sédo formados da reacédo de adicdo-eliminacdo (condensacdo) entre uma
amina e um aldeido (GUZEN et al., 2007). A ligacdo dupla das iminas € reduzida
para obtencdo das aminas secundarias, frequentemente utilizando-se um boridreto
(GARAY et al., 2014).

A obtencéo da imina se da, basicamente, pela formacéo da ligacédo dupla entre
0 nitrogénio da amina com a carbonila do aldeido (1), conforme ilustrado na figura 9.
Em geral, é descrita a necessidade de catalise acida para a formacao da imina (2).
Sem um catalisador acido, a reacdo seria muito lenta, uma vez que este é
necessario para a eliminacdo de agua nas etapas tardias da reacdo. Entretanto, o
uso de acido muito forte pode protonar completamente a amina, comprometendo
sua nucleofilicidade (MCMURRY, 2011). Neste sentido, a literatura classica descreve
0 uso de &cido fraco, que pode ser substituido pelo uso de solvente proético
(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 formacéo da imina por adigéo a carbonila com eliminacéo de agua.

A imina (2) obtida da reacdo de condensacdo é entdo reduzida a amina (3)
através de um agente redutor. A figura 10, a seguir, ilustra o mecanismo reacional
envolvido na reducdo da imina, com o uso de boridreto (EVANS; CHAPMAN;
CARREIRA, 1988).
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Figura 10. Mecanismo de formac¢do da amina secundaria por reducdo de imina, empregando
boridreto como agente redutor.

Reacdes de aminacdo redutiva podem se dar de forma indireta, pelo
isolamento da imina com posterior reducdo, em etapas reacionais isoladas, ou de
maneira direta, onde as etapas de formacdo da imina e sua reducdo Ssao
processadas em uma reacao one-pot (CHO; SANG, 2005). As duas abordagens sdo

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

4.1.2 Método

A sintese das N-benzil-naftil-aminas se deu por método de aminacao redutiva
indireta, em duas etapas reacionais, para a obtencdo dos analogos 3a-e. Estes
foram submetidos a uma terceira reacdo, de aminacao redutiva direta, para a sintese

dos analogos N-metilados 4a-e, conforme ilustrado na figura 11.
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1a: Ry = R3=H; R, = OCHj3 R1-R3—H R, = OCH3 R1—R3—H R, = OCHj3 = R3=H; R, =0OCHj
1b: Ry = R, = OCH3; Ry = H 2b R;{=R;=0CHgz R3=H 3b: Ry =R;=0CH3 R3=H 4b R1 R, = OCHgz; Rz = H
1c: Ry =Ry =R3=0CH; 2¢: Ry =R;=R3=0CH; 3c: Ry =R;=R3=0CH; 4c: Ry =R, =R3=0CHj,
1d: R; =R, =-OCH,0-; R3 =H 2d: Ry =R, =-OCH,0-; Rz =H 3d: Ry =Ry =-OCH,0-;R3 =H 4d: Ry = R, = -OCH,0-; Rz = H
1e: Ry = R3=H; R, =ClI 2e:Ry1= R3=H; R, =Cl 3e:Ry= R3=H; R, =Cl 4e:R;= R3=H;R,=Cl

Reagentes e condigdes: (i) 1-naftil-amina (1 eq.) MeOH, t.a. (ii) NaBH,4 (5 eq.), THF/EtOH (1:1), t.a. (iii)) HCHO (10 eq.),
CH3;COOH (2 eq.), NaBH3;CN (1,5 eq.) MeCN, 0-21°C.

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

A sintese desta série de analogos se inicia pela condensacdo entre o
benzaldeido substituido e naftil-amina (i), para obtencéo de intermediarios N-benzil-
naftil-iminicos (GARAY et al., 2014). Estes foram reduzidos a amina secundaria (3)
por aminacao redutiva, empregando-se NaBHy, (ii). A reacdo de N-metilacdo se deu
pela reacdo com formaldeido e reducédo com NaBH3CN (iii).

4.1.3 Resultados e discussao

Conforme proposto, dez analogos N-naftil-benzil-aminicos foram sintetizados,
dos quais cinco sdo aminas secundarias e cinco sdo aminas terciarias (tabela 3).
Com excecdo do composto 4b, as aminas terciarias sdo moléculas inéditas. Os
rendimentos para cada uma das etapas reacionais foram apreciaveis, refletidos em
rendimentos globais entre 28 e 76 %. Divergéncias entre os redimentos obtidos e
aqueles encontrados na literatura podem estar relacionadas a diferencas nos
métodos de sintese e purificacdo para cada molécula. O maior rendimento reportado
(98 %, composto 3c) foi encontrado por Garay e colaboradores (2014), que
utilizaram aminacédo redutiva indireta, com NaBH; como agente redutor, método
empregado neste trabalho. Moreno e colaboradores (2011), por sua vez, obtiveram

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

Com excecéao de 4d, os compostos sintetizados se apresentaram como soélidos
de cores variadas. As faixas de fusdo encontram-se em temperaturas que variam de
63 — 128 °C e, préximos aos valores encontrados na literatura. As faixas de fusao
ndo excederam o limite de 2 °C, indicando provavel pureza do produto, que foi
corroborada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Nesta, verificou-se
pureza superior a 95 %, e, portanto, 0s compostos foram considerados apropriados

para serem submetidos a ensaios bioldgicos.



Tabela 3. Resultados obtidos na sintese e caracterizagdo dos analogos N-naftil-benzil-aminicos. Os substituintes R, R;, R, € R3 na molécula encontram-se

orientados conforme ilustrado na figura 11.

Aspecto Faixa de fuséo (°C) ni Nii Niii NG n.
Composto R Ry R Ra fisico CLAE Experimental *Literatura (%) (%) (%) (%) (%)
3a H H  OCH; H Solido t=12,8min 7273 67-80"*° 94 8 - 76 56— 887
branco pureza > 99%
Salislo t=12,1 min
3b H OCH; OCHs; H amarelo o 122 — 124 124 — 126" 77 79 - 60 89*
pureza > 99%
claro
Sélido t=12,6 min 7
3c H OCH; OCH; OCH; branco pureza > 99% 126 — 128 - 87 84 - 73 98
3d H _OCH,0- H el U= i n.d. 65-672 72 60 - 43 :
laranja claro  pureza > 99 %
3e H H cl H Solido t=13,6 min 71-73 75-76° 88 8 - 75 56— 82°°
laranja claro  pureza > 99%
Sélido t=10,7 min
4a CH3 H OCHj, H branco pureza > 99% 63 — 65 - 94 81 79 60 -
Sélido t=10,1 min 6 4
4b CH; OCH; OCH; H branco pureza > 99% 81 -83 64 — 66 77 79 69 42 69
Sélido t=9,7 min
4c CH; OCH; OCH; OCH; ’ branco pureza > 95% 81 -83 - 87 84 55 40 -
4d CHs _OCH,0- p  Oleolarana  t=11,1 min n. d. : 72 60 65 28 :
claro pureza 95 %
Sélido t= 7,1 min
de CHs; H Cl H amarelo pureza >97 % n. d. - 88 85 75 56 -

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. t: Tempo de retencdo com sistema eluente inicialmente com H20 100 % e ACN 0,1% TFA alcancando 100%
em 10 minutos. n.d. = ndo determinado; n; = rendimento obtido no procedimento i; n; = rendimento obtido no procedimento ii; n;; = rendimento obtido no
procedimento iii; ng = rendimento global; n. = rendimento encontrado na literatura.
*Menor e maior valores de temperatura de fusdo encontrados na literatura. ‘LI et al., 2014a; “CROSSLEY et al., 1952; *ZECHMEISTER; TRUKA, 1930;
*MORENO et al., 2001; °SLOVITER, 1949; °DE et al., 2013; 'GARAY et al., 2014; ®*MUTHAYALA; KUMAR, 2012.

8¢
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Na primeira etapa da reacdo, a purificagdo por métodos cromatograficos se
mostrou ineficaz, mesmo com o uso de trietilamina na fase mével. Isto pode estar
relacionado ao fato de que os intermediarios iminicos sado instaveis e de dificlil
isolamento, dada a facilidade de hidrolise deste grupo funcional (MCMURRY, 2011).
Entretanto, o uso de recristalizacdo para a purificacdo, por sua vez, permitiu o

isolamento das iminas 2a-e e 0 prosseguimento da rota sintética.

A figura 12 apresenta o espectro de RMN 'H do composto 2a, tomado como
exemplo para visualizacdo geral dos sinais apresentados pelas N-naftil-benzil-
iminas. A formacao do anélogo é verificada por um singleto em 8,46 ppm referente
ao hidrogénio do carbono da imina (12-CH). Sinal referente aos hidrogénios da
metoxila (20-CHg) é observado em 3,88 ppm. Na faixa de 8,36 a 7,00 ppm verificam-
se hidrogénios do anel naftalénico (1, 2, 3, 6, 7, 8, 9-ArH) e da fenila (14, 15, 17, 18-
ArH). Ademais, a auséncia de sinal caracteristico de aldeido, na faixa de 9,0 a 10,0
ppm, sugere a auséncia de material de partida e corrobora os dados anteriores, que
evidenciam a formacéo do produto (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).
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RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 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-CHs).

Figura 12. Espectro de RMN *H do composto 2a, indicando os principais sinais para a identificacéo
das N-benzil-naftil-iminas. As cores na molécula ilustram os hidrogénios especificados para cada
deslocamento quimico. Roxo = hidrogénio da imina; vermelho = hidrogénios naftalénicos; verde =
hidrogénios da fenila; azul = hidrogénios da metoxila.

Em relagcéo ao espectro de carbono (figura 13), observa-se a auséncia de sinal

caracteristico de carbonila de aldeido (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 ligacdo da imina diretamente a um
anel aromatico, que torna este carbono mais desblindado (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2006). Ghosh e colaboradores (2013) encontraram
deslocamentos quimicos com valores proximos em seu estudo, onde foram

sintetizadas aril-iminas com estruturas quimicas semelhantes.
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RMN 3C (CDCls, 75 MHz): & 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 **C do composto 2a, indicando os principais sinais para a identificacdo
das N-benzil-naftil-iminas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada
deslocamento quimico. Roxo = carbono da imina; vermelho = carbonos naftalénicos; verde =
carbonos da fenila; azul = carbono da metoxila.

Para a obtencdo das aminas secundéarias 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 NaBHy, foi eficaz, dispensando a necessidade do uso de
acido na reacao, geralmente empregado em reducées com NaBH3;CN (WEICHET;
HODROVA; BLAHA, 1961). Entretanto, NaBH,; também reduz aldeidos e cetonas,
tornando importante garantir a completa formacdo da imina antes de adicionar o
agente redutor (BAXTER; REITZ, 2002). Apesar da falta de seletividade, o uso de
NaBH, pode ser vantajoso porque ele € menos téxico e mais barato que outros
boridretos redutores (ALINEZHAD; TAJBAKHSH; MAHDAVI, 2010; TRIPATHI et al.,
2008).
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O espectro de RMN *H do composto 3a é apresentado na figura 14, a seguir,
para visualizacdo geral dos sinais referentes as aminas secundarias. A formacao do
composto é verificada pelo singleto em 4,42 ppm, referente ao metileno ligado ao
nitrogénio, enquanto o sinal referente ao hidrogénio da imina (8,46 ppm) deixa de
ser observado. Sinais do naftaleno séo observados entre 8,23 e 6,38 ppm, enquanto
sinais da fanila sdo encontrados de 7,32 a 6,86 ppm. Em 3,70 ppm encontra-se o
sinal da metoxila, caracteristico da molécula. O sinal referente ao hidrogénio do NH
parece estar sobreposto pelo dubleto em 6,86, uma vez que a integral esta para 3
hidrogénios (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).
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RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz): & 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-CH,), 3,70 (s, 3H, 20-CH).

Figura 14. Espectro de RMN 'H do composto 3a, indicando os principais sinais para a identificacé@o
das N-benzil-naftil-aminas. As cores na molécula ilustram os hidrogénios especificados para cada
deslocamento quimico. Roxo = hidrogénios do metileno; vermelho = hidrogénios do naftaleno; verde
= hidrogénios do anel fenilico; azul = hidrogénios da metoxila.

No espectro de RMN *3C (figura 15) também é possivel verificar a formacdo do
composto pela alteracdo do deslocamento quimico referente ao carbono 12.
Enquanto o C12 do intermediario iminico apresenta deslocamento em 159,6 ppm,
para a amina secundaria, o sinal € observado em 45,9 ppm. Os sinais dos aneis
aromaticos sao observados entre 158,0 e 103,6 ppm, e o carbono da metoxila

encontra-se em 54,9 ppm.
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RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz): & 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 **C do composto 3a, indicando os principais sinais para a identificacéo
das N-benzil-naftil-aminas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada
deslocamento quimico. Roxo = carbono do metileno; vermelho = carbonos do naftaleno; verde =
carbonos do anel fenilico; azul = carbono da metoxila.

Para a sintese das aminas terciarias (4a-e), os compostos obtidos na etapa
anterior (3a-e) foram metilados pela reacdo com formaldeido e NaBH3;CN, numa
reacdo de aminacdo redutiva direta (CHEN et al., 2015b). Este método de N-
metilacdo é vantajoso pois ndo permite a formacdo de sais de amoénio quaternario,

como acontece com métodos como metilagdo com CHgl (PINE; SANCHEZ, 1971).

O grupo ciano do NaBH3CN apresenta propriedade retiradora de elétrons, o
gue reduz a reatividade do hidreto quando comparado com NaBH, e permite a
reducdo seletiva da dupla ligacdo carbono-nitrogénio na presenca de aldeidos e
cetonas em pH ligeiramente acido (de 5 a 7). A vantagem do NaBH3;CN é a sua
estabilidade em solucdes acidas relativamente fortes (pH = 3), a sua solubilidade em
solventes préticos tais como alcoois e a sua seletividade em diferentes valores de
pH. Esta seletividade permite um conveniente procedimento de aminacdo redutiva
direta (one pot). Embora frequentemente seja relatado o uso de solvente protico
para esta reacdo, acetonitrila e THF também séo utilizados (BAXTER; REITZ, 2002;
TRIPATHI et al., 2008).
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As anélises de RMN 'H e *C dos analogos N-metilados diferenciam-se das

aminas secundarias basicamente pela presenca do sinal referente a metila ligada ao

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

respectivamente (figura 17).
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RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): & 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, -
ArH), 6,90 (d, 2H, J = 8,3 Hz, 15, 17-ArH), 4,18 (s, 2H, 12-CHj), 3,73 (s, 3H, 20-CHs), 2,70 (s, 3H, 11-NCHy).

Figura 16. Espectro de RMN 'H do composto 4a, indicando os principais sinais para a identificacé@o
das N,N-benzilmetil-naftil-aminas. As cores na molécula ilustram os hidrogénios especificados para
cada deslocamento quimico. Roxo = hidrogénios do metileno; vermelho = hidrogénios do naftaleno;
verde = hidrogénios do anel fenilico; azul = hidrogénios da metoxila; laranja = hidrogénios da metila.
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RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz): & 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 **C do composto 4a, indicando os principais sinais para a identificacéo
das N,N-benzilmetil-naftil-aminas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada
deslocamento quimico. Roxo = carbono do metileno; vermelho = carbonos do naftaleno; verde =
carbonos do anel fenilico; azul = carbono da metoxila; laranja = carbono da metila.

4.2 ARIL-ISOQUINOLINAS
4.2.1 Introducéo

Rotas de sintese de compostos aril-isoquinolinicos podem se basear em
reacoes de ciclizacdo (BRADSHER; WALLIS, 1978; TOVAR; SWAGER, 1999) ou no
acoplamento do grupo arilico ao sistema isoquinolinico. Para a ultima, torna-se util a
reacdo de Suzuki (figura 20), que baseia-se classicamente em uma reacdo de
acoplamento cruzado entre acidos organobordnicos e haletos organicos, utilizando
catalisador de paladio e base (KAJIYAMA et al., 2010; MIYAURA; SUZUKI, 1995;
PAGLIARO et al., 2011; RAO et al., 2012; STOKES et al., 2009).

O mecanismo da reacdo de acoplamento de Suzuki se inicia com adicao
oxidativa do brometo de arila ao Pd(0) para formar um complexo de Pd(ll) (figura
18). Uma molécula de base entdo substitui o brometo no complexo de paladio
enquanto outra é adicionada ao organoborano para formar um reagente borato,
tornando seu anel aromético mais nucleofilico. Transmetalacdo com o borato entéo

se sucede, onde seu anel substitui o carbonato no complexo de paladio. Por fim,
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apos a etapa de eliminacgdo redutiva, tem-se o produto final acoplado, regenerando o
catalisador paladio, e o ciclo catalitico pode ocorrer novamente (SUZUKI, 1999).

adicdo
oxidativa

L,Pd° ®Oq_ Fo

OH
- OH
eliminagé@o transmetalagao R
redutiva 2

Figura 18. Ciclo catalitico da rea¢é@o de acoplamento cruzado de Suzuki (SUZUKI, 1999).

Embora no catalisador empregado o paladio se apresente como Pd?*, 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 reducéo € incerto, o ciclo
catalitico é apresentado de maneira genérica com “L,Pd®, onde “L,” seria um ligante

fornecido pelas condi¢des reacionais.

Em alguns casos, os sistemas cataliticos podem requerer o uso de ligantes
como fosfinas, ligantes derivados de nitrogénio ou enxofre, ou sistemas que
possuem Pd-carbenos e ciclopaladatos. Estes ligantes coordenam-se ao composto
organometalico, estabilizando e/ou reduzindo o metal, ou, ainda, aumentando sua
seletividade. O emprego de ligante pode ser necessario quando se utiliza substratos
como cloretos de arila e brometos de arila desativados. Haletos de arila desativados
sdo0 menos reativos a adi¢cdo oxidativa, que representa uma etapa determinante da
velocidade do ciclo catalitico. Entretanto, os sistemas cataliticos que utilizam

precursores de paladio sem ligantes sdo 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 sintese das aril-isoquinolinas (6) compreendeu o acoplamento entre 3-
bromoisoquinolina e acidos aril-borénicos (5), por reacdo de Suzuki (KAJIYAMA et
al., 2010; MIYAURA; SUZUKI, 1995; PAGLIARO et al., 2011; RAO et al., 2012,
STOKES et al., 2009), seguido da alquilacdo do nitrogénio para obtencdo dos
compostos ionizados (7), conforme figura 19 (ZOU et al., 2008).

(I)H
R B.
1 OH
Ry
R; R;
5a-e 6a-e Ta-e
5a: Ry = R3 =H; R, =0CH3 6a: Ry = R3 =H; R, = OCHj3 7a: Ry = Rz =H; R, = 0OCHjy
5b: R{ =R, =0CH3; R3=H 6b: R{ =R, =0CH3; R3=H 7b: Ry =R, =0CH3; Rz =H
5c: Ry =Ry, =R3=0CH;3 6c: Ry =R, =R3=0CHj3 7c: Ry =R, =R3=0CH3;
5d: R; = R, =-OCH,0-; R3 = H 6d: R; =R, =-OCH,0-; R3 = H 7d: R4 =R, =-OCH,0-; Rz3 =H
5e: Ry =R, =-0OCyH40-; R3 =H 2e: R;=R,=-0C,H40-;R3=H 7e: Ry =R, =-0OC,H40-; R3=H

Reagentes e condigdes: (i) 3-bromoisoquinolina (0,7 eq.), Pd(OAc); (1,5 mol %), K.CO3 (1,3 eq.), EtOH 67 %, 80 °C. (ii) CHsl
(10 eq.), MeCN, 60 °C.

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

A obtencédo das aril-isoquinolinas se deu pelo uso de Pd(OAc); e K,COz em
EtOH 67 % (i), que permitiu a conversdo completa dos reagentes de partida em
cerca de 4 h. A segunda etapa de sintese da série aril-isoquinolina consistiu na N-
metilacdo da aril-isoquinolina com iodeto de metila em MeCN (ii), através de
substituicdo nucleofilica bimolecular, formando o analogo N-metilado, carregado
positivamente (BEAUSOLEIL et al., 2009; KELLEY et al., 2012; ZOU et al., 2008).

4.2 .3 Resultados e discussao

Os produtos obtidos da reacdo de Suzuki apresentaram rendimentos entre 54 e
82 %, compativeis com a literatura (tabela 4). Rendimentos superiores (87 %,
composto 6b) foram encontrados para outras rotas sintéticas. Embora os valores
encontrados para as faixas de fuséo (76 — 124 °C), tenham sido um pouco inferiores
aqueles previamente relatados (85 — 131 °C) os compostos apresentaram desvios
de até 2 °C. Vale ressaltar que a prépria literatura pode relatar valores divergentes

entre si, conforme é possivel verificar para 0 composto 6a.



Tabela 4. Resultados obtidos na sintese e caracterizagdo dos analogos aril-isoquinolinicos. Os substituintes R, R;, R, € R3; na molécula encontram-se orientados
conforme ilustrado na figura 19.

Composto R Ry Re Rs Al‘sl'gﬁzcc;[o CLAE Expelzr?rir:(:ln(:zlfuséﬁi'gzcr:;tu ra (‘:}ti)) (?/g) (r‘}/(;) ({’]/(L))
6a - H  OCH, H ;‘;'r'%% plir:e;’li . 98- 99 85-103">° 82 - 82 36— ge-
6b - OCHs OCH, H a?né;irde?o p;r:eféi e 76-77 90-92° 8 - 8 87"
6C - OCH; OCH; OCH; ;‘z;'r']‘i% pé;zg’i g‘;”% 110 - 112 122-124° 80 - 80 71°
6d : ~OCH,0- Hoo Sodo phfefa’gf . 122-124 131° 54 - 54 96*
6e ~ -OCH,CH,0- H bsr‘;'r'%% purte;a9>’8988 o  103-105 : 66 - 66 :
7a  CH, H OCH, H a?néa'frde‘l’o pltjr:ef;i T, 180-182 ; 82 76 62 :
7b CH; OCH; OCH; W S0 plirf-:‘zg,i My, 213-215 : 82 93 76 :
7c CH; OCH; OCH,  OCH, _Sodo par:ezi{i mn. 219-221 : 80 98 78 :
7d CH,  -OCH,O- Hoo S0 purgja%0938 b 213-215 : 54 55 30 :
7e CHy  -OCH,CH,O- W S0 purte;a9>’1968 o 192-194 - 66 80 53 :

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. t: Tempo de reten¢do com sistema eluente inicialmente com H20 100 % e ACN 0,1% TFA alcancando 100%
em 10 minutos. n; = rendimento obtido na primeira etapa (i); n; = rendimento obtido na segunda etapa (ii); n;; = rendimento obtido na terceira etapa (iii); ng =

rendimento global; n. = rendimento encontrado na literatura.

*Menor e maior valores de temperatura de fusdo encontrados na literatura. "DELLACQUA; ABBIATI; ROSSI, 2010; *YANG et al., 2012; *HUO; YAMAMOTO,
2009; “BRADSHER; WALLIS, 1978; "HUANG; HUNTER; LAROCK, 2002.

LY
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As aril-isoquinolinas N-metiladas obtidas sdo moléculas inéditas, e
apresentaram faixas de fuséo entre 180 e 221 °C, com desvios de até 2 °C. Desvios
gue ndo ultrapassem 2 °C para a faixa de fusdo representam um indicio de pureza,
gue foi confirmada por andlise cromatogréfica, onde verificou-se que 0s compostos
apresentaram pureza superior a 95 % e podem ser submetidos a ensaios biolégicos.

As condicdes empregadas na reagdo de Suzuki envolveram um sistema
catalitico com precursor de paladio sem ligante e se mostraram altamente eficazes,

embora o haleto de arila envolvido ndo apresentasse grupos ativantes.

A figura 20 apresenta o espectro de RMN 'H do composto 6a, tomado como
exemplo para a visualizacdo dos sinais caracteristicos dos compostos aril-
isoquinolinicos. Os sinais referentes ao sistema quinolinico sdo observados entre
9,30 e 7,54 ppm. Os sinais em 8,08 e 7,03 ppm referem-se ao anel fenilico,

enquando a metoxila é observada em 3,87 ppm.
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RMN *H (CDCls, 300 MHz): & 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-OCHb).

Figura 20. Espectro de RMN *H do composto 6a, indicando os principais sinais para a identificacéo
das aril-isoquinolinas. As cores na molécula ilustram os hidrogénios especificados para cada
deslocamento quimico. Vermelho = hidrogénios do anel fenilico; verde = hidrogénios do sistema
isoquinolinico; azul = hidrogénios da metoxila.
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A formacdo do composto pode ser confirmada principalmente pelo sinal
referente ao carbono 5 (figura 21), que néo é detectado no acido borénico e se torna
observavel no espectro do produto (127,4 ppm) (ZHAO et al.,, 2014). O sinal
referente ao C7, por sua vez, que € encontrado em 1358 ppm na 3-
bromoisoquinilina, torna-se mais desprotegido e é observado em 151,1 ppm para o

composto 6a (VELDHUIZEN; DIJK; SANDERS, 1980).
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RMN C (CDCl; 75 MHz): & 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 **C do composto 6a, indicando os principais sinais para a identificacdo
das aril-isoquinolinas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada
deslocamento quimico. Vermelho = carbonos do anel fenilico; verde = carbonos do sistema
isoquinolinico; azul = carbono da metoxila.

Na etapa de N-metilacdo, a aril-isoquinolina, reagente limitante, foi
completamente consumida. O solvente e residuo de iodeto de metila foram
evaporados e o solido obtido lavado com hexano e acetato de etila. Assim, a reacéo
se mostra vantajosa por se obter composto isolado sem a necessidade de se aplicar

métodos de purificacdo como extracao, recristalizagdo ou cromatografia de coluna.

7

A formacdo do produto é verificada pelo sinal referente aos hidrogénios da
metila, em 4,23 ppm (figura 22), enquanto no RMN *3C observa-se o carbono da

metila em 47,2 ppm (figura 23).
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Hz, 1, 3-ArH), 4,23 (s, 1H, 18-NCHj), 3,89 (s, 1H, 19-OCHy).

Figura 22. Espectro de RMN 'H do composto 7a, indicando os principais sinais para a identificacéo
das aril-N-metil-isoquinolinas. As cores na molécula ilustram os hidrogénios especificados para cada
deslocamento quimico. Vermelho = hidrogénios do anel fenilico; verde = hidrogénios do sistema
isoquinolinicos; azul = hidrogénios da metoxila; laranja = hidrogénios da metila.
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5 160,7 (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 **C do composto 7a, indicando os principais sinais para a identificacéo

das aril-N-metil-isoquinol
deslocamento quimico.

inas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada
Vermelho = carbonos do anel fenilico; verde = carbonos do sistema

isoquinolinico; azul = carbono da metoxila; laranja = carbono da metila.



51

4.3 BENZOFENANTRIDINAS
4.3.1 Introducgéo

As benzofenantridinhas se constituem em um sistema heteroaromatico
policiclico, composto de um nucleo fenantridinico fundido a um anel benzénico. 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 obtencdo por meios sintéticos, com rotas envolvendo
véarias etapas (KOHNO et al., 2009; SLANINOVA et al., 2014)

A sintese de compostos benzofenantridinicos torna-se um desafio e diversos
autores propdem a sintese deste tipo de molécula a partir da reacdo da amina com
cloreto de acido para formacdo de amida, com subsequente ciclizacdo via reacao
Heck-type e reducdo da lactama (BERNARDO et al., 2008; CHENG et al., 2014;
HARAYAMA et al., 2001).

4.3.2 Método

A rota proposta para a sintese dos compostos benzofenantridinicos envolveu
seis etapas reacionais (figura 24), partindo do acido 2-bromobenzoico, das quais as

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

e e S

8a-e 9a-e 10a-e 11a-e
8a:R;=R,= R3=H =Ry;= R3=H 10a:R;=R,= R3=H Ma:R;=R,= R3=H
8b: Ry =R3=H; R, = OCHj3 9b R1 R; = H; R, = OCHj3 10b: Ry = R3=H; R, = OCHj3 11b: R1 R3 = H; R, = OCHj3
8c: Ry = H; R, =R;3=0CHj; 9c: Ry =H; R, =R3=0CH; 10c: Ry = H; R, = R3 = OCH3 11c: Ry =H; R, =R3=0CHj3
8d: R1 R, =-OCH,0-;R3=H 9d: Ry =R;=-0OCH,0-; Rz =H 10d: Ry =R, =-OCH,0-; Rz =H 11d: R1 R, =-OCH,0-; Rz =H
8e: Ry =0OCH3; R, =R3=H 9e: R{=0CHj3 R, =R3=H 10e: Ry =OCH3; R, =Rz =H 11e: Ry =0CH3 R;=R3=H
OH R

Boc.
v N
—_—

12a-e
12a:R;=R,= Rz=H 13a:R;=R,= R3=H 14a:R;=R,= Ry=H
12b: Ry = R = H; R, = OCHjy 13b: Ry = R3 = H; R, = OCHj 14b: R, = R; = H; R, = OCHj,
12¢c: Ry = H; R, = Rg = OCHj3 13c: Ry = H; R, = R3 = OCHj3 14c: Ry = H; Ry = R3 = OCHj3
12d: Ry = R, = -OCH,0-; R = H 13d: Ry = R, = -OCH,0-; Rz = H 14d: R, = R, = -OCH,0-; R3 = H
12e: Ry = OCH3; R, =Rz =H 13e: Ry = OCH3; R, =Rz = H 14e: Ry = OCHg3; R, =Rz =H

Reagentes e condic¢des: (i) 1. (CO,)Cl; (0,7 eq.), DMF (cat.), DMF, DCM, N, t.a. 2. naftil-amina (0,3 eq.), EtsN (1 eq.), DCM,
Nz, t.a.; (ii) Boc,O (2 eq.), DMAP (0,25 eq.), MeCN, N,, t.a. (iii) Pd(OAc). (0,1 eq.), PPh; (0,25 eq.), Na,CO;3 (1 eq.), DMF,
refluxo; (iv) DIBAL, 0 °C—rt; (v) 2 M HCI (vi) CHsl (10 eq.), MeCN, 60 °C.

Figura 24. Rota sintética para a obtencéo das benzofenantridinas.
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4.3.3 Resultados e discusséao
4.3.3.1 Obtencgéao das N-naftil-benzamidas

Para a formacé@o da amida, foi necessario obter o cloreto de &cido a partir do
acido 2-bromo-benzoico e, posteriormente, reagi-lo com a amina para formacédo da
amida, na presenca de base (EtsN), DCM e atmosfera inerte (BERNARDO et al.,
2008). Para tanto, a reagdo do &acido benzoico com cloreto de tionila em refluxo é
usualmente descrita na literatura no contexto da sintese de benzofenantridinas, e foi
inicialmente preconizada, obtendo-se, ap6s adicdo 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).

0/
(0] (0]
N
Br Br O (o) Br
8b 9b

Reagentes e condi¢des: (i) SOCI, (6,8 eq.), refluxo. (ii) 2-naftil-amina (1 eq.), EtsN (2 eq.), CH.Cl; , t.a., N2.

Figura 25. Sintese dos intermediarios N-naftil-benzamidicos, utilizando SOCI, como reagente para a
obtencao de cloreto de acido.

A obtencao do cloreto de acido € uma etapa importante para a formacédo da
amida, pois o cloreto é um grupo de saida melhor que a hidroxila na etapa de adicao
nucleofilica a carbonila (CLAYDEN et al., 2012). Nesta reacéo, o atomo de enxofre
do SOCI, é eletrofilico e sofre ataque da carboxila, formando um intermediario
instavel e altamente eletrofilico (figura 26). A protonacdo deste intermediario pelo
HCI formado no meio reacional gera um eletréfilo capaz de reagir com o ion cloreto,
formando um intermediéario tetraédrico que dara origem ao cloreto de acila, dioxido
de enxofre e &cido cloridrico. Esta etapa é irreversivel, uma vez que SO, e HCI séo
liberados na forma de gas. Embora o HCI esteja envolvido nesta reacéo, ele ndo
pode ser usado como o Unico reagente para a producdo de cloretos acidos, pois &
necessario ter um composto de enxofre ou fosforo para remover o oxigénio
(CLAYDEN et al., 2012).
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Figura 26. Mecanismo de formacdo de cloreto de acido a partir de acido carboxilico e cloreto de
tionila (CLAYDEN et al., 2012).

Embora cloretos de acidos sejam classicamente obtidos da reacdo de acidos
carboxilicos com cloreto de tionila, o rendimento obtido nédo foi elevado. Ademais, a
reacao requer a remocao do excesso de cloreto de tionila antes da adicdo da amina
e face as particularidades do reagente e da estrutura do laboratério, este
procedimento ofereceu riscos a saude, o que representou uma desvantagem

importante.

Por este motivo, obtencdo do cloreto de acido a partir da reacdo do acido
carboxilico com cloreto de oxalila e DMF foi preconizada (MONTALBETTI; FALQUE,
2005). As amidas foram obtidas com sucesso e o0 método de sintese se mostrou
eficiente, obtendo-se produtos com rendimentos apreciaveis, entre 63 e 82 % (tabela
5). Adicionalmente, a amida formada precipitou no meio reacional, possibilitando

seu isolamento por filtracdo a vacuo, método rapido e econémico para purificagéo.

Tabela 5. Resultados obtidos na sintese dos intermediarios amidicos.

Composto R R> Rs Aspecto fisico  n (%)
9a H H H Sélido branco 82
9b H OCHs3 H Sélido branco 63
9c H OCHs OCHs Sélido branco 77
9d -OCH,0- H Sélido branco 83

Esta reacao se inicia com o ataque nucleofilico da amida do DMF a carbonila
do cloreto de oxalila, formando um intermediario tetraédrico que sofre eliminacdo de
ion cloreto (figura 27). Este ataca a ligacdo C=N, gerando um novo intermediario
tetraédrico. O par eletrénico do nitrogénio se desloca para formar novamente uma

ligacdo C = N, culminando na eliminagdo de gases CO e CO,. O intermediéario
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catibnico formado da reacdo com DMF reage rapidamente com a carboxila,
formando um intermediario que captura o ion cloreto e gera o cloreto de acila, com
DMF regenerado (CLAYDEN et al., 2012).

(A) o o o

CI\ﬂ(j\ \, CI\H)kO» N, ol

0 H))\\ﬁ/ — 0 fG—— 4ANE_ 4 co+co,

A 2 d |

(B) | 0©

j\.. i c@ﬁj\) C'>Q) o o

R QHC'_®/—>R j<cl—> R j\® —>R(jo\\®/—>)1\ « M
\],>—N\ H A\'\-if/ S WO R™>el T HOON

Figura 27. Mecanismo de formacdo de cloreto de acido a partir de acido carboxilico e cloreto de
oxalila. (A) Mecanismo catalitico do DMF sobre o (CO),Cl, para formacao do intermediario catiénico.
(B) Ataque da carboxila ao intermediario catiénico para obtengdo do cloreto de acido (CLAYDEN et
al., 2012).

A obtencdo da amida, propriamente, ocorre a partir da adicdo do nitrogénio
nucleofilico da naftil-amina a carbonila do cloreto de acila, formando um
intermediario zwiteribnico tetraédrico instavel (figura 28). Este intermediario sofre
uma reacdo de eliminacdo do ion cloreto, com posterior remoc¢ao do proton do

nitrogénio pela base, trietilamina.

I Ry
_/ H I C) -
06 Br
R, R,
R1 R3 R1 R3
- - H
) O N e
Br O O Br ®CI

Figura 28. Mecanismo de formag&o de amida a partir de cloreto de &cido e amina.

A formacédo do composto é verificada pelo singleto em 10,47 ppm, referente ao
hidrogénio da amida (figura 29), bem como pela respectiva carbonila em 166,4 ppm
(figura 30). Sinais referentes aos anéis aromaticos sdo 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 *H (DMSO-ds, 300 MHz): & 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-OCHj).

Figura 29. Espectro de RMN "H do composto 9b, indicando os principais sinais para a identificacéo
das N-naftil-benzamidas. As cores na molécula ilustram os hidrogénios especificados para cada
deslocamento quimico. Vermelho = hidrogénios do sistema naftilico; verde = hidrogénios do anel
benzilico; azul = hidrogénios da metoxila.
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RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz): & 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 **C do composto 9b, indicando os principais sinais para a identificacéo
das N-naftil-benzamidas. As cores na molécula ilustram os carbonos especificados para cada

deslocamento quimico. Vermelho = carbonos do sistema naftilico; verde = carbonos do anel
benzilico; azul = carbono da metoxila.
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4.3.3.2 Proteg&o das N-naftil-benzamidas

Referéncias desta rota sintética estabelecem uma etapa de protecdo do
nitrogénio da amida antecedendo a reacao de ciclizacdo (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). Protecdo de grupos funcionais sao realizadas no intuito de
aumentar a seletividade da reacdo e reduzir a formagdo de subprodutos (WUTS,
2014), embora a reacdo de Heck (ciclizacdo) seja descrita como uma sintese
altamente seletiva e que, na maioria das vezes, ndo é dificultada pela presenca de

heteroatomos como nitrogénio, oxigénio e enxofre (JAGTAP, 2017).

Entre os métodos preconizados para para N-protecdo de amidas esta a
alquilacdo com reagentes como bromometil-metil-eter (MOMBr) ou clorometil-metil-
eter (MOMCI) na presenca 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), ndo foi observada conversao do material de

R, | R,
R, R; Oo_ Ry R;
H R W
N N
g o Br O O Br
Reagentes e condi¢cdes: MOMBr (2 eq.), NaH (7 eq.), THF, N, t.a.-40 °C.
Figura 31. N-protecdo com bromometil-metil-éter.

partida.

Um fator que pode contribuir para a baixa reatividade das amidas é o fato de
gue, ao contrario de nitrogénios de aminas, nitrogénios de amidas ndo sao bons
nucleodfilos, tendo em vista que seu par de elétrons livre participa da ressonancia
desta funcdo (CLAYDEN et al., 2012). Assim, utiliza-se neste tipo de reacdo uma
base forte, como o hidreto de so6dio, que desprotona o nitrogénio e favoreceria sua

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

/‘\
O Br

I
O n\n/<j+NaH—HZ» %W¥/©_> O?J\H/Q"Na@mo
Sl S

Figura 32. Mecanismo de N-prote¢éo de amida com bromometil-metil-éter (MOMBT).
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Neste sentido, optou-se por explorar a protecdo com Boc,O. Embora este
reagente seja classicamente utilizado na protecdo de aminas, reacdes para protecao
de amidas também séo descritas, incluindo amidas aromaticas (GREHN et al., 1986;
LIU et al., 2017; PRADO; MICHEL; KOCH, 2006).

A protecao da amida com Boc,O utilizou DMAP como catalisador (MENG; LEI;
SZOSTAK, 2017) e permitiu a obtencdo do produto protegido com 71 % de
rendimento. A reacdo para protecdo do intermediario amidico se inicia com o ataque
do DMAP a carbonila do di-terc-butil-dicarbonato, com saida de terc-butil-carbonato
e formacdo de um intermediario catidnico altamente eletrofilico, que é entdo atacado
pelo nitrogénio da amida (figura 33). O terc-butil-carbonato formado na etapa
anterior captura o préton da amida, formando o produto protegido de interesse.
Paralelamente, tem-se terc-butil-bicarbonato como subproduto da reacéo, que sofre
uma reacao intramolecular gerando CO., e terc-butanol.

*) O O 0. o \‘/
Xojrgkok — x,kg@ T kg T o0
N N

< o
o< H .
) N_ R
NZ R R
= H R'| Ror \g
|/ R/T (o]
o
/N\
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(o)
ok L
H‘\QJJJ\O T % e

Figura 33. Mecanismo de N-prote¢do de amida com di-terc-butil-dicarbonato (Boc,0). (A) Mecanismo
catalitico do DMAP sobre o Boc,0 para formacao do intermediario catibnico, que reage com a amida
para obtencé@o do produto protegido. (B) Um subproduto terc-butil-bicarbonato é formado, a partir do
qual sdo gerados CO, e terc-butanol.

A formacado do produto é verificada pelo desaparecimento do sinal referente ao
hidrogénio da amida secundaria, que se encontraria em torno de 10 ppm.
Adicionalmente, observa-se a presenca do sinal relacionado a terc-butila do grupo
protetor (figura 34). No espectro de carbono, observa-se a sinal referente a carbonila
do carbamato, em 157,0 ppm, enquanto sinais do grupo terc-butil sdo verificados em
83,5 e 26,8 ppm (figura 35).
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RMN H (DMSO-ds, 300 MHz): & 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-OCHs), 1,12 (s, 9H, t-Bu).

Figura 34. Espectro de RMN 'H do composto 10b, indicando os principais sinais para a identificacéo
das N-naftil-benzamidas protegidas com Boc. As cores na molécula ilustram os hidrogénios
especificados para cada deslocamento quimico. Vermelho = hidrogénios do sistema naftilico; verde =
hidrogénios do anel benzilico; azul = hidrogénios da metoxila; preto = hidrogénio da terc-butila.
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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 **C do composto 10b, indicando os principais sinais para a identificacéo
das N-naftil-benzamidas protegidas com Boc. As cores na molécula ilustram o0s carbonos
especificados para cada deslocamento quimico. Vermelho = carbonos do sistema naftilico; verde =
carbonos do anel benzilico; azul = carbono da metoxila; preto = carbonos das carbonilas e terc-butila.
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4.3.3.3 Obtencdo dos intermediérios tetraciclicos

A etapa subsequente da rota sintética consiste na ciclizacdo dos compostos via
reacdo intramolecular Heck-type, obtendo-se as respectivas lactamas.
Classicamente, a reacdo de Heck € uma reacdo de acoplamento cruzado entre
haletos organicos e olefinas, que utiliza catalisador de paladio e base (GIBSON;
MIDDLETON, 1996; HECK, 1968). Sendo assim, a sintese apresentada trata-se de

uma adaptacao deste tipo de reacao.

A tabela 6 apresenta as condi¢cdes reacionais testadas para a obtencdo dos
intermediarios tetraciclicos. A referéncia adotada inicialmente como base para a
reacao de ciclizacdo (CHENG et al., 2014) apresenta a condi¢do utilizada para as
entradas 1 (nitrogénio desprotegido) e 9 (nitrogénio protegido). Apds 24 h de reacéo,
nao foi verificada converséo do reagente de partida, mesmo para a amida protegida.
Baseado-se na literatura, foram alteradas as condi¢Ges reacionais, variando-se o
solvente (MeCN) e a base (K.COgs, Cs,CO3;, Ag,CO3), conforme verificado para as
entradas 2 a 8 e 10 a 16 (FUKUDA et al., 2017; LI; LIN; HSU, 2001). Nao houve
obtencdo do produto desejado, sendo eventualmente verificada a degradacdo do
material de partida, com obtencdo de intermediarios das etapas anteriores da rota

sintética, o que foi corroborado pelos espectros de RMN.

Mediante as 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 aminacdo redutiva e
reacoes radicalares (GILLESPIE; AMOROS; STERMITZ, 1974; SMIDRKAL, 1988;
SMIDRKAL, 1984; STYSKALA; HLAVAC; CANKAR, 2013).
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Tabela 6. Condicdes reacionais aplicadas para a obtengéo dos intermediérios tetraciclicos. Todas as
reacdes foram realizadas sob atmosfera inerte (N,) e refluxo.

(A
N

SR

Entrada R R’ Solvente Base i%u;\éa(‘gzze)j PPh,
1 H O DMF NacCO_(1eq) 0,1 0,25
2 H O  ACN Na,CO, (1 eq) 0,1 0,25
3 H O DMF K,CO, (1 eq) 0,1 0,25
4 H O ACN K,CO, (1 eq) 0,1 0,25
5 H O DMF  Cs,CO_(leq) 0,1 0,25
6 H O ACN Cs,CO, (1 eq) 0,1 0,25
7 H O DMF  Ag.CO,(leq) 0,1 0,25
8 H O ACN  Ag.CO_(1eq) 0,1 0,25
9 Boc O DMF  NacCO,(1eq) 0,1 0,25
10 Boc O  ACN Na,CO, (1 eq) 0,1 0,25
11 Boc O  DMF K,CO, (1 eq) 0,1 0,25
12 Boc O  ACN K,CO, (1 eq) 0,1 0,25
13 Boc O DMF  Cs,CO_(1eq) 0,1 0,25
14 Boc O  ACN Cs,CO, (1 eq) 0,1 0,25
15 Boc O DMF  Ag.CO,(1eq) 0,1 0,25
16 Boc O  ACN Ag,CO (1 eq) 0,1 0,25
17 CH, H, DMF K,CO, (1 eq) 0,2 0,4
18 CH, H  ACN K,CO, (2 eq) 0,2 0,4
19 CH, H, DMF  NacCO,(2eq) 0,2 0,4
20 CH, H  ACN Na, CO, (2 eq) 0,2 0,4
21 CH, H, DMF  CsCO,(2eq) 0,2 0,4
22 CH, H  ACN Cs,CO, (2 eq) 0,2 0,4
23 Boc O DMF  NaCO, (2eq) 0,2 0,4
24 Boc O  ACN Na CO, (2 eq) 0,2 0,4
25 Boc O  DMF K,CO, (2 eq) 0,2 0,4
26 Boc O  ACN K,CO, (2 eq) 0,2 0,4
27 Boc O DMF  CsCO_(2eq) 0,2 0,4
28 Boc O  ACN Cs,CO, (2 eq) 0,2 0,4

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

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

da amida, obtendo-se uma benzodi-idrofenantridina. Maior propor¢ao dos reagentes

em relacdo ao material de partida também é empregada e K,CO3 é utilizado como

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

0 método descrito para a sintese das N-benzil-naftil-aminas e foi utilizada como
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reagente de partida para a obtencao do intermediério tetraciclico (HARAYAMA et al.,
2004). O método nao permitiu a obtencdo do produto esperado, sendo variados o
solvente (MeCN) e a base (Na;COs, Cs,CO3, Ag>.CO3), conforme entradas 18 a 22.
Em geral, observou-se indicios de conversdo do reagente de partida apés,
aproximadamente, 16 h de reacdo. Ao aplicar métodos cromatograficos para a
purificacdo, ndo foi possivel isolar quaisquer dos compostos visualizados na CCD.
Tendo em vista que na mesma constavam 6 manchas e o tempo de reagéo,

acredita-se que o reagente de partida sofreu degradacéao.

Para as entradas 23 a 28, aplicou-se as condi¢des utilizadas nas entradas 17 a
22, porém utilizando a amida protegida como reagente de partida, onde foram

verificados 0os mesmos resultados obtidos para as entradas 1 a 16.

Como a maioria das reacbes de acoplamento carbono-carbono, o primeiro
passo do ciclo catalitico desta reacdo envolve a adicao oxidativa do haleto de arila
ao Pd(0) para permitir a formacdo de um complexo de Pd(ll) (figura 36). A ligacéo
carbono-carbono é formada, com um novo complexo carbono-paladio, seguido de
eliminacdo do hidreto e obtencdo do produto de interesse. A etapa de eliminacao
redutiva permite a regeneracdo do catalisador de paladio, e o ciclo catalitico pode
ocorrer novamente (GIBSON; MIDDLETON, 1996; HECK, 1968).

Dentre as varias espécies de haleto empregados na reacdo de Heck, os
cloretos de arila sdo de especial interesse em virtude do seu baixo custo e
disponibilidade comercial com uma variedade de padroes de substituicao.
Entretanto, brometos e iodetos sdo vantajosos devido a maior reatividade, tendo em
vista que a energia de dissociacdo da ligacdo destes elementos ao carbono é inferior
guando comparados ao cloro (SMITH; MARCH, 2007).
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Figura 36. Ciclo catalitico da reacdo de acoplamento cruzado de Heck (GIBSON; MIDDLETON,
1996).

Existe disponivel uma diversidade de catalisadores de paladio que podem ser
empregados neste tipo de reacdo, desde complexos de paladio divalente ou
zerovalente até na forma de nanoparticulas. Adicionalmente, as condi¢cdes para a
reacao costumam requerer temperaturas elevadas e uso de solventes aproticos
como DMA e DMF, além do uso de base como trietilamina, entre outras. Embora
frequentemente altos rendimentos estejam atrelados a este método de reacéao,
limitacbes podem ser encontradas como necessidade de alta concentracdo do

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

Neste sentido, uma concentracdo mais alta do catalisador, bem como o uso de
outros solventes polares apréticos com alto ponto de ebulicdo (além do DMF)
representam uma estratégia que poderia ser melhor explorada no intuito de se
estabelecer uma condicéo reacional que permitisse a obtencdo dos intermediarios

tetraciclicos.
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5 AVALIACAO BIOLOGICA IN VITRO

Os ensaios bioldgicos foram realizados em colaboragcdo com as pesquisadoras
profé Dra. Elizandra Braganhol, Dra. Priscila Oliveira e Me. Rosania Yang, vinculadas
ao Laboratério de Biologia Celular da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre. O detalhamento dos ensaios biologicos € descrito em “parte

experimental”.
5.1 INTRODUCAO

Gliomas compreendem um grupo de tumores do sistema nervoso central (SNC)
caracteristicos das células neurogliais, como astrécitos e oligodendrécitos. O
glioblastoma, em particular, é o tipo de glioma mais comum, correspondendo 54%
de todos os gliomas e 16% de todos os tumores cerebrais primarios. Entre os
gliomas, o glioblastoma € o tumor de maior malignidade, sendo altamente letal e
com um prognostico ruim, que estd relacionado a resisténcia tumoral, a
guimioterapia e a metastase (OH et al., 2017; VLEESCHOUWER, 2017).

Em 2018, foram registrados 296.851 novos casos de encefalicos e 241.037
Obitos em todo o0 mundo. Embora estes tipos de canceres ndo estejam entre os de
maior prevaléncia, eles destacam-se pela sua agressividade e mortalidade, que
pode ser estimada em 81 % (GLOBOCAN, 2019a). A sobrevida de pacientes de
glioblastoma néo tratados é de trés meses, e se extende a apenas quinze meses
guando submetidos a tratamento. Tal tratamento consiste classicamente na remocao
cirargica, radioterapia e quimioterapia com o agente alquilante temozolamida
(VLEESCHOUWER, 2017).

Cerca de 50% dos pacientes ndo respondem ao tratamento com temozolamida.
(LEE, 2016). Varias linhagens de glioblastoma (ex.: LN-18, T98G, U138, CCF-
STTG1, U343-MG), sdo resistentes ao farmaco, principal quimioterapico no
tratamento da doenca. Células U87MG de glioblastoma, embora consideradas
sensiveis a temozolamida, podem apresentar valores de ICsy superiores a 100 uM
(ALONSO et al., 2007; BAER et al., 1993; KANZAWA et al., 2003).

Células de glioblastoma apresentam desregulacdo da morte celular apoptética,

de maneira que a indugcdo da apoptose nestas células representa uma estratégia
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interessante no desenvolvimento de novos antitumorais, mais eficazes (VALDES-
RIVES et al, 2017). Adicionalmente, células de glioblastoma, como U87MG,
apresentam expressdo aumentada de proteinas antiapoptéticas da familia Bcl-2,
incluindo a Bcl-x. e sdo sensiveis a sanguinarina (JIANG; ZHENG; RICH, 2003;
SAEED et al.,, 2018). Portanto, a linhagem U87MG representa um modelo

interessante para a avaliacdo da atividade biol6gica dos compostos planejados.
5.2 METODO

Os experimentos foram delineados conforme esquematizado na figura 37.
Inicialmente, avaliou-se a atividade citotoxica dos compostos sintetizados pelos
meétodos do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) e SRB
(sulforrodamina B) em linhagem U87MG de glioblastoma (SOMENSI et al., 2017,
ZANOTTO-FILHO et al., 2015). A atividade frente a fibroblastos de pulméo fetal
MRC-5, linhagem nao tumorigénica forneceu informacdes sobre seletividade e

seguranca ds compostos.

s N s ) N s N
1 - CITOTOXICIDADE 2 - ANALISE 3 - MECANISMO DE
e MTT MORFOLOGICA MORTE CELULAR
* SRB e Microscopia dptica e Anexina/ Pl
N N N

™ ™

fs - ANALISE DO CICLO ( 4 - DESPOLARIZACAO
CELULAR DA MEMBRANA
e Citometria de fluxo MITOCONDRIAL
e Rodamina 123

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

Tendo em vista que a Bcl-x. € uma proteina envolvida na via mitocondrial de
apoptose, estudos dos mecanismos de inducdo de morte celular em linhagem
U87MG também foram planejados. A avaliacdo do tipo de morte celular (apoptose
ou necrose) envolvida na acao citotoxica foi realizada por coloragdo com anexina V
e iodeto de propidio (Pl — Propidium lodide), enquanto a avaliagdo do potencial de
membrana mitocondrial por coloragdo com rodamina 123 forneceu informacdes

sobre a via de morte apoptotica (intrinseca ou extrinseca). Analise do ciclo celular
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foi realizada para verificagdo de possivel interrup¢cdo do mesmo associada ao efeito
citotoxico (KANIPANDIAN; LI; KANNAN, 2019; SOMENSI et al., 2017).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Avaliacéo da citotoxicidade

O protoétipo, sanguinarina, bem como os analogos sintetizados, foram avaliados
guanto a sua atividade citotoxica em linhagem de glioblastoma multiforme U87MG
para determinacdo do potencial antitumoral. A atividade frente a fibroblastos de
pulméo fetal MRC-5, linhagem n&o tumorigénica, foi avaliada para determinacao da

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

O ensaio de MTT baseia-se na reducédo deste sal pelo sistema enzimatico
mitocondrial, através da atividade de desidrogenases que clivam o anel tetrazolico e
convertem o MTT em um produto insolivel denominado formazan, o qual reflete o
normal funcionamento da mitocondria e consequentemente a viabilidade celular.
Este produto final, de cor violeta, € quantificado por método espectrofotométrico,
apos lise celular induzida e solubilizacdo em DMSO. A quantidade de formazan
produzida foi correlacionada com a concentracdo de células viaveis. Quanto maior a
concentracdo de células vivas, maior € a taxa de biotransformacdo do MTT e,

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

O ensaio da sulforrodamina B (SRB), por sua vez, se baseia na ligacdo deste
composto a proteinas celulares, através de dois grupos acidos sulfénicos que se
ligam a residuos basicos de aminoacidos sob condi¢des ligeiramente acidas, e se
dissociam sob condicdes basicas. A SRB retida na célula pelas interagbes com
suas proteinas foi quantificada por espectrofotometria, tendo em vista que € tida
como um corante de coloracdo vermelha. A quantidade de SRB foi entdo
correlacionada com a densidade celular. Quanto maior a concentracdo de células,
maior é a concentracdo de proteinas e, consequentemente, a quantidade de SRB
ligada (ORELLANA; KASINSKI1, 2016).

A avaliacdo da citotoxicidade utilizando métodos de principios distintos torna-se
relevante visto que tanto o método do MTT como o da SRB apresentam limitacdes

gue sdo inerentes a propria técnica, como reagbes quimicas entre 0S compostos
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avaliados e os reagentes do experimento, e a associacdo 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 exposi¢cao de culturas
de linhagem de glioma de humano U87MG a concentragdes crescentes (6,25-100
KUM) dos compostos por um periodo de 72 h (figura 38).

Conforme apresentado na figura 38, compostos das duas séries planejadas,
resultaram em uma reducao da viabilidade e da proliferacdo celular, apresentando
um perfil de atividade antiglioma concentracado-dependente. Os valores de ICso para
0s compostos desenvolvidos e para a sanguinarina (molécula prototipo) foram
calculados e estdo apresentados na tabela 7. Valores de ICs, entre 35 e 93 UM
foram verificados para o ensaio por MTT, enquanto por SRB valores entre 26 e 86
UM foram observados. Estes valores apresentam-se superiores aos valores de ICsg
da temozolamida nesta linhagem (>100 uM) (ALONSO et al., 2007; BAER et al.,
1993; KANZAWA et al., 2003), reforcando o potencial antitumoral dos compostos.

Considerando os resultados obtidos nas analises de viabilidade e de
proliferacdo celular, verifica-se que a série N-benzil-naftil-amina representa a série
de analogos mais ativa (compostos 3a-e e 4a-e), sendo o composto N-metilado 4a,
com metoxila na posicdo 4, o mais ativo. O composto 3c, trimetoxilado, também
apresentou maior atividade antitumoral quando comparado aos demais, 0 que é
reforcado pela efetividade do tratamento com concentracbes menores (12,5 uM e
6,25 uM) dos compostos 3c e 4a, respectivamente. O mesmo foi possivel observar
com o composto 6e, a partir de 25 pM. A aril-isoquinolina 6e, com substituinte
etilenodioxi, representou 0 compostos mais ativo da sua série (compostos 6a-e e 7a-
e). Devido a essas caracteristicas, os trés compostos (3c, 4a e 6e) foram
inicialmente considerados os mais relevantes e, portanto, submetidos a estudos

mecanisticos.
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Figura 38. Viabilidade celular da linhagem de glioblastoma humano (U87MG) ap6s 72 h de
tratamento com sanguinarina (San) e os respectivos analogos pelos métodos do MTT (A) e SRB (B).
Dados sdo expressos em porcentagem referente ao controle. As concentracdes testadas variaram de

6,25 uM a 100 pM nos compostos sintetizados e de 1,56 pM a 25 pM para a sanguinarina.

*p<0,05;*p<0,01; ***p<0,001;***p<0,0001
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Tabela 7. Valores de ICs, da sanguinarina e seus respectivos anélogos frente a linhagem de
glioblastoma U87MG, destacando os compostos mais promissores 3c, 4a e 6e.

ICso US7TMG (uM)

Composto Estrutura geral R R, Rs e SRB
3a o H OCH; H > 100 > 100
3b R, OCHs OCHs H > 100 > 100
3c O Hﬁ OCH; OCH; OCH; 72,54+3,4 33,7+10,9
3d Ri  ocH,0- H 784+62 576%75
3e H Cl H 628+95 673%6,7
4a . H OCH; H 350+28  345+81
4b R, OCH; OCH; H >100 52,3+7,1
ac O ,L\/@[ OCH; OCH; OCH;  >100 39,4+ 2,6
4d O Ri ocH,0- H >100 86,2 +3,5
4e H Cl H 936+03 828%46
6a H OCH; H > 100 > 100
6b OCH; OCH; H > 100 73,32+9,3
6¢c OCH; OCH; OCH; >100 83,5+9,7
6d -OCH,0- H >100 > 100
6e -OCH,CH,0- H 799+34  37,1+51
7a ® H OCH; H >100 26,5+ 11,9
7b OCH; OCH; H >100 > 100
7c OCH; OCH; OCH; >100 > 100
7d -OCH,0- H >100 48,9 + 15,0
7e Rs -OCH,CH,0- H >100 36,5+ 8,9

sanguinarina 3,0£0,3 4,2 +0,7
temozolamida > 100

Também foram observadas alteracGes evidentes da densidade e morfologia
celular. A figura 39 apresenta a cultura celular de U87MG apés o tratamento com a
sanguinarina, 3c, 4a e 6e, sendo possivel observar que os tratamentos com 3c e 4a
se refletem em modificacdo do formato estrelar das células U87MG para esférico e

presenca de vacuolos caracteristicos de inducédo de morte por apoptose.
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Figura 39. Morfologia celular da linhagem U87MG apds 72h de tratamento. (A) Controle (células ndo
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 0s respectivos analogos 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 ndo
transformada, com o objetivo de avaliar a seletividade dos compostos
desenvolvidos. Assim, culturas de MRC-5 foram expostas a concentracdes
crescentes dos referido compostos por 72 h e o valor de ICso foi determinado com
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base nos dados da andlise da viabilidade mitocondrial utilizando o método do MTT.
Além disso, a partir dos dados de ICsp nesta linhagem, foi determinado o indice de
seletividade (IS) (tabela 8). O IS é a relacdo entre ICsp em linhagem n&o-tumoral
(MRC-5) e linhagem tumoral (U87MG). Este valor pode ser utilizado para estimar a
seguranca do composto, de modo que quanto maior o valor deste indice, maior a
diferenca entre a ICsp em células tumorais e células ndo tumorigénicas e, portanto,
maior seletividade do composto para uso nas células neoplasicas. E considerado
significativo para compostos antitumorais um IS igual ou superior a 2, que indica que
0 composto em andlise pode ser aplicado no dobro da concentracdo sem apresentar
citotoxicidade na célula ndo tumorigénica (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).

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

I1Cs0 (ULM) Indice de
Composto  —jg7mG MRC-5  seletividade*
3c 72,54 38,25 0,5
4da 35,0 85,47 2,4
6e 79,9 153,9 1,9
Sanguinarina 3,0 3,27 1,1

*Indice de seletividade = 1Cso (UM) linhagem n&o-tumorigénica
ICso (UM) linhagem tumoral

O composto 4a foi o analogo mais seletivo, seguido de 6e. O composto 3c, por
sua vez, nao foi seletivo, assim como a sanguinarina. Embora a sanguinarina tenha
sido superior em relacdo a sua acao em linhagem U87MG, os analogos 6e e, mais
significativamente, 4a, tornam-se 0s compostos mais interessantes como candidatos
a antitumorais, visto que sdo potencialmente mais seguros. Estes compostos foram
tidos como 0s mais promissores e, portanto, submetidos aos estudos de modelagem

molecular, conforme sera apresentado no item 7 do presente trabalho.
5.3.2 Avaliacédo da inducédo de morte celular

O mecanismo de inducdo de morte relacionado ao tratamento com
sanguinarina, 3c, 4a e 6e foi avaliado em linhagem U87MG, empregando-se 0s
respectivos valores de ICso. Para tanto, realizou-se dupla marcacdo das células
controle e tratadas com anexina e iodeto de propidio (PI, propidium iodide), seguida

de andlise por citometria de fluxo.
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A anexina é uma molécula que se complexa a fosfatidilserina, um fosfolipidio
gue normalmente encontra-se no interior da membrana celular. Durante a apoptose,
este fosfolipidio € externalizado a fim de permitir o reconhecimento celular por
macrofagos e, consequentemente, a fagocitose. A anexina liga-se a fosfatidilserina
externalizada e permite a quantificacdo de células em apoptose. O PI, por sua vez,
ndo é capaz de penetrar a membrana celular integra. Portanto, a marcacao celular
com PI indica a populacdo que apresentou perda da integridade da membrana
plasmética por dano ou morte celular. Células coradas com fluorescéncia verde
(anexina) foram consideradas células apoptéticas em estado inicial (apoptose
precoce), aquelas duplamente marcadas com anexina e Pl foram consideradas
células em apoptose tardia ou necrose, enquanto células viaveis ndo apresentam
marcacao (KOOPMAN et al., 1994) (figura 40A).

A figura 40B mostra que o tratamento com o protétipo sanguinarina aumentou
em 70% a populacdo de células em apoptose tardia/necrose, enquanto 0s
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 €
considerado um mecanismo de morte limpa, evitando o dano de células normais
adjacentes ao tumor, bem como o desenvolvimento de uma resposta
imune/inflamatéria exacerbada (GALLUZZI et al., 2007; HANAHAN; WEINBERG,
2011). Além disso, esses dados estdo em acordo com as alteracdes morfoldgicas
verificadas nas células UB7MG expostas aos referidos compostos (Figura 39), onde
0 protétipo sanguinarina induziu uma extensiva citotoxidade, evidenciando-se na
cultura a presenca de restos celulares e de células com vacuolos, comportamento

contrario as moléculas sintetizadas.

A apoptose é um processo fisiologico de morte celular programada
caracterizado por diversas alteracdes morfolégicas e bioquimicas das células e é de
crucial importancia, entre outras coisas, na eliminacdo de tumores (BERGANTINI;
SOUZA; FETT-CONTE, 2005; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Por este
motivo, grande parte dos quimioterapicos antineoplasicos disponiveis na terapéutica
baseia seu mecanismo na inducdo da morte celular apoptética (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012; LEMKE; WILLIAMS, 2012).
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Figura 40. Avaliacdo da inducé@o de morte celular em linhagem U87MG pela sanguinarina (SAN), 3c,
4a e 6e, utilizando coloracdo dupla de anexina (FL1-H) e PI (FL2-H). (A) Os graficos de pontos
mostram a populacéo de células em apoptose e necrose apos 72 h de tratamento com sanguinarina,
3c e 4a e 6e (Q1 = células necréticas; Q2 = células em apoptose tardia; Q3 = células em apoptose
precoce; Q4 = células viaveis). (B) O grafico de barras ilustra o aumento do ndmero de células em
apoptose e necrose apés o tratamento nas concentragfes relativas aos valores de ICs, sanguinarina
(San), 3c, 4a e 6e quando comparado com o grupo controle (C - ndo tratado).

A sanguinarina, por sua vez, induziu a morte celular por necrose,
possivelmente devido a sua acdo sobre outros alvos, além da Bcl-x.. A necrose é
considerada prejudicial porgue geralmente estd associada a perda celular patolégica

e devido a capacidade das células necréticas de promover inflamagéo, que favorece
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o desenvolvimento tumoral. Células necréticas liberam sinais pré-inflamatorios no
microambiente do tecido circundante e, como consequéncia, células inflamatérias do
sistema imune s&o recrutadas para examinar os danos no tecido e remover 0s
detritos necrdticos. Paralelamente, estas células imunes inflamatérias podem
contribuir no crescimento da neoplasia a partir da promocdo da angiogénese,
proliferacdo celular e invasao tecidual (HANAHAN; WEINBERG, 2011; VAKKILA;
LOTZE, 2004).

As células necréticas podem também liberar fatores reguladores bioativos,
como a IL-1a, que podem estimular a proliferacdo de células viaveis vizinhas e
eventualmente facilitar a progressdo neoplasica (GRIVENNIKOV et al., 2010).
Portanto, a inducdo da morte das células tumorais por necrose pode, em certo nivel,
contribuir para o desenvolvimento tumoral ao recrutar células inflamatorias
promotoras de tumor que trazem fatores estimuladores de crescimento para as
células sobreviventes (HANAHAN; WEINBERG, 2011; VAKKILA; LOTZE, 2004).

5.3.3 Avaliacéo do potencial da membrana mitocondrial

A proteina Bcl-x_ participa da via intrinseca (ou mitocondrial) de apoptose.
Neste processo, ocorre o aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial,
com consequente liberacdo de proteinas apoptéticas, como cyt ¢ (ELMORE, 2007).
O aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial implica na despolarizacao
da mesma, que pode ser quantificada pelo uso de corantes fluorescentes catibénicos,
como por exemplo, a rodamina 123, que se acumulam na matriz mitocondrial com
carga negativa. Neste caso, a inducdo de morte apoptética por via extrinseca resulta
em menor interacio do corante com a membrana mitocondrial e,
consequentemente, menor coloracdo (KANIPANDIAN; LI; KANNAN, 2019).

O ensaio de marcacdo com o corante fluorescente rodamina 123, avaliou o
grau de despolarizacdo mitocondrial em linhagens U87MG frente ao tratamento com
0s compostos. A figura 41 apresenta imagens representativas da cultura de glioma
U87MG apds o tratamento por 72 h com a sanguinarina e com os analogos 3c, 4a e
6e. A sanguinarina causou elevada citotoxicidade, que resultou em um baixo namero

de eventos na analise e impossibilitou a avaliagdo deste parametro.
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Figura 41. Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial utilizando coloragdo com rodamina 123.
A figura mostra cultura de glioma U87MG apés o tratamento por 72 h com a sanguinarina (B) e com
os analogos 3c (C), 4a (D) e 6e (E). (A): controle (ndo tratado).
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A figura 42 representa a quantificacdo da despolarizacdo mitocondrial por
citometria de fluxo. Conforme apresentado, o tratamento com os compostos induziu
uma despolarizagcdo mitocondrial em torno de 15 % das células U87MG, sugerindo
gue os mesmos poderiam induzir apoptose por via intrinseca. Em conjunto, esses
dados estdo em acordo com as alteragcbes morfolégicas verificadas nas células
U87MG expostas aos referidos compostos (Figura 39), onde o prototipo
sanguinarina induziu uma extensiva citotoxidade, evidenciando-se na cultura a
presenca de restos celulares e de células com vacuolos, comportamento contrario
as moléculas sintetizadas, onde a morte celular foi predominantemente induzida por

apoptose.

120- ,
Despolarizado

1004 mm Polarizado

lulas (%)

Controle DMSO 3c 4a 6e

Figura 42. Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial utilizando coloragdo com rodamina 123.
O gréfico de barras ilustra o percentual de células despolarizadas apés o tratamento com o0s
respectivos valores de ICs, de 3c, 4a e 6e.

A despolarizacdo da membrana mitocondrial observada nos experimentos pode
sugerir que 0os compostos 4a e 6e induziriam morte apoptotica pela via intrinseca,
corroborando 0 mecanismo proposto para 0s analogos planejados, que sédo
potencialmente capazes de inibir a proteina antiapoptoética Bcl-x.. Entretanto, outros
ensaios, como por exemplo, de liberacdo de citocromo c, sdo necessarios para

atestar a via apoptotica.
5.3.4 Anédlise do ciclo celular

Eventos relacionados ao ciclo celular representam uma barreira a replicacéo de
células mutadas (GUEMBAROVSKI; COLUS, 2008). No processo de proliferacdo
celular, a progresséao pelas diversas fases do ciclo celular é regulada por uma rede

bioquimica de sinalizacdo para assegurar a replicacdo correta do material genético,
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segregacao dos cromossomos e coordenar a diferenciacdo, senescéncia 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 G; (gap
1, interfase), na qual a célula aumenta de tamanho, preparando-se para copiar seu
DNA. Na fase seguinte, de sintese (fase S), ocorre a replicacdo do DNA. Apos
duplicados os cromossomos, inicia-se a fase G (gap 2), onde a célula cresce mais e
sintetiza proteinas e organelas, se preparando para a mitose. Na mitose (fase M), a
célula-mée finalmente se divide ao meio, para produzir duas células filhas. As
células-filhas imediatamente entram em fase G; e podem reiniciar o ciclo celular ou

interromper o ciclo de forma temporaria ou definitiva (RIVOIRE et al., 2001).
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Figura 43. Esquema do ciclo celular normal (adaptado de University of Leicester, 2019).

Durante o ciclo celular, as vias de sinalizacdo, principalmente envolvendo
guinases dependentes de ciclinas, monitoram o sucesso de uma fase completada
antes de prosseguir para a proxima etapa, processo denominado check point. Neste
processo, as células podem interromper temporariamente o ciclo celular para reparar
danos celulares. Quando o dano nao é reparado adequadamente, a sinalizagdo no
check point pode resultar na ativacdo da morte celular programada (CHEN, 2016;
PIETENPOL; STEWART, 2002; PUCCI; KASTEN; GIORDANO, 2000).

Anadlise do ciclo celular em linhagem U87MG foi realizada em relacdo aos
compostos com atividade antitumoral mais destacada, de acordo com os dados de

ICso previamente determinados, 3c, 4a e 6e. A figura 44 apresenta os histogramas
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representativos das analises de ciclo, realizadas em glioma U87MG ao longo de 24,

48 e 72 h de tratamento.
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Figura 44. Efeito da sanguinarina, 3c, 4a e 6e sobre a progressédo do ciclo celular de linhagem
UB7MG. As células foram tratadas com concentracdes relativas aos valores de ICsy do prototipo
sanguinarina (San) e com os compostos desenvolvidos 3c, 4a e 6e por 24, 48 e 72h. As fases do
ciclo celular sdo mostradas em histogramas representativos obtidos a partir de citometria de fluxo. C

= controle (n&o tratado)
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Inicialmente, o protétipo sanguinarina induziu um bloqueio das células U87MG
na fase G,/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 Go/G; e um percentual menor na fase G,/M. Importante
destacar que o bloqueio do ciclo celular na fase Go/G; foi relatado para a
sanguinarina em linhagens DU145 e LNCap (ADHAMI et al., 2004; MALIKOVA;
ZDARILOVA; HLOBILKOVA, 2006) e a interrupcao do ciclo celular nesta fase é
observada para inibidores de proteinas da familia Bcl-2 (LIN et al., 2017).
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Figura 45. Efeito da sanguinarina (San), 3c, 4a e 6e sobre a progressao do ciclo celular de linhagem
U87MG. O gréfico de barras ilustra o percentual de células em cada fase do ciclo celular apés 24 (A),
48 (B) e 72 h (C). C = controle (n&o tratado).

Os compostos 3c, 4a e 6e, esse Ultimo em menor proporcdo, levaram as
células U87MG a um bloqueio progressivo na fase G,/M do ciclo celular (Figuras 44
e 45). Interrupcao do ciclo celular na fase M é caracteristica de farmacos que atuam
em tubulina, como taxanos e alcaloides da vinca, enquanto inibidores de
topoisomerase, como etoposideo e camptotecina, interrompem ciclo celular na fase
G2 (ATTENELLO et al., 2012; CLIFFORD et al., 2003). Nao foram encontradas na
literatura evidéncias de que a sanguinarina iniba topoisomerase, embora deplecéo
da enzima esteja associada ao uso do composto (HOLY; LAMONT; PERKINS,
2006). Outros alcaloides benzofenantridinicos, como nitidina e fagaronina, séo
conhecidamente inibidores de topoisomerase, que interrompem o ciclo celular na
fase G, (LEOPOLD COMOE et al., 1988; PRADO et al., 2004; WANG; JOHNSON;
HECHT, 1993). E plausivel sugerir que 3c e 4a podem atuar por um mecanismo de
acao distinto do protoétipo, ou ainda, que seriam compostos multi-alvo, e que seu

efeito citotoxico poderia envolver agcdo em topoisomerase ou tubulina.

Os achados bioldgicos, particularmente a atividade em U87MG, os dados de
seletividade e de mecanismo de indugdo de morte celular, trazem os compostos 4a
e 6e como o0s analogos 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 colaboracdo com o Dr. Glaucio
Monteiro Ferreira, p6s doutorando do Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicolégicas da FCF-USP. O detalhamento dos métodos in silico é descrito em

“parte experimental”.
6.1 INTRODUCAO

Ferramentas computacionais sdo atualmente muito Uteis e bastante
empregadas no desenvolvimento de farmacos. Estas podem ser aplicadas, por
exemplo, no planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD -
Computer-Assisted Drug Design), que € definido como o uso de técnicas
computacionais para descobrir, planejar e otimizar compostos biologicamente ativos
(SANT’ANNA, 2002).

A modelagem molecular, em planejamento de farmacos, utiliza-se de métodos
computacionais para a construcdo de modelos de estruturas de ligantes e alvos, que
fornecem informacgdes sobre suas propriedades moleculares e interacfes, de grande
valia no desenvolvimento de novos compostos bioativos e estudos de relagéo
estrutura-atividade (NADENDLA, 2004; OOMS, 2000; SANT’ANNA, 2002).

Para a construcdo dos modelos moleculares e calculo de propriedades, duas
principais aproximacfes podem ser utilizadas: a aproximacdo classica, que inclui
métodos de mecanica molecular e dinamica molecular (MD — Molecular Dynamics);
e a aproximacdo quantica, que inclui os métodos ab initio e semiempirico. Estes
métodos permitem otimizar uma estrutura e calcular suas propriedades, incluindo
conformacao, minimizacédo de energia e propriedades fisico-quimicas como cargas e
momento dipolo (CARVALHO et al., 2003).

A aproximacao classica se baseia no ndcleo do atomo, sem considerar seus
elétrons. Nela é desenvolvido um campo de forca (ex.. AMBER - Assisted Model
Building with Energy Refinement —, MMFF - Merck Molecular Force Field),
calculando-se a energia de um sistema em funcdo das posicfes dos nucleos dos
atomos, considerando-se o estiramento de ligacdo, angulo de ligagdo, angulo de

torsdo e interagbes de atomos néo ligados (interagbes eletrostaticas e de Van Der
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Waals). Isto gera um conjunto de funcdes de energia que determinam penalidades
energéticas para o afastamento da estrutura dos valores “normais” atribuidos a estes
componentes (CARVALHO et al., 2003; LEACH, 2001; SANT’ANNA, 2009).

Médodos de mecénica molecular sdo Uteis na otimizagdo da geometria
molecular, enquanto simulacdes de dinamica molecular sédo aplicadas ao estudo do
movimento de sistema ao longo do tempo. Embora menos precisos que 0os métodos
guanticos, os métodos classicos sdo vantajosos por demandarem um menor custo
operacional (CARVALHO et al., 2003; LEACH, 2001; SANT'ANNA, 2009).

Na mecanica quantica, os calculos sdo baseados em principios de fisica
guantica e consideram as interagdes entre os elétrons e 0s nucleos dos atomos de
uma molécula, calculando-se os orbitais moleculares e propriedades eletrbnicas
como mapas de potencial elétrostatico e momento dipolo (LEMKE; WILLIAMS, 2012;
PATRICK, 2013). Enquanto métodos ab initio (ex.: Hartree-Fock) consideram toda a
populacdo eletronica da molécula e utilizam-se de equacdes exatas, sem
aproximacdes, meéetodos semi-empiricos (ex.. AM1 - Austin Model 1 -, PM3 -
Parametric Method 3) consideram apenas os elétrons de valéncia e se utilizam de
aproximacdes e parametros armazenados, a partir de simplificacdes baseadas em
resultados experimentais e em outros resultados tedricos (LEACH, 2001; PATRICK,
2013; SANT'ANNA, 2009; STEWART, 2008, 2009).

Face ao exposto, aproximacdes quanticas tornam-se Uteis no contexto da
otimizacdo e célculo de propriedades dos ligantes sintetizados, enquanto
aproximacdes classicas, mais especificamente a dinamica molecular, sdo aplicaveis

as simula¢des das interagdes ligante-alvo.
6.2 METODO

As etapas envolvidas nos estudos de modelagem molecular séao
esquematizadas na figura 46, a seguir. As estruturas da sanguinarina e dos
analogos sintetizados foram construidas e otimizadas por métodos semi-empirico
PM3 e ab initio Hartree-Fock 6-31G** no programa Spartan’14 (WaveFunc., 2014)
(FERNANDES et al., 2018). As interacdes entre Bcl-x. humana (cédigo PDB: 3SP7,

resolucdo = 1,4 A) e sanguinarina, e 0s compostos mais promissores, 4a e 6e, foram



81

calculadas por simulagbes de dinamica 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 conformacéo inicial do sistema foi estabelecida por
ancoramento molecular, o qual foi validado por crossdocking no programa GOLD 5.4
(CCDC software limited, 2015) (GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014).
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Figura 46. Fluxograma simplificado das etapas desenvolvidas nos estudos de modelagem molecular.

As estruturas dos ligantes previamente construidas e otimizadas tiveram
calculadas suas propriedades eletrénicas (mapa de potencial eletrostatico, mapas
dos orbitais moleculares HOMO (orbital molecular ocupado de maior energia) e
LUMO (orbital molecular ndo ocupado de menor energia), e vetor de momento
dipolo) e lipofilicas (logaritmo do coeficiente de particdo calculado — cLog P) no
programa Spartan’14 (WaveFun., 2014), a fim de correlaciona-las com os achados
biologicos e a simulacdo de dinamica 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 DISCUSSAO
6.3.1 Dinamica Molecular

As proteinas da familia Bcl-2 se dividem em trés subclasses (proteinas
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antiapoptoticas, proteinas proapoptéticas efetoras — ou promotoras de morte — e
proteinas proapoptéticas BH3-only), de acordo com a sua funcao na via apoptética.
Proteinas antiapoptéticas e promotoras de morte da familia Bcl-2 apresentam em
sua estrutura quimica quatro regibes conservadas de homologia de sequéncia de
aminoacidos, conhecidas como dominios de homologia Bcl-2 (BH — Bcl-2 Homology)
1 a 4, além de uma regido C-terminal hidrofébica prevista para atuar como uma
ancora transmembranar. Enquanto os dominios BH1 e BH2 séo essenciais para a
atividade das proteinas antiapoptéticas, o dominio BH3 é fundamental para a
atividade das proteinas promotoras de morte. A regido BH4 pode eventualmente
atuar estabilizando outras hélices da proteina por meio de interacdes hidrofobicas. A
terceira subclasse da familia Bcl-2 compreende as proteinas proapoptéticas BH3-
only, que possuem apenas o dominio BH3, embora algumas delas também
apresentem uma ancora transmembrana na por¢cdo C-terminal (LEE; DOUGLAS
FAIRLIE, 2019; MUCHMORE et al., 1996).

Como as demais proteinas antiapoptoticas da familia Bcl-2, a estrutura da Bcl-
XL € subdividida em quatro regides de homologia, sendo funcionalmente as mais
importantes BH1, BH2 e BH3. Tais regides encontram-se espacialmente bastante
proximas (figura 47) e formam uma fenda hidrofobica alongada, que representa um
sitio de ligacdo para membros proapoptéticos da familia Bcl-2 (MUCHMORE et al.,
1996).

Figura 47. Estrutura da proteina Bcl-xL. (A) Representa¢éo helicoidal da forma apo da Bcl-xL (PDB:
1MAZ), indicando as a-hélices 1 a 7 e destacando os dominios de homologia BH1 (azul), BH2
(amarelo), BH3 (ciano) e BH4 (rosa). (B) Representacdo da superficie da forma apo da Bcl-xL,
desmonstrando o groove hidrofébico canénico de ligacéo, constituido principalmente pelas hélices a3
e a5, que é essencial para as interacdes com as proteinas Bcl-2 proapoptoticas (LEE, 2019).
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Diversos estudos envolvendo potenciais inibidores de proteinas antiapoptoéticas
da familia Bcl-2 focam principalmente em compostos peptidicos ou pequenas
moléculas peptideo-miméticas, que interagem com o groove hidrofébico onde atuam
os ligantes endbgenos. Entretanto, estudos de Zhang e colaboradores (2006)
sugerem que a sanguinarina se comportaria como um inibidor alostérico da Bcl-x,
que interage prioritariamente em outros residuos na regido BH1 e causa uma
alteracdo conformacional que impede a ligacdo de proteinas efetoras na fenda
hidrofébica.

Zhang verificou por métodos HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence
— Coeréncia Quantica Unica Heteronuclear) de ressonancia magnética nuclear que a
ligacdo da sanguinarina na Bcl-x. causa alteragbes nos sinais principalmente
referentes aos residuos Argl00, Glul29 e Glyl34. Variacdes também foram
verificadas para Serl06, lle114, Argl132, Aspl33, Vall35, Trpl37, Gly138, Tyrl73 e
Hisl77, que compdem principalmente a regido BH1. Perturbacdes menos
significativas em residuos do groove hidrofébico também foram observadas (Leu99,
Tyrl01, Argl03, Aspl07 e Trpl09). Adicionalmente, a ligacdo da sanguinarina na
Bcl-x, foi afetada na presenca de variantes na regido BH1, particularmente as
variantes que resultam na troca dos aminoacidos Glul29, Leul30 e Aspl133, o que

reforca a importancia do residuo Glul29 para a ligacéo do alcaloide a proteina.

Corroborando suas analises por HSQC, Zhang (2006) realizou estudos de
docking molecular, verificando que a sanguinarina ancorou na regidao BH1, em uma
porcdo proximo ao groove hidrofébico de ligacdo BH3. Interacéo foi observada com
o residuo Glul29, bem como com Leul30, com o qual foram verificadas interacdes
hidrofébicas (figura 48). Aspl33, por sua vez, ficou préximo a carga positiva do
atomo de nitrogénio. Outro ponto importante descrito pelos autores foi 0 grupo
metilenodioxi da porcao fenantridinica orientado para as cadeias laterais alifaticas de
Argl132, enquanto o —OCH,O- ligado ao benzeno ficou flanqueado entre os residuos
aromaticos Phe97 e Phel05.
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Figura 48. Modelo de interacdo da sanguinarina com Bcl-xL, proposto por Zhang e colaboradores
(2006), destacando os residuos Glu129 (E129), Leu130 (L130) e Asp133 (D133), proximos ao ligante.

Os dados apresentados por Zhang sugerem que Glul29 representa um
residuo-chave para as interacbes entre a sanguinarina e Bcl-x.. Por este motivo,
Glul29 foi selecionado como centroide para o ancoramento molecular do presente
trabalho. Este corresponde a uma etapa prévia as simulacfes de dinamica molecular

(MD — Molecular Dynamics), realizada para gerar a conformacao inicial do sistema.

A MD permitiu simular as interacdes entre 0s compostos em estudo e seu
respectivo alvo. De acordo com os resultados de MD, a sanguinarina e os analogos
estudados (4a e 6e), seriam capazes de interagir na regido BH1. A figura 49, a
seguir, apresenta a estrutura representativa de cada complexo (sanguinarina, 4a e
6e) e ilustra seu modo de interacdo com a referida regido do alvo, sendo possivel
observar que as estruturas dos analogos adentra o groove hidrofébico canbnico de

ligacdo BHS3.
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Fenda X
hidrofébica

Figura 49. Representacdo da superficie da Bcl-xL, desmonstrando o modo de interacdo da
sanguinarina (verde), 4a (magenta) e 6e (laranja).

A andlise de trajetoria da dindmica molecular sugere que a sanguinarina pode
realizar algumas das interacbes previamente sugeridas por Zhang (2006), com 0s
residuos Phe97, Phel05, Glul29, Leul30 e Argl32 (figura 50A). Estas interacdes
correspondem, predominantemente, a interacdes hidrofébicas, visto que tanto a
sanguinarina como a regiao de interacdo sao significativamente apolares, embora o
grupo metilenodioxi da porcdo fenantridinica pareca importante para ligacdo de
hidrogénio e ion-dipolo com Argl32. Ademais, outras interacdes polares (ex.:
Alal04), especialmente para as conformacdes de maior estabilidade, também foram

observadas, além de interacdes hidrofébicas com Leul108 e Phel46.
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Figura 50. InteracBes entre a proteina Bcl-x, (PDB 3SP7) e os ligantes sanguinarina, 4a e 6e,
observadas nas trajetérias de dindmica molecular. As linhas amarelas pontilhadas destacam as
distancias das interacdes observadas para as respectivas conformagfes de maior estabilidade.(A)
Interacdo sanguinarina-Bcl-x.. (B) Interacdo 4a-Bcl-x.. (C) Interagdo 6e-Bcl-x.. (D) Orientacdo da
sanguinarina (verde), 4a (magenta) e 6e (laranja) no sitio de interagéo da Bcl-x,. Os residuos Phe97,
Tyrl01, Alal04, Phel05, Leul08, GInlll e Phel46, destacados nas figuras, estdo envolvidos em
interacbes com proteinas proapoptoéticas, que se ligam ao groove hidrofébico (CZABOTAR et al.,
2011; LEE et al., 2009; RAJAN et al., 2015).

E importante ressaltar que, como os proprios autores criticam, perturbacdes no
deslocamento quimico da amida do backbone podem ser causadas tanto por
interacdes diretas com o ligante como por alteracdes estruturais da proteina
induzidas pelo ligante, e, portanto, ndo é possivel definir o local exato de interacéo
da sanguinarina com base nos achados de Zhang. Isto poderia justificar eventuais

diferencas nos resultados obtidos na MD e no que é discutido por estes autores .

O composto 4a teve o nitrogénio posicionado em coordenada préxima a do
nitrogénio da sanguinarina, embora tenham sido observadas intera¢des hidrofobicas
com residuos distintos (Tyrl01 e Phel05) (figura 50B). Ligacdo de hidrogénio entre
a metoxila e o residuo GIn111 também foi verificada, indicando que este grupo pode
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ser importante para a atividade biolégica. Para o composto 6e, por outro lado, ndo
se observou ligacdes de hidrogénio, o que poderia justificar a atividade inferior, uma
vez que interacBes hidrofébicas, realizadas pelo composto (figura 50C), sdo mais
fracas (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010). Ademais, verifica-se certa sobreposi¢cao
de anéis do composto 4a em relagcdo a anéis da sanguinarina, o que nao €

observado para 6e (figura 50D).

O grafico da variacdo 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 variagdo dos RMSD da sanguinarina e anélogo 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 analogos
frente as células U87MG, o que pode ser justificado pelo fato de que a mesma induz
morte celular por diferentes mecanismos, e ndo somente por inibicdo de Bcl-xi,
conforme previamente discutido (ex.: intercalacdo de DNA, inibicdo de di-idrofolato
redutase). A avaliacdo biolégica na proteina isolada ou analise cristalografica do
complexo ligante-alvo seriam necessarias para validar os resultados observados na
MD.
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Figura 51. Analise da trajetéria da dindmica molecular. (A) Variagdo do desvio da raiz quadrada
média (RMSD) (B) Variacao da flutuagéo da flutuacéo da raiz quadrada média (RMSF).

A flutuacdo da raiz quadrada média (RMSF - Root Mean Square Flutuation)
expressa a flutuacdo de cada um dos aminoéacidos individualmente mediante a
conformacdo de maior estabilidade da proteina, indicando a influéncia da interagéo
ligante-alvo em residuos que compdem outras regifes além do sitio de interagéo.
Isto permite observar a maneira como os ligantes (sanguinarina, 4a e 6e) afetam,

por exemplo, residuos do groove hidrofobico de interacdo BH3. Discreta variagédo do
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RMSF nos residuos 105 a 120, que compdem o groove hidrofébico, € observada
(figura 51B). O RMSF sugere que a interagdo com 0S compostos causa
perturbacdes principalmente nos residuos 25 a 35, que inclui alguns aminoacidos
dominio BH4 da proteina Bcl-x., 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 0sS
analogos 4a e 6e poderiam interagir com a proteina Bcl-x. na regido BH1. Interacdes
hidrofébicas entre os anéis aromaticos dos compostos e diferentes residuos
apolares da regido se caracterizam como as mais frequentes na andlise de trajetéria
da MD. Isto reforca a relevancia dos sistemas anelares para atividade bioldgica dos

compostos.

Interacdes polares também foram observadas para a conformacdo de maior
estabilidade da sanguinarina, que foram mais frequentes em comparacdo com 0s
analogos. Tais interacfes, mais fortes que interacGes hidrofébicas, podem implicar
em maior afinidade pelo alvo e explicar sua atividade superior (BISSANTZ; KUHN;
STAHL, 2010). A ligacdo de hidrogénio observada para a metoxila de 4a e sua
atividade superior ao composto 6e reforcam a importancia de grupos aceptores de
ligacdo de hidrogénio na molécula. Embora o composto 6e apresente um grupo
etilenodioxi, a orientacdo no sitio de interacdo adotada pelo composto parece nao

possibilitar ligacdes de hidrogénio e pode justificar sua atividade inferior.
6.3.2 Determinacédo de propriedades fisico-quimicas

No contexto das interacfes ligante-alvo, a distribuicdo eletrénica da molécula &
um fator determinante na complementaridade molecular (BISSANTZ; KUHN; STAHL,
2010). No intuito de corroborar as interacbes observadas na MD e fornecer
informacdes a respeito da relacao estrutura-atividade, os mapas de orbital molecular

e vetor de momento dipolar (1) foram calculados.

Os mapas de distribuicdo 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, diferencgas significativas nos
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valores apresentados pela sanguinarina em relacdo aos analogos podem justificar
diferencas no perfil de interagdo. Um menor valor de HOMO (sanguinarina = -10,69
eV;4a =-7,73 eV; 6e = -7,45 eV) parece estar relacionado com uma maior atividade
biolégica, tendo em vista que a sanguinarina foi 0 composto mais ativo, seguido de

4a e 6e.

O mapa de distribuicio de HOMO encontra-se bem distribuido para as
moléculas da sanguinarina e 6e, enquanto no composto 4a encontra-se concentrado
na regido 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 regido referente aos anéis D e E.

A auséncia de orbital LUMO significativo no carbono metilénico ligado a porgéao
fenantridinica da sanguinarina sugere que a interacado de Van Der Waals observada
entre 0 mesmo e 0 oxigénio da Leul30 na MD seria do tipo dipolo induzido.
Entretanto, a carga eletrostatica deste carbono corresponde a + 0,190 e pode
justificar uma interacdo dipolo permanente. A mesma inferéncia pode ser aplicada
ao metileno da porgcédo benzénica (carga eletrostatica = 0,219), que parece interagir

com o oxigénio de Alal04.

Outras observacdes relacionadas aos mapas de orbital molecular parecem néo
corroborar as interacdes observadas na MD. Por exemplo, nao foi observado HOMO
significativo na metoxila de 4a, que foi tida na MD como um grupo aceptor de ligacéo
de hidrogénio. Entretanto, sua carga eletrostatica (-0,360) justifica a ligacdo de
hidrogénio com o residuo GIn111. O composto 6e, por sua vez, apresentou HOMO
distribuido sobre os oxigénios, que correspondem a grupos aceptores de ligacdo de
hidrogénio (HBA), porém estes parecem néo realizar ligacdes de hidrogénio com o

alvo.
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O vetor de momento dipolo consiste no produto da soma total de cargas
positivas ou negativas e a distancia entre seus centroides (SA JUNIOR et al., 2013).
Os vetores de momento de dipolo da sanguinarina e 4a estdo orientados de uma
maneira semelhante, partindo carbono adjacente ao nitrogénio em dire¢cdo ao anel
C. Isto se refletiu em uma conformacé&o similar dentro do sitio de interacédo, onde os
anéis B e C dos dois compostos se encaixam na mesma regido. Apesar desta
semelhanca, vale ressaltar que a sanguinarina apresentou valor superior de p e
valores superiores parecem favorecer a atividade bioldgica. O composto 6e, por sua
vez, apresenta orientacdo do momento dipolar distinta, assim como um encaixe no

alvo que néo se sobrepde a estrutura da sanguinarina.
6.3.3 Predicao do perfil farmacocinético in silico

Enquanto propriedades eletronicas e estéricas sédo particularmente importantes
para a interacdo farmaco-alvo, propriedades hidrofébicas impactam de maneira
significativa na farmacocinética (absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo —
ADME) de um composto (TESTA et al.,, 2000; TSOPELAS; GIAGINIS; TSANTILI-
KAKOULIDOU, 2017).

O perfil de distribuicdo do farmaco, bem como absorcdo, metabolismo e
excrecdo sdo altamente relevantes no desenvolvimento de farmacos, visto que
muitos candidatos a farmacos fracassam em sua eficacia terapéutica por razdes
farmacocinéticas. Andlise in silico do ADME torna-se, portanto, uma ferramenta util
na previsdo destes parametros e contribui para a otimizacdo de compostos bioativos
(PATEL; PATEL, 2017; SMITH et al., 2018).

No intuito de determinar a lipofilicidade dos compostos, as moléculas
construidas e otimizadas para fins de calculo de propriedades eletronicas na secéo
anterior (6.3.2) foram também submetidas a célculo 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 caracteristica lipofilica
destas moléculas. Isto é particularmante importante no contexto de um tumor
encefalico, onde o farmaco necessita ultrapassar a barreira hematoencefalica (BHE)
para atingir o seu local de acdo (FERNANDES et al., 2016; VAN TELLINGEN et al.,
2015).
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Tabela 9. Predicéao in silico do perfil farmacocinético da sanguinarina, 4a e 6e.

Sanguinarina 4da 6e
cLog P 4,08 4,92 3,30
Permeia BHE sim sim sim
Absorcéo pelo TGI alta alta alta
Hidrossolubilidade baixa baixa baixa
Substrato para P-gp sim nao sim

No intuito de corroborar a inferéncia em relacdo a permeabilidade dos
compostos pela BHE, as estruturas da sanguinarina, 4a e 6e foram analisadas no
aplicativo SwissADME, que calcula propriedades fisico-quimicas de moléculas e
simula seu perfil farmacocinético (DAINA; O; ZOETE, 2017). A andlise (tabela 9)
indicou que as trés substancias seriam capazes de permear a BHE, reforcando que

as mesmas apresentariam um perfil de distribuicao favoravel.

Alem da permeacdo pela BHE, outras propriedades e parametros
farmacocinéticos foram avaliados. Alta absorcdo pelo trato gastrintestinal (TGI) foi
prevista para as moléculas, indicando potencial uso por via oral. Em contrapartida,
baixa hidrossolubilidade é sugerida para os compostos, 0 que pode implicar em
problemas de dissolucdo no trato gastrintestinal ou em formulagcdes. Vale ressaltar
gue baixa hidrossolubilidade € comumente observada em antitumorais de origem

natural, como paclitaxel e etoposideo (BRANDAO et al., 2010).

A analise in silico também revelou que a sanguinarina e 6e seriam substratos
para a proteina de efluxo glicoproteina P (ABCB1). Esta proteina esta relacionada
com mecanismos de resisténcia das células tumorais frente aos quimioterapicos
antineoplasicos. Proteinas transportadoras de efluxo ABC, como ABCB1 e ABCG2,
estdo relacionadas a resisténcia de glioblastoma frente a quimioterapia e menor
sobrevida do paciente (EMERY et al., 2017; MUNOZ et al., 2014; SCHAICH et al.,
2009; WIJAYA; FUKUDA; SCHUETZ, 2017). Estes transportadores estédo presentes
tanto na célula tumoral como na BHE. Assim, além da propria BHE limitar a
distribuicdo dos farmacos 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 pareca negativo, Saeed e colaboradores (2018)
relatam que a sanguinarina atua como um inibidor de transportador ABCBI1,

propriedade que eventualmente poderia ser verificada em seus anélogos. A inibicdo
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destes transportadores pode contribuir para uma melhor eficAcia do tratamento
quimioterapico frente ao glioblastoma tanto no que se refere & distribuicdo do
farmaco como na sua acdo 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 eficacia do tratamento (PENA-SOLORZANO et al., 2018; SAEED et al., 2018).
Portanto, a interacdo da sanguinarina e, eventualmente, de 6e com esta proteina,
pode ser explorada como uma vantagem destes compostos no contexto da terapia

antineoplasica.

Ao mesmo tempo, a simulacéo indicou que o composto 4a ndo seria substrato
para a glicoproteina P e, portanto, 0 mesmo néo teria sua eficacia prejudicada por
este tipo de mecanismo de resisténcia. Isto representa uma vantagem do composto,
gue somada a sua citotoxicidade, seletividade e mecanismo de inducédo de morte
celular (apoptose), enaltece o seu potencial como antitumoral e o sucesso da
simplificacdo molecular da sanguinarina na obtencéo de compostos Uteis a pesquisa

e desenvolvimento de novos antineoplasicos.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente projeto consistiu no planejamento e sintese de analogos
simplificados da sanguinarina e avaliagdo do seu potencial antitumoral. Trés séries
de analogos foram propostas, a saber, N-benzil-naftil-amina (série 1), aril-isoquinolina
(série 1) e benzofenantridina (série 1ll). As séries | e Il tiveram estabelecidas as
respectivas condi¢cdes reacionais, sendo obtidos dez analogos para cada uma, a
partir de métodos classicos de condensacdo, reducdo, acoplamento cruzado e
substituicdo nucleofilica. Para a série lll, foram obtidos intermediarios de sintese
iniciais, porém a sintese dos compostos benzofenantridinicos foi impossibilitada pelo
insucesso na etapa de ciclizacdo para obtencdo dos intermediarios tetraciclicos
através de reacdo Heck-type. Dentre os vinte compostos finais obtidos, dez séo
inéditos, e os mesmos foram caracterizados por RMN 'H e **C, faixa de fusdo e

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

As analises corroboraram a obtencdo e pureza dos compostos, que foram
entdo submetidos a avaliacdo biolégica. Os compostos foram testados em linhagem
U87MG de glioblastoma e apresentaram valores de ICsp entre 26 e 93 puM, inferiores
a temozolamida (> 100 upM), reforcando o potencial antitumoral dos compostos.
Verificou-se que a série N-naftil-benzil-amina gerou os compostos mais ativos,

embora outros padrdes de relacéo estrutura-atividade ndo tenham sido observados.

Apesar da sanguinarina ter apresentado atividade superior nesta linhagem, os
analogos foram otimizados no que se refere a seletividade, o que foi verificado pela
avaliacdo da citotoxicidade em linhagem nao tumorigénica MRC-5, sendo que os
compostos avaliados apresentaram um valor de indice de seletividade (~ 2,0) que
corresponde ao dobro do valor encontrado para a sanguinarina. Estudos dos
mecanismos de inducdo de morte celular demonstraram que a sanguinarina induziu
morte celular por necrose, enquanto 0os compostos mais promissores, 4a (N-
benzilnaftii-amina) e 6e (aril-isoquinolina) induzem morte celular por apoptose,
representando uma vantagem valiosa dos analogos em relacdo ao prototipo.
Adicionalmente, o composto 4a promoveu interrupgéo do ciclo celular na fase G,/M,
0 que o caracteriza como um agente ciclo celular especifico e indica que o composto

pode apresentar outros mecanismos para sua acgdo citotdxica, visto que para a
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inibicdo de Bcl-x,. seria esperado aumento da populagdo de células nas fases Go/G;

ou sub-G;.

bY

Em relagcdo a modelagem molecular, as simulagbes de dinamica molecular
sugerem que a sanguinarina, bem como os analogos 4a e 6e, interagem com a Bcl-
xL na regido BH1, principalmente através de interacBes hidrofébicas, e que a
afinidade do composto 4a pela proteina € semelhante a sanguinarina, embora esta
apresente atividade superior, possivelmente devido sua agéo sobre outros alvos. Os
valores de cLog P, associados a predic¢éo in silico do perfil farmacocinético, sugerem
gue os compostos sdo capazes de permear a BHE, propriedade fundamental no

contexto do tratamento de glioblastoma.

Embora os objetivos tenham sido parcialmente atingidos, € possivel concluir
gue a estratégia de simplificacdo molecular da sanguinarina permitiu a obtencéo de
compostos com potencial antitumoral relevante, e que 0sS mesmos representam um
arcabouco que merece a atencado dos quimicos medicinais no sentido de otimizar

sua atividade e desenvolver candidatos a antitumorais.

Perspectivas para o trabalho incluem o aprofundamento da avaliacéao biologica,
tendo em vista que os resultados obtidos evidenciam o potencial antitumoral dos
analogos. Estudos que confirmem morte celular apoptoética por via extrinseca podem
gerar evidéncias da acédo dos compostos no alvo sugerido (Bcl-x.). Almeja-se, ainda,
a expansao do painel de células, que poderia revelar uma acdo superior dos

analogos em outras linhagens tumorais.
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8 PARTE EXPERIMENTAL

8.1 QUIMICA
8.1.1 Reagentes e solventes utilizados

Os reagentes empregados na sintese das N-benzil-naftil-aminas, aril-
isoquinolinas e intermediarios de sintese das benzofenantridinas foram fornecidos
pela Sigma-Aldrich ou Oakwood. Os solventes utilizados s&o provenientes da Synth,
dos quais o CH,CI, e MeCN foram tratados com CaH,, THF foi tratado com sédio e
benzofenona, e DMF foi tratado com sulfato de magnésio. O hexano foi tratado por
destilacdo simples. Os demais solventes e reagentes foram utilizados sem

tratamento prévio.
8.1.2 Métodos cromatograficos

O acompanhamento das reacdes foi realizado por CCD (cromatografia em
camada delgada), utilizando cromatofolhas de aluminio cobertas com silica GFs4
(Merck). A revelacdo das placas foi feita por luz de ultravioleta (UV) e solucbes

reveladoras de ninidrina, molibdato e vanilina.

Para a separacao e purificacdo dos produtos obtidos foram utilizadas colunas
de vidro preenchidas com silica-gel 60 (Merck). Os eluentes utilizados na fase movel

sao descritos em “procedimento experimental”.

Na determinacdo da pureza dos compostos sintetizados foi aplicada a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, empregando-se o cromatografo Shimadzu
Proeminence com coluna analitica C-18 da marca Gemini® (5u, 150 x 4,6 mm). A
deteccdo foi conduzida por ultravioleta (UV) em 254 nm. Como sistema eluente
utilizou-se agua deionizada e acetonitrila, ambos com 0,1 % de &cido trifluoracético.
A corrida cromatogréfica 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 injecao
foi 20 pL.
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8.1.3 Métodos espectrométricos por ressonancia magnética nuclear

As amostras avaliadas foram diluidas em cloroférmio ou DMSO deuterados
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.). As analises espectroscépicas de RMN *H e
de '3C foram realizadas em espectrometro Bruker® 300 MHz, modelo Advanced
DPX-300, disponivel na FCF-USP. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em partes por milhdo (ppm). Abreviacdes para denotar a multiplicidade de um sinal
em particular sdo: s (singleto); d (dubleto); g (quarteto); quint (quinteto), sx (sexteto e
m (multipleto).

8.1.4 Meétodos sintéticos
8.1.4.1 Obtencao das N-benzil-naftil-iminas

3 mmol de nafitil-amina (429 mg) e 3 mmol do benzaldeido substituido (1la-e)
foram dissolvidos em 15 mL de metanol. A reacdo foi mantida em agitacdo a
temperatura ambiente e abrigo da luz. Apos 24 h de reacao, o precipitado formado

(2a-e) foi filtrado a vacuo e lavado com metanol gelado.

(E)-1-(4-metoxifenil)-N-(naftalen-1-il)metanimina (2a)
Sélido amarelo claro. n = 94 %. RMN 'H (CDCls, 300
2 6 14 N6 0\20 MHz): & 8,45 (s, 1H, 12-CH), 8,33 (t, 1H, J = 4,6 Hz,
310N¥13<18j7 6-ArH); 7,95 (d, 2H, J = 8,6 Hz, 14, 18-ArH); 7,83 (t,
7 9 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-CHs). RMN *3C (CDCls, 75 MHz): & 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)

) 1 . y 15 o, Solido amarelo. n =77 %. RMN H (CDCl3, 300 MH2):
3 5 N&@i _» 0 8,49 (s, 1H, 12-CH); 8,37 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH);
410 1w o1e O 7,89 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 3-ArH); 7,79 (d, 1H, J = 1,6
7 8 9 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-CHas); 4,01 (s, 3H, 22-CH3). RMN *3C (CDCl;, 75 MHz): 5 159,8
(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)
” Sélido amarelo. n = 87 %. RMN *H (CDCls, 300
) 1 . 15 o, MHz): 6 8,43 (s, 1H, 12-CH); 8,31 (t, 1H, J = 4,66 Hz,
5 NS P 6-ArH); 7,85 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 3-ArH); 7,70 (d, 1H, J
410 N0 = 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 *3C (CDCls, 75 MHz): 5 159,9 (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)
Solido amarelo. n = 72 %. RMN *H (CDCls, 300 MHz):

2 1 6 14 2 a8 o)
5 N&@ V20| &840 (s, 1H, 12-CH); 8,33 (t, 1H, J = 6 Hz, 6-ArH);
3 AN (o)
41 12 18 "
7 9
8

0 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-CH,). RMN **C (CDCls, 75
MHz): & 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)

1 5 | Solido amarelo. n = 88 %. RMN 'H (CDCls, 300 MHz): &
2 6 14
35 Nﬁ 8,50 (s, 1H, 12-CH); 8,31 (t, 1H, J = 6 Hz, 6-ArH); 7,94
410 2 18 (d, 2H, J = 8 Hz, 14, 18-ArH); 7,86-7,83 (m, 1H, 3-ArH);
Y 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 **C (CDCl;, 75 MHz): & 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 Obtencéao das N- metil-benzil-naftilaminas

2 mmol da aril-imina (2a-e) foram dissolvidos em 10 mL de THF. 10 mmol de
NaBH, (378,3 mg) foram dissolvidos em 10 mL de etanol. As duas solugdes foram
reunidas e mantidas em agitacdo, a temperatura ambiente e abrigo da luz. Apos 48
h de reacao, o solvente foi evaporado e o produto extraido com acetato de etila (3 x
10 mL). A fase organica foi seca com Na,SO4 e o solvente foi evaporado. O residuo
foi purificado por cromatografia de coluna, empregando-se eluente hexano/ dioxano

(2% trietilamina) em proporc¢des variaveis de acordo com o composto.

N-(4-metoxibenzil)naftalen-1-amina (3a)
Sélido branco. n = 81 %. RMN *'H (DMSO-ds, 300

1 15
26 R OL,.| MHz):88,23 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,74 (t, 1H, J
3 4qu PN = 4,6 Hz, 3-ArH), 7,45-7,38 (m, 2H, 1, 2-ArH), 7,32 (d,
12 18
7 o 2H, J = 8,5 Hz, 14, 18-ArH), 7,17 (t, 1H, J = 8,0 Hz 8-
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-CH,),
3,70 (s, 3H, 20-OCHz3). RMN *C (DMSO-de, 75 MHz): 5 158,0 (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 fuséo: 72 — 73 °C.
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N-(3,4-dimetoxibenzil)naftalen-1-amina (3b)

Y Ry o Sélido amarelo claro. n = 79 %. RMN *H (DMSO-ds,
5 H oo | 300 MHz): 58,31 (t 1H, J = 46 Hz, 6-AH), 7,90 (t,
0o 180 1H, J = 4,6 Hz, 3-ArH), 7,59 — 7,54 (m, 3H, 1,2,14-
5 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-CH,), 3,70 (s, 3H, 20-
CHa), 3,68 (s, 3H, 22-CHs). 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 fuséo: 122 — 124 °C.

N-(3,4,5-trimetoxibenzil)naftalen-1-amina (3c)
Sélido amarelo. n = 87 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300

o MHz): & 8,25 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,75 (t, 1H, J

22 Hﬁo\” = 4,6 Hz, 3-ArH), 7,44 — 7,41 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,21
3 410” ~N\70” #| (4 1H, J = 8,0 Hz, 8-ArH), 7,08 (d, 1H, J =8,0 Hz, 7-
TN 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-CH,), 3,78 (s, 6H, 22,24-CHs), 3,63 (s, 3H, 20-CHs). RMN **C
(DMSO-ds, 75 MHz): & 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 fusdo: 126 — 128 °C.

N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-iImetil)naftalen-1-amina (3d)

1 — Soélido amarelo. n = 72 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300

2 O 6 Hﬁ% ol MHz):58,22(t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,74 (t, 1H, J =

30N 1213 vl o 4,6 Hz, 3-ArH), 7,44-7,41 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,18 (t, 1H,
7 : 9 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-
CH,), 4,40 (s, 1H, 20-CH,). RMN *C (DMSO- ds, 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)

. . Sl Sélido amarelo. n = 88 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300
35 H&@ﬁ MHz): & 8,24 (t, 1H, J = 4,6 Hz, 6-ArH), 7,75 (t, 1H, J =
410 12 18 4,6 Hz, 3-ArH), 7,45 — 7,41 (m, 4H, 1,2,15,17-ArH), 7,35
e (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-CH,). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz): & 143,4 (C13), 139,1 (C4), 134,0 (C10),
131,0 (C16), 128,7 (Cl14, 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 fusédo: 71 — 73 °C.

8.1.4.3 Obtencéo das N,N-metil-benzil-naftilaminas

A uma solucédo de da amina secundaria (3a-e) (1 mmol) e formaldeido aquoso
37% (10 mmol, 812,5 mg) em actonitrila (12 mL)adicionou-se acido acético (2 mmol,
120 mg). A mistura foi mantida em agitacdo, a temperatura ambiente. Apos 30 min
de reacéao, a mistura foi resfriada a 0 °C, e adicionou-se NaBH3;CN (1,5 mmol, 94,26
mg) em duas porc¢des, a cada 30 min. Apos 4 h de reacéo, o solvente foi evaporado
e 0 produto extraido com diclorometano e solucédo saturada de NaHCO3 (3 x 10 mL).
A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente evaporado a pressao
reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia de coluna, empregando-se
eluente hexano/ acetato de etila (2% trietilamina) em proporcdes variaveis de acordo

com 0 composto.

N-(4-metoxibenzil)-N-metilnaftalen-1-amina (4a)

1 5o Sélido branco. n = 79 %. RMN *H (DMSO-ds, 300
2 6 14 -
3 5 Vel T | MHz): 5 RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz): 5 8,28 (d, 1H,
410 = 1 J = 7.4 Hz, 6-ArH), 7,88 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 3-ArH),
7 9
; 757 (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-CH,),
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3,73 (s, 3H, 20-OCHs), 2,70 (s, 3H, 11-NCH3). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz): &
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 fusdo: 63 — 65 °C.

N-(3,4-dimetoxibenzil)-N-metilnaftalen-1-amina (4b)

. Y o Solido branco. n = 69 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300
3 5 Lo o MH2):5820 (d, 1H, 0= 7,5 Hz, 6-ATH), 7,89 (d, 1H, J
410 % 570 = 7,5 Hz, 3-ArH), 7,58 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 14-ArH),
Y C 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-CH,), 3,73 (s, 3H, 20-CHa), 3,67 (s, 3H, 22-CHg), 2,72
(s, 3H, 11-NCHs). RMN ®C (DMSO-ds, 75 MHz): & 149,3 (C17), 148,5 (C16), 147,8
(C10), 134,3 (C4), 130,6 (C13), 128,6 (C3), 128,2 (C8), 125,8 (C1), 1257 (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 fus&o: 81 — 83 °C.

N-(3,4,5-trimetoxibenzil)-N-metilnaftalen-1-amina (4c)
Sélido branco. n = 55 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300

o MHz): & 8,32 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 6-ArH), 7,93 (t, 1H, J

2 : | \;Ejﬁio\zo = 7,5 Hz, 3-ArH), 7,63 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 7-ArH), 7,60
3 410" ~“N\Ap0” 2| — 7,52 (m, 2H, 1,2-AH), 7,46 (t, 1H J = 8,0 Hz, 8-
TN 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-CHs), 2,80 (s, 3H, 11-NCH3). RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz): &
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 fusdo: 81 —
83 °C.
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N-( benzo[d][1,3]dioxol-5-iImetil)-N-metilnaftalen-1-amina (4d)
Oleo laranja claro. n = 65 %. RMN *H (DMSO-ds, 300

1 15
2 6 o 1° 0> .| MH2): 58,26 (d, 1H, J = 7,5 Hz, 6-ArH), 7,88 (dd, 1H,
: 4 1oN PN 0 J=1,8Hz,J =75 Hz, 3-ArH), 7,58 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
12 18
9 7-ArH), 7,54-7,49 (m, 2H, 1,2-ArH), 7,40 (t, 1H, J = 8,0
8

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-CH,), 4,16 (s, 1H, 12-CH,), 2,71 (s, 3H,
11-NCHs). RMN C (DMSO-ds, 75 MHz): & 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)
Soélido amarelo. n = 75 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300
26 |ﬁ°' MHz): & 8,25 (dd, 1H, J = 2,0 Hz, J = 6,5 Hz, 6-ArH),
3 410" 1213 7 | 7,89 (dd, 1H, I = 2,0 Hz, I = 6,5 Hz, 3-AH), 7,59 (d, 1H,
N Ao 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-CHj), 2,72 (s, 3H, 11-NCHs). RMN C (DMSO-ds, 75 MHz): &
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 Obtencéo das aril-isoquinolinas

1 mmol de 3-bromoaril-isoquinolina e 1,5 mmol de &acido fenilborénico
substituido (5a-c) foram dissolvidos em 12 mL de etanol e 4 mL de agua. A mistura
adicionou-se 1,7 mg de Pd(OAc), (1,5 mol %) e 2 mmol de K,CO3 (276,41 mg). A
reacao foi mantida em agitacdo a 80 °C durante 4 horas. A mistura foi filtrada em
celite e o solvente evaporado a pressdo reduzida. A amostra foi extraida com
acetato de etila (3 x 10 mL) e a fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o
solvente evaporado a pressédo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia
de coluna, empregando-se eluente hexano/ acetato de etila em proporc¢des variaveis

de acordo com o composto.
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3-(4-metoxifenil)aril-isoquinolina (6a)

Sélido branco. n = 82 %. RMN *H (CDCls, 300 MHz): &
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-OCHs). RMN *C (CDCl; 75 MHz): 5 160,1 (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 fusdo: 98 — 99 °C.

3-(3,4-dimetoxifenil)aril-isoquinolina (6b)

Sélido branco. n = 82 %. RMN *H (CDCls, 300 MHz): &
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-CHj3).
RMN *C (CDCl3 75 MHz): & 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), 1155 (C8), 111,3 (C6), 110,2 (C3), 56,0 (C20), 56,0 (C18). Faixa de fuséo: 76
—77°C.

3-(3,4,5-trimetoxifenil)aril-isoquinolina (6¢)

Sélido branco. n = 80 %. RMN *H (CDCls, 300 MHz): &
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-CHs),
3,92 (s, 3H, 18-CHs). RMN *3C (CDCl; 75 MHz): &
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 fusdo: 110 — 112 °C.
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3-(benzol[d][1,3]dioxol-5-il)isoquinolina (6d)

Sélido amarelo. n = 54 %. RMN *H (CDCls, 300 MHz): &
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-CH,). RMN **C (CDCls;, 75
MHz): & 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 fusdo: 122 — 124 °C.

3-(2,3-di-idrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)isoquinolina (6e)

Solido branco. n 66%. RMN 'H (CDCls, 300 MHz):
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-
CH,). RMN C (CDCls, 75 MHz): & 152,2 (C7), 150,8 (C11), 144,2 (C2), 143,8 (C1),
136,7 (C9), 133,3 (C14), 1304 (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
fusédo: 103 — 105 °C.

8.1.4.5 Obtencéo das aril-N-metil-isoquinolinas

Em tubo de presséo, preparou-se uma solucdo de 3-fenilaril-isoquinolina
substituida (6a-c) (0,5 mmol) em acetonitrila (4 mL), a qual foram adicionados 5
mmol de CHgl (311 pL). A reacdo foi mantida em agitacdo a 60 © C. Apos 24 h, o
solvente e excesso de CHsl foram evaporados sob pressdo reduzida, e o sélido

lavado com acetato e hexano, obtendo-se o produto metilado (7a-c).
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lodeto de 3-(4-metoxifenil)-2-metil-isoquinolin-2-ium (7a)

Sélido amarelo. n = 76 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300
MHz): 5 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-NCHs), 3,89 (s, 1H, 19-OCHs). RMN **C
(DMSO-ds, 75 MHz): 6 160,7 (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 fusdo: 180 — 182 °C.

lodeto de 3-(3,4-dimetoxifenil)-2-metil-isoquinolin-2-ium (7b)

Soélido amarelo. n = 93 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300
MHz): 5 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-CHs), 3,84 (s, 3H, 20-CHs).
RMN C (DMSO-ds, 75 MHz): & 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 fuséo: 213 — 215 °C.

lodeto de 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-metil-isoquinolin-2-ium (7c)

Solido amarelo. n = 98 %. RMN *H (CDCls, 300 MHz): &
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-NCHy), 3,86 (s, 6H, 20,22-CHs), 3,79 (s, 3H, 18-
CHs). RMN *3C (DMSO-dg, 75 MHz): 5 153,0 (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 fusdo: 219 — 221 °C.
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lodeto de 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-2-metilisoquinolin-2-ium (7d)

Sélido amarelo. n = 55%. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz):
5 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-CH,). RMN *C
(DMSO-ds, 75 MHz): & 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 fusdo: 213 — 215 °C.

3-(2,3-di-idrobenzo[b][1,4]dioxin-6-il)isoquinolina (6e)

Solido branco. n 66%. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz): &
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-
CH,), 4,25 (s, 3H, 12-NCHs). RMN *C (DMSO-de, 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 fuséo: 192 — 194 °C.

8.1.4.6 Obtencao das N-naftil-benzamidas

3 mmol de acido 2-bromobenzoico (8a-d) foram suspendidos em 2,5 mL de
diclorometano. A mistura adicionou-se 2 mmol de cloreto de oxalila e
dimetilformamida (catalitico). A reacdo € mantida em agitacdo em atmosfera inerte
(N2) e temperatura ambiente durante 1 a 2 horas, para formacao do cloreto de acido,
sendo observada formacdo de produto solivel. Em seguida, 1 mmol de 1-naftil-
amina foi dissolvido em 2,5 mL de diclorometado e adicionado a mistura, seguido de
3 mmol de trietilamina. A reagdo € mantida em agitacdo 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)

1
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Sélido branco. n = 82 %. RMN *H (DMSO-dg, 300 MHz): &
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),

2
3
7 9

8

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 *C (DMSO-ds, 75 MHz): & 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)

—a | S6lido branco. n = 65 %. RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz): &

6 o 10,47 (s, 1H, 11-NH), 8,20 (t, 1H, J = 4,5 Hz, 6-ArH), 7,96
;j N 1218 : (t, 1H, J = 4,5 Hz, 3-ArH), 7,85 (d, 1H, J = 8 Hz, 7-ArH),
j;o I 1 [rs 7,75 (d, 1H, J = 7,3 Hz, 9-ArH), 7,63 (d, 1H, J = 8,8 Hz,

5 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-
OCHs). RMN *C (DMSO-ds, 75 MHz): & 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 Protecéo das N-naftil-benzamidas

1 mmol da amida (9a-b) foi suspendido em 5 mL de acetonitrila. A mistura
adicionou-se 0,25 mmol de DMAP, seguido de 2 mmol de Boc;O. A reacao foi
mantida em agitacdo a temperatura ambiente e N, 24 h. O solvente foi evaporado e
0 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)

Sélido branco. n = 71 %. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz): &
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 **C
(DMSO-ds, 75 MHz): & 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)

Solido branco. n = 21 %. RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz): &
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-
OCHa), 1,12 (s, 9H, t-Bu). RMN *3C (DMSO-ds, 75 MHz):
5 169,0 (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), 1134 (C18), 108,3 (C14), 83,5 (C23), 55,7
(C20), 26,8 (C24-26).

8.2 AVALIAQAO BIOLOGICA
8.2.1 Cultura de células

Foram utilizadas as células da linhagem de glioblastoma humano U87MG
(American Type Culture Collection - ATCC®) e como linhagem ndo tumorigénica,
fibroblastos de pulméo fetal MRC-5. As células foram cultivadas em DMEM com
baixa glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e solucéo
antibiética/antimicoética (Sigma Aldrich®) e mantidas a 37 °C e atmosfera com 5% de
CO, (SOMENSI et al., 2017).
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8.2.2 Avaliagéo da citotoxicidade por MTT

Células U87MG ou MRC-5 foram adicionadas em placas de 96 pocos
(5x10°cél/ poco) e incubadas com diferentes concentracdes dos compostos-teste
diluidos em DMEM durante 72 h. Apés esse periodo, adicionou-se 10 pL de brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (5 mg/mL), mantendo-se sob
incubacéo durante 1 hora e 30 minutos para a formacao do formazan (precipitado).
As placas foram centrifugadas, o meio de cultura removido, e 0 precipitado
(formazan) dissolvido em 100 pL de DMSO  (DENIZOT; LANG, 1986). A
absorbancia de cada pocgo foi lida em 538 nm utilizando espectrofotometro
SpectraMAX i3 (Molecular Devices). A viabilidade celular foi medida pela
porcentagem de absorbéncia comparada ao controle (células n&o 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, versdo 7.00 Inc, 2016), onde calculou-se a ICsg
segundo o tutorial fornecido pelo Prism (ZANOTTO-FILHO et al., 2015).

8.2.3 Avaliacédo da citotoxicidade por sulforrodamina B

Células U87MG ou MRC-5 foram adicionadas em placas de 96 pocos e ao
atingir 70 % de confluéncia, o meio de cultura foi removido e as células tratadas e
incubadas com diferentes concentracdes dos compostos-teste diluidos. Apds 72 h, o
meio de cultura foi descartado e as células fixadas com 10 % de acido trifluoracético
por 1h a 4 °C. As células foram entdo coradas com sulforrodamina B 0,4 %
dissolvida em acido acético 1%, durante 15 min. As células foram lavadas para
remocao do corante excedente com acido acético 1 %, até restar apenas o corante
aderido as células. As células coradas foram dissolvidas em 100 pL de solugéo
tampédo Tris 10 mM (pH 10,5). A absorbancia de cada poco foi lida em 515 nm
utilizando espectrofotbmetro SpectraMAX i3 (Molecular Devices). A viabilidade
celular foi medida pela porcentagem de absorbancia comparada ao controle (células
ndo tratadas). Os experimentos foram realizados em triplicata e temozolamida foi
utilizada como controle positivo. Os dados foram plotados no software GraphPad
Prism7 (GraphPad Software, versdo 7.00 Inc, 2016), onde calculou-se a ICs

segundo o tutorial fornecido pelo Prism (SOMENSI et al., 2017).
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8.2.4 Estudo de inducao apoptética por anexina e iodeto de propidio

O aparecimento de células apoptéticas e necréticas foi monitorado por dupla
marcagdo com 0s corantes anexina e iodeto de propidio (PI) (Sigma, St. Louis, MO)
utilizando-se um citémetro de fluxo (FACSCalibur). Células de glioblastoma U87MG
foram cultivadas em placas de 12 pocos (5 x 10%él/ poco) e tratadas nas
concentracdes relativas aos valores de ICs, do composto a ser avaliado, diluidos em
DMEM suplementado com 10% de SFB. Apés 72 h de incubacdo, as células foram
lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas por 5 min a 1000 RPM. As células
foram incubadas com 5 pL anexina V e 5 yL de PI (50 pg/mL) por 15 minutos a
temperatura ambiente, apds esse periodo sendo adicionados 400 puL de tampao de
ligacdo fornecido pelo fabricante. Foram analisados 10.000 eventos para cada
amostra no citdmetro FACSCalibur. Os experimentos foram realizados em triplicata e
a leitura dos dados realizada utlizando-se o software FlowJo (TresStar Inc.,
Ashland, OR, EUA) (SOMENSI et al., 2017).

8.2.5 Analise do ciclo celular

Células de glioblastoma humano U87MG foram cultivadas em placas de 12
pocos (5 x 10% cel/ pogo) e tratadas nas concentracdes relativas aos valores de ICso
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 pL do tamp&o de ciclo (PBS 1x, citrato de sodio
tribasico 3,5 mM, Tris 0,5 mM, IGEPAL 0,1%, iodeto de propidio 50 ug/mL, RNAse
100 pg/mL, pH 7,4). As células foram entdo incubadas por 15 min e o conteudo do
DNA determinado por citometria de fluxo. Foram analisados 10.000 eventos para
cada amostra no citbmetro 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 Anédlise do potencial de membrana mitocondrial

Células de glioblastoma humano U87MG foram cultivadas em placas de 12
pocos (1 x 10°cél/ poco) e tratadas nas concentracdes relativas aos valores de ICso

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 pL de PBS com 1 pM de rodamina 123 por 30 minutos a
temperatura ambiente. ApGs esse periodo, as células foram centrifugadas (1200
RPM por 3 minutos), lavadas com PBS trés vezes e ressuspendidas em 500 pyL de
PBS. A fluorescéncia emitida pela rodamina foi detectada pelo citdmetro 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 analogos
foram construidas e minimizadas energeticamente no programa Spartan’l4
(Wavefunction Inc, 2014), empregando-se método semi-empirico PM3 e Hartree-
Fock 3-31G**. As estruturas otimizadas foram verificadas e corrigidas no programa
Sybyl versdo 2.1.1 (Certara, L.P., 2012).

Para o desenvolvimento do docking molecular na Bcl-x_ utilizou-se o cocristal
da proteina complexada ao inibidor BM903, disponivel no Protein Data Bank (PDB),
cédigo PDB 3SP7, resolucdo 1,4 A. A estrutura cristalografica foi tratada para
remocdo do ligante, artefatos e moléculas de agua, e adicdo dos atomos de
hidrogénio no GOLD, verséo 5.4 (CCDC Software Ltd., 2015).

Visto que néo foi encontrado cristal da sanguinarina complexada com Bcl-x., o
método foi validado e selecionado por crossdocking, utilizando-se o programa
GOLD, verséo 5.4 (CCDC Software Ltd., 2015). O ancoramento da sanguinarina foi
realizado para a estrutura com cargas Eletrostatica e Muliken, a partir de todas as
funcdes disponiveis no programa (ASP, ChemPLP, GoldScore, ChemScore),
realizando-se uma réplica “clusterizada” que gerou trinta poses para cada método, o
gue corresponde a um total de 240 poses. Foi utilizado como origem do sitio de
ancoramento o carbono carboxilico do residuo Glu129, com raio de 10 A, baseado
nas interacdes descritas por Zhang (2008), que avaliou as interaches entre

sanguinarina e Bcl-x, por HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence).
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Empregou-se velocidade de busca do algoritmo genético média, sem presenca de
moléculas de 4gua cocristalizadas.

A selecdo do método posteriormente aplicado para o docking dos analogos se
deu por inspecao 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 funcdo ChemScore e carga Muliken, que foram entdo utilizadas
para o ancoramento dos analogos propostos. Apos inspecdo visual, a pose fixada

para sanguinarina foi selecionada a partir dos valores de escore.
8.3.2 Dinamica molecular

As simulacbes de dinamica molecular (MD) foram realizadas utilizando
GROMACS 2019 (rapida, flexivel e livre) (VAN DER SPOEL et al., 2005) para Bcl-x.
(codigo PDB: 3SP7) em complexo com sanguinarina, 4a e 6e, empregando-se
campo de forca CHARMM (VANOMMESLAEGHE et al., 2009; VERMAAS et al.,
2016). O sistema de simulacdo compreendeu o complexo proteina-ligante com
modelo de agua (TIP3P) (BJELKMAR et al., 2010) pré-definido como solvente e

contra-ions (Na* ou CI" para neutralizar a carga do sistema).

O sistema foi tratado em uma caixa triclinica com divisao periédica, com forma
e tamanho a 10 A de distancia de qualquer atomo da proteina. Empregou-se
intervalo de tempo de 1 fs e as interacdes colémbicas de curto alcance foram

tratadas utilizando valor de corte de 8 A e método de curto alcance.

As interacdes colémbicas de longo alcance foram manipuladas através de um
método brando de PME (Particle Mesh Ewald — Rede de Particulas Ewald)
(DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993). Inicialmente, o relaxamento do sistema foi
realizado utilizando-se os algoritmos Steepes Descent e Broyden-Fletcher-Goldfarb-

Shanno de memédria limitada de maneira hibrida.

As simulacbes foram realizadas sob um conjunto isotérmico-isobarico (NPT)
por 5 ns, utilizando métodos termostaticos e barostaticos Berendsen. A temperatura
foi mantida em 310 K através de simulagfes utilizando algoritmo termostatico Nose-

Hoover. O algoritmo barostatico Martyna-Tobias-Klein foi aplicado para manter 1 atm
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de pressao durante os calculos. Apés a minimizacdo de relaxamento do sistema,

procedeu-se com uma etapa de producao Unica de 100 ns.

As estruturas representativas da Bcl-x. e dos ligantes (sanguinarina, 4a e 6e)
foram selecionadas pela clusterizacdo das estruturas a partir dos valores de RMSD
(root-mean square deviation — desvio da raiz quadrada média), utilizando 0,5 A como
valor de corte.

As interacbes e distancias foram determinadas utilizando-se a analise de
trajetéria do GROMACS. Os critérios geomeétricos atuais para ligagdo de hidrogénio
em proteinas sdo: i) distancia < 3,5 A entre HBD (hydrogen bond donor — doador de
ligacdo de hidrogénio) e HBA (hydrogen bond aceptor — aceptor de ligacdo de
hidrogénio); ii) angulo = 120 ° entre o atomo eletronegativo do grupo HBD e o atomo
aceptor de ligacédo de hidrogénio (D—H---A); iii) angulo = 90 ° entre o hidrogénio do
HBD e o atomo ligado ao aceptor de ligacdo de hidrogénio. Similarmente, as
ligacGes de hidrogénio proteina-agua ou agua-ligante requerem: iv) distancia < 3,0 A
entre os atomos do HBD e HBA; v) angulo = 110 ° entre o atomo eletronegativo do
grupo HBD e o atomo aceptor de ligacdo de hidrogénio (D—H---A); vi) angulo = 90 °
entre o hidrogénio do HBD e o atomo ligado ao aceptor de ligacdo de hidrogénio.
Interacdes hidrofébicas ndo especificas foram definidas por cadeias laterais
hidrofébicas com distancias de 4,5 A entre carbonos aromaticos ou alifaticos e
interacbes - foram definidas por dois grupos aromaticos empilhados frente-a-
frente, com 5,0 A de distancia (BISSANTZ; KUHN; STAHL, 2010).

8.3.3 Predicao do perfil farmacocinético in silico

As estruturas da sanguinarina, 4a e 6e tiveram seu perfil farmacocinético
simulado no aplicativo SwissADME, Swiss Institute of Bioinformatics, disponivel on
line em http://www.swissadme.ch/index.php.(DAINA; O; ZOETE, 2017).
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Anexo 1

Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) e cromatogramas (CLAE)
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4 8.740 196255 0.314 1.292 1.292
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6 19.081 1884 1.402 0.012 0.012
Total| 15192735 100.000
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1 9.051 10509623 0.000 95.207 95.207
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3 11.655 500803 3.813 4.537 4.537
Total 11038759 100.000
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1 1.996 86429 0.000 1.066 1.066
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3 9.163| 63542652 | 3982075 0.223 0.724 98.435 98.435
4 9.583 31621 5054 0.104 0.000 0.049 0.049
5 0.746 60029 11138 0.088 0.000 0.093 0.093
6 10.059 1160 179 0.080 0.668 0.002 0.002
Total 64553158 | 4135279 100.000
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