PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

PONTIFTCIA UNIVERSIDADE CATéL[CA
DO RIO DE JANEIRO

Joseane Alves Mendes

Sintese de 11la-N-arilsulfonil-tetrahidro-
5H-benzo[a]carbazodis com acao

antitumoral.

Dissertacao de Mestrado

Dissertacao apresentada como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre pelo Programa
de Pés-Graduacdo em Quimica da PUC-RiIo.

Orientadora: Prof2. Camilla Djenne Buarque Muller

Rio de Janeiro
Setembro de 2015


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATéL[CA
DO RIO DE JANEIRO

Joseane Alves Mendes

Sintese de 1la-N-arilsulfonil-tetrahidro-
5H-benzo[a]carbazois com acao
antitumoral.

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre pelo Programa
de P6s-Graduacdo em Quimica do Departamento
de Quimica da PUC-Rio. Aprovada pela
Comissédo Examinadora abaixo assinada.

Prof2. Camilla Djenne Buarque Mduller
Orientadora
Departamento de Quimica - PUC-Rio

Prof. Alcides José Monteiro da Silva
UFRJ

Prof. Chaquip Daher Netto
UFRJ

Prof. Jones Limberger
Departamento de Quimica - PUC-Rio

Prof. José Eugenio Leal
Coordenador Setorial do Centro
Técnico Cientifico - PUC-RIo

Rio de Janeiro, 1 de setembro de 2015


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Todos os direitos reservados. E proibida a
reproducdo total ou parcial do trabalho sem
autorizacdo da universidade, da autora e do
orientador.

Joseane Alves Mendes

Graduou-se em Quimica pela Universidade
Estacio de Sa em 2012. Possui experiéncia
em: Sintese organica com énfase em
Quimica medicinal, Reacdes de aza-arilacdo
de Heck catalisadas por paladio.

Ficha Catalogréafica

Mendes, Joseane Alves

Sintese de 11a-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-
benzo[a]carbaz6is com acdo antitumoral /
Joseane Alves Mendes ; orientadora: Camilla
Djenne Buarque Muller. — 2015.

157 1. :il. (color.) ; 30 cm

Dissertacao (mestrado)—Pontificia
Universidade Catoélica do Rio de Janeiro,
Departamento de Quimica, 2015.

Inclui bibliografia

1. Quimica — Teses. 2. Cancer de mana. 3.
Leucemia. 4. 1la-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-
benzo[a]carbazbis. 5. Aza-arilacdo de Heck. 6.
Paladio. 1. Muller, Camilla Djenne Buarque. IlI.
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro. Departamento de Quimica. IIl. Titulo.

CDD: 540



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

As minhas duas joias raras minha amada méae
Salete Alves e ao meu amado pai Josias Mendes por
todo amor oferecido, incentivo e educacao
proporcionada e ao meu namorado Jarol Ramon por
todas as palavras de incentivo, apoio, carinho e por
trilhar este caminho juntos.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Agradecimentos

A Deus por esta sempre presente em todos 0s momentos e porque me premiou

com pais maravilhosos.

A professora Camilla Djenne Buarque pela orientacdo, apoio, confianga,

incentivo, dedicacdo, idéias sugeridas neste trabalho e pela amizade.

A professora Prof. Vivian Mary Barral Dodd Rumjanek e ao Dr° Eduardo
Jesus dos Santos Salustiano (IBQM-UFRJ) pela parceria e realizacdo dos
ensaios bioldgicos descritos neste trabalho.

Ao professor Arthur de Lemos Scotfield (LABMAN) pela parceria que possibilitou
a utilizacdo do CG-MS.

Ao professor Paulo R.R. Costa (LQB-IPPN-UFRJ), pela parceria e pela
oportunidade de publicar artigo e projetos com o seu grupo de pesquisa.

Aos colegas do LQB: Talita de Almeida Fernandes e Julio Cesar Barcellos pelo

apoio, toda ajuda oferecida, trabalhos realizados e pela amizade.

Aos professores da pés-graduagdo da PUC-Rio pelo ensino que contribuiram

para a minha formagéo.

A todos os funcionéarios do Departamento de Quimica da PUC-Rio, em especial

pela dedicacdo da Fatima Almeida junto aos alunos de pés-graduagéo.

Ao técnico Francisco de Assis (IPPN) e a Rosana (PUC-Rio) pela eficiéncia no

trabalho e pela disposicdo em ajudar.

Aos colegas do LabSint: Alessandra Sardenberg, Brunna Accardo, Bruna Ribeiro
Carolina Marques, Felipe Ribas, Leonardo Abreu, Mauricio Cerén, Rafael
Moreira, Rafaela Oliveira e Verbnica Diniz por todos 0s momentos
compartilhados, risadas, brincadeiras, apoio, ajuda e pela amizade.

A minha amiga Rosangela Mendes e a todos os colegas da pés-graduacéo

da PUC-Rio por todas as horas de estudos e alegrias compartilhadas.

A CAPES e a PUC, pelos auxilios concedidos, sem as quais este trabalho ndo

poderia ter sido realizado.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Resumo

Mendes, Joseane Alves; Miller, Camilla Djenne. Buarque. Sintese de 1la-
N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-benzo[a]carbaz6is com acdo antitumoral.
Rio de Janeiro, 2015. 157p. Dissertacdo de Mestrado- Departamento de
Quimica, Pontificia Universidade Catodlica do Rio de Janeiro.

Este trabalho apresenta a sintese e caracterizacdo de 11-tosil-6,6a,11, 11-
tetraidro-5H-benzo[a]carbazois analogos ao LQB223, um composto previamente
sintetizado em nosso grupo de pesquisa que tem acdo anticAncer e
antileishmanial in vitro e agcdo antimalarial in vitro e in vivo. A etapa chave da
reagcdo para a obtengdo dos 5-metoxi-11la-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-
benzo[a]carbazol (97a), 6-metoxi-11la-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-
benzo[a]carbazol (97b) e 7-metoxi-11a-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-
benzo[a]carbazol (97c) envolve uma reacdo de aza-arilacdo de Heck catalisada
por paladio na presenca de carbonato de prata e acetona entre o N-tosil-o-
iodoanilina (55b) e dihidronaftalenos substituidos (100a, 100b, e 100c),
preparados previamente a partir de tetralonas comerciais (84a, 84b, 84c). Os
compostos 5-hidroxi-11a-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (98a), 6-
hidroxi-11a-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (98b) e o 7-hidroxi-11a-
N-arilsulfonil-tetrahidro-5H--benzo[a]carbazol (98c) foram obtidos através da
desprotecdo das metoxilas com BBrs em rendimentos quantitativos. Todos 0s
compostos foram avaliados quanto a agédo anticancer em linhagens de leucemia
que apesentam o fenétipo MDR lucena e FEPS e em linhagem de leucemia
K562 e nas linhagens de cancer de mama MCF-7, que expressa o receptor de
estrogénio, e MDA-MD231.Dentre os compostos preparados, o composto 6-
metoxi-11a-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (97b) foi tdo ativo
quanto o LQB223 frente a acdo antileucémica nas linhagens K562, lucena e
FEPS, entretanto foi mais eficaz que o LQB223 nas linhagens de MCF-7
(IC50=5,93+3,58 uM) e MDA-MD231 (ICso= 8,29+2,08 uM), apresentando um
nivel baixo de toxicidade para as células sadias. Por outro lado, 0 composto 6-

hidroxi-11a-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (98b), apesar de ser
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muito ativo em linhagens de cancer mama, possui um alto nivel de toxicidade
para células sadias e composto 7-hidroxi-11a-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-
benzo[a]carbazol (98c¢) foi eficaz em MDA-MD231 (ICso= 4,84) porém ainda nao
foi avaliado quanto a toxicidade em células sadias. Os dados sugerem que 0S

compostos oxigenados 97b e 98c direciona a acdo para o cancer de mama.

Palavras-chave

Cancer de mama; leucemia; 11a-N-arilsulfonil-tetrahidro-5H-

benzo[a]carbazois; aza-arilagdo de Heck; paladio.
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Abstract

Mendes, Joseane Alves; Miller, Camilla Djenne. Buarque (Advisor).
Synthesis of the 11a-N-arylsulfonil-tetrahydro-5H-benzo[a]carbazoles
with antitumoral activity. Rio de Janeiro, 2015. 157p. MSc. Dissertation
- Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro.

This work describes the synthesis and characterization of the 1la-N-
arylsulfonil-tetrahydro-5H-benzo[a]carbazoles analogous to LQB223, a
previously synthesized compound by our research group that has anti-cancer
and antileishmanial activity in vitro and antimalarial activity in vitro and in vivo.
The key step of the reaction for obtaining the 5-methoxy-11a-N-arylsulfonil-
tetrahydro-5H-benzo[a]carbazole (97a), 6-methoxy-11a-N-arylsulfonil-tetrahydro-
5H-benzo[a]carbazole (97b) and 7-methoxy-1la-N-arylsulfonil-tetrahydro-5H-
benzo[a]carbazole (97c) is the palladium catalyzed Heck aza-arylation reaction
in the presence of silver carbonate and acetone from N-tosyl-o-iodoaniline (55b)
and substituted dihydronaphthalenes (100a, 100b and 100c), previously
prepared from commercial tetralones (84a, 84b and 84c). The compounds 5-
hydroxy-11a-N-arylsulfonil-tetrahydro-5H-benzo[a]carbazole (98a), 6-hydroxy-
11a-N-arylsulfonil-tetrahydro-5H-benzo[aJcarbazole (98b) and 7-hydroxy-11la-N-
arylsulfonil-tetrahydro-5H-benzo[a]carbazole  (98c) were  obtained by
deprotection with BBr3 in yields quantitative. All compounds were evaluated for
anticancer activity in K562, FEPS and Lucena leukemia cell lines, which exhibit
the MDR phenotype, and in breast cancer cell lines MCF-7, which expresses the
estrogen receptor, and MDA-MD231.Among the compounds prepared, the
compound 97b is as active as LQB223 for the antileukemic activity on K562
lines, and Lucena FEPs, however it is more effective than the LOB223 in MCF-7
(IC50 = 5,93 + 3.58 mM) and MDA-MD231 (IC50 = 8.29 + 2.08 uM) breast
cancer lines, with low level of toxicity to healthy cells. The compound 98b
presents similar activity to 97b but is toxic. The compound 98c is effective in
MDA-MD231 (ICso= 4,84) but, level of toxicity to healthy cells was not test yet.
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The reports suggest that the oxygenation pattern in the 3 position directs to the

anticancer activity to the breast cancer lines.

Keywords

Breast cancer, leukemia,; 1l1a-N-arylsulfonil-tetrahydro-5H-

benzo[a]carbazoles; aza-Heck arylation; palladium.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Sumario

1 Introducéo
1.1 CANCER
1.1.1 QUIMIOTERAPIA DO CANCER
2 Alcaloides
2.1 Benzocarbazois
3 Sintese dos benzocarbazois
3.1 Aza-arilagdo de Heck
3.2 Reacgao de Fisher indol
3.3 Reacdes em “Unico pote” catalisadas por cobre
3.4 Substituicdo Nucleofilica Radicalar (Snr1)
4 Experiéncia prévia do grupo
5 Objetivos Gerais
6 Objetivos especificos
7 Estratégia sintética
8 Justificativa
9 Resultados e discussao

9.1 Sintese dos produtos 97a, 97b e 97c

9.2 Analise dos espectros dos produtos 97a, 97b, 97c.

9.2 Sintese dos fenois 98a, 98b, 98¢

9.4 ANALISE FARMACOLOGICA

9.5 Avaliagéo do efeito citotoxico em células de cancer de mama

(linhagens MCF-7, MDA-MB-231).

9.6 Avaliacéo do efeito citotoxico dos compostos 97a,97b,97c, 98b

e 98a (linhagens K562 e Lucena I)

23
23
24
29
33
39
39
44
47
50
53
56
57
58
60
65
65
73
76
83

88


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

9.7 Resisténcia de células mononucleares de sangue periférico
frente aos produtos 98b e 97b

9.8 Resultados dos ICso em linhagens de cancer de mama e

leucemia
10 Perspectivas
11 Conclusbes
12 Experimental
12.1 Materiais e métodos
12.2 Procedimentos experimentais:
13 Referéncias bibliogréaficas

Anexo: Secado de espectros

91

92
94
95
96
96
97
107

116


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Lista de Abreviaturas

A549
APT
ATP
55
CAN
COSsY
CYP 450
CDDP
DNA
DEPT
d

dd

dt
DNR
EM
ESI
ERa
ERB

GC-MS

GSH
GLOBOCAN
HelLa

HCA

Hz

Linhagem de célula de pulmao
Attached-Proton-Test

adenosina trifosfato

deslocamento quimico

cerium amonium nitrate (nitrato de cério e amonio)
Correlation spectroscopy

citocromo P450

Cisplatina

Desoxiribonucleic acid (a4cido desoxiribonucleico)
Distortionless enhancement by polarization transfer
dupleto

duplo dubleto

duplo tripleto

Daunorrubicina

Espectrometria de massas

Electrospray ionization

receptor de estrogénio alfa

receptor de estrogénio beta

Gas chromatography- mass spectrometry (cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas)

glutationa

Estimated cancer incidence, mortality and prevalence worldwide

linhagem celular epitelial de carcinoma de c6lon de Gtero

acido homocisteico

Hertz


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

HL-60 Linhagem de célula de leucemia pro-mielocitica

HCT Linhagem de célula de cancer de célon

HSQC Heteronuclear single quantum coherence

HT22 linhagens de células neuronais

IBgM Instituto de Bioquimica Médica

IC50 concentracdo da substancia para produzir 50% do efeito
INCA Instituto Nacional do cancer

J constante de acoplamento

K562 Linhagem de eritroleucemia humana

L ligante

LOB Laboratério de Quimica Bioorganica

KPS kinesin spindle protein

MAO monoamina oxidase

MCF Linhagem de célula maligna derivada de mama

MDA-MB435 Linhagem de célula tumoral de melanoma

MDA-MB231 Linhagem de tumor de mama triplo negativo

MDR Multidrug resistance

m/z massa/carga

Me metila

IPPN Instituto de Pesquisa de Produtos Naturais

OMS Organizacao Mundial de Saude

OAc acetato

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells (células monoclueadas do

sangue periférico)

PHA phytohemagglutinin (fitohemaglutinina)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

ppm
PUC-Rio

PEG 400

RNA

RMN®C

RMNH

Snrl

SN2

SF

t.a

t.d

TE

THF

TLC

UFRJ

VCR

WHO

parte por milhdo de frequéncia aplicada

Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro

Polyethylene glycol 400

quarteto

substituinte organico

acido ribonucléico

Ressonancia magnética nuclear de carbono 13
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
Substituicdo Nucleofilica Radicalar
Substituicdo nucleofilica bimolecular

Simpleto

Linhagem de célula de glioblastoma

tripleto

temperatura ambiente

tripleto de dupleto

transferéncia eletrénica

tetraidrofurano

Thin layer chromatography

Universidade Federal do Rio de Janeiro
vincristina

World Health Organization


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Lista de Figuras

Figura 1: Incidéncia e mortalidade de alguns canceres no Brasil
(Adaptado de GLOBOCAN 2012)

Figura 2: Mecanismos e locais de acéo de alguns agentes
antineoplasicos (Adaptado de Goodman & Gilman, 2010).

Figura 3: Antibidticos antraciclicos intercalantes de DNA

Figura 4: Estrogénios enddgenos

Figura 5: Classificacdo de alcaloides em protoalcaloides e
alcaloides verdadeiros

Figura 6: Alcaloides naturais e sintéticos com a¢ao antineoplasica
Figura 7: Variacao estrutural dos benzocarbazois

Figura 8: Benzo[a]carbazo6is com acgéo contra o cancer de mama.
Figura 9: Benzo[a]carbazo6is com acdo anticancer em linhagens:
A549 e HCT 116

Figura 10: Benzo[a]carbazois 22a e 22b inibidores da tirosina
quinase

Figura 11: Benzo[a]carbazo6is com ac&o neuroprotetora.

Figura 12: Benzo[a]carbazdis com acéo anti-dopaminérgica.
Figura 13: Benzo[a]carbazois 25 e 26 com agdo antidepressiva
Figura 14: Benzo[a]carbazois que atuaram como antidoto do
zoxazolamine.

Figura 15: compostos sintetizados pelo grupo de pesquisa
LQB-IPPN-UFRJ

Figura 16: Estudo estrutura-reatividade do LQB 223 por Buarque
colaboradores.

Figura 17: Substancia alvo deste trabalho

Figura 18: Isoflavondides isolados de Platymiscium floribundum
com acao anticancer

Figura 19: Tetraciclicos com acéo antiestrogénica

Figura 20: Interacao da ligagéo agonista (cor amarela ) e ligacéo
antagonista (cor rosa) com o receptor de estrogénio (adaptado de
MEEGAN;LLOYD,2003)

24

25
26
27

30

32

33

34

35

36

36

37

37

38

53

55
57

61
61

62


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Figura 21: LQB 192 (94) e a quinona analogo do LQB 223 (96)
Figura 22: Caracterizacado dos compostos 107a, 107b, 107c

e 107d.

Figura 23: Multipleto surgido no composto 107d na regido
6,72-6,65

Figura 24: Caracterizacado dos compostos 100a, 100b, 100c

e 100d.

Figura 25: Cromatograma do produto 97c apés coluna
cromatografica

Figura 26: Espectro de massas do produto 97d.

Figura 27: Estrutura dos compostos 97a, 97b, 97c.

Figura 28: Proposta de fragmentacao das substancias 97a, 97b,
97c no espectro de massas.

Figura 29: Conformacéo do produto 98c pelo chem draw Pelo
método Gauss View.

Figura 30: Proposta de fragmentacao das substancias 98a, 98b,
98c no espectro de massas.

Figura 31: Substancias avaliadas quanto a atividade em ensaios

in vitro

Figura 32: Efeito dos benzo [a] carbazodis 97a, 97b , 97c , 98b e do
LQB 223 (96) na viabilidade celular de linhagem MCF-7 ,tumor de
mama responsivo a hormaonios utilizando DNR — daunorrubicina
300 pg/mL e CDDP - cisplatina 10 mM como controle.

Figura 34: Efeito dos benzo [a] carbazbis 97a, 97b e 97c e do

LQB 223 (96) na viabilidade celular nas linhagens de MDA-MB-231,
tumor de mama triplo negativo, irresponsivo a horménios utilizando
DNR - daunorrubicina 300 pg/mL e CDDP - cisplatina 10 pM como
controle.

Figura 35: Efeito dos benzo[a]carbazbis 97a, 97b ,97c, 98a e 9b na
viabilidade celular nas linhagens de K562, leucemia mieloide cronica
utilizando DNR — daunorrubicina 300 pg/mL e VCR, vincristina

60 UM como controle.

Figura 36: Efeito dos benzo[a]carbazbis 97a, 97b ,97c, 98a e

98b na viabilidade celular nas linhagens de Lucena-1, LMC

62

67

68

69

71

72

73

76

78

79

83

85

87

89


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

multirresistente. DNR — daunorrubicina 300 pg/mL e VCR,

vincristina 60 UM como controle. 90
Figura 37: Efeito dos benzo[a]carbazéis 98b e 97b na viabilidade

celular viabilidade de células mononucleares de sangue periférico
utilizando como controle DNR — daunorrubicina 300 pg/mL e

ativados por PHA — mitégeno, 5 mg/mL. 91
Figura 38: Proposta para ensaios in vivo 94


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

indice de Esquemas

Esquema 1: Biossintese dos alcaloides verdadeiros ou
protoalcaloides

Esquema 2: Aza-ariladutos de Heck sintetizados por Larock e
colaboradores.

Esquema 3: Ciclo catalitico da reacédo de aza-Heck

(Adaptado de Buarque, 2010).

Esquema 4: Ciclo catalitico da reacao de Heck

(Adaptado de BORSINI, 2010)

Esquema 5:Reacdes entre olefinas e orto-iodoanilina
substituidas(adaptado de Buarque, 2010)

Esquema 6: Aza-arilacédo de alcadienos descrita por Larock e
colaboradores

Esquema 7: Reacéo de Fisher Indol

Esquema 8: Proposta mecanistica da reacéo Fisher Indol
Esquema 9: Sintese de Fisher Indol entre cromanonas 69a
Esquema 10: Sintese de benzo[a]carbazois catalisadas por cobre
Esquema 11: Ciclo catalitico da reacdo com cobre proposta

por Zhu e colaboradores.

Esquema 12 Método de Olofsson para sintese de iodo hipervalente
Esquema 13: Mecanismo geral das rea¢cdes de Snr1l

(adaptado de Rosso et al.,2003)

Esquema 14: sintese de Benzocarbazéis via reacdo de Snr1l
Esquema 15: Mecanismo de Snr1 proposto por Guio

e colaboradores.

Esquema 16: Estratégica sintética para obtencéo de

5,6 e 7-metoxi-N-tosiltetrahidrobenzocarbazois (97a, 97b e 97¢)
Esquema 17: Estratégica sintética para obtencao dos

5,6 e 7-hidroxi-N-tosi-tetrahidrobenzocarbazois (98a, 98b, 98c¢).
Esquema 18: Estratégia sintética para obten¢éo da N-tosil-5,8-p-

benzo[a]carbazolquinona (99)

31

40

41

42

43

44

45

46

a7

48

49
49

50
51

52

58

59

59


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Esquema 19: Mecanismo proposto para formacéo da espécie
aceptora de Michael a partir do composto 99

(Adaptado de Buarque , 2010)

Esquema 20: Compostos 97a, 97b e 97c sintetizados a
partir da reacdo de aza-arilagado de Heck.

Esquema 21: Sintese do N-tosil-orto-iodo anilina (55b).

Esquema 22: Reducao das tetralonas 84

Esquema 23: Preparacéo das olefinas 100a, 100b, 100c e 100d.

Esquema 24: Reacao de Aza-arilacdo entre os diidronaftalenos
(100) substituidos e N-tosil-orto-iodo anilina (55b)

Esquema 25: Sintese dos fendis 98a, 98b e 98c.

Esquema 26: Mecanismo proposto para a desmetoxilacao.
Esquema 27: Tentativa de obtencdo da N-tosil-5,8-p-
benzo[a]carbazolquinona (99) com Sal de Fremy

Esquema 28: Sintese das quinonas 109a, 109c, 109b,109d
proposta por Mostaghim e colaboradores

Esquema 29: Sintese de quinonas 111 e 113 propostas por
Uliana e colaboradores

Esquema 30: Sintese de quinonas 115,117, 119,121 e 123
com Sal de Fremy

Esquema 31: Proposta de novos analogos

64

65

66
66

70

7

7

80

81

81

82
94


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

indice de

Espectro 1:
Espectro 2:
Espectro 3:
Espectro 4.
Espectro 5:
Espectro 6:
Espectro 7:
Espectro 8:
Espectro 9:

Espectro 10:
Espectro 11:
Espectro 12:
Espectro 13:
Espectro 14:
Espectro 15:
Espectro 16:
Espectro 17:
Espectro 18:
Espectro 19:
Espectro 20:
Espectro 21:
Espectro 22:
Espectro 23:
Espectro 24:
Espectro 25:
Espectro 26:
Espectro 27:
Espectro 28:
Espectro 29:
Espectro 30:
Espectro 31:
Espectro 32:
Espectro 33:
Espectro 34:

Espectros

RMNH do LQB 223

RMN*H do produto (55b)

RMNH do produto (107a)

RMNH do produto (100a)

RMNH do produto (97a)

RMN 3C Dept 90 do produto (97a)

RMN?C Dept 135 do produto (97a)

RMN?3C do produto (97a)

Espectro de massas de baixa resolucdo produto (97a)
RMN?H do produto (107b)

RMN*H do produto (100b)

RMNH do produto (97b)

COSY *H do produto (97b)

HSQC do produto (97b)

RMN?* C do produto (97b)

Espectro de massas de baixa resolucéo do produto (97b)
RMNH do produto (107c)

RMN*H do produto (100c)

RMN*H do produto (97c)

RMN?2 C do produto (97¢)

Espectro de massas de baixa resolugéo do produto (97c)
RMN?*H do produto (107d)

RMN?*2 C do produto (107d)

RMN*H do produto (100d)

RMN?*2 C do produto (100d)

RMN*H do produto (98a)

RMN?3C do produto (98a)

Espectro de massas do produto (98a)

Espectro de massas de alta Resolucao (98a)
Infravermelho do produto (98a)

RMNH do produto (98b)

RMN?C do produto (98b)

Espectro de massas de baixa resolucdo do produto (98b)

Espectro de massas de alta Resolucéo (98b)

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Espectro 35:
Espectro 36:
Espectro 37:
Espectro 38:
Espectro 39:
Espectro 40:
Espectro 41:

Infravermelho do produto (98b)

RMN*H do produto (98c)

COSY*H do produto (98c)

RMN??C do produto (98c)

Espectro de massas do produto (98c)
Espectro de massas de alta resolucéo do (98c)

Infravermelho do produto (8c)

151
152
153
154
155
156
157


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Indice de Tabelas

Tabela 1: Resultado obtido em linhagem anticancer in vitro

(valores de ICso em uM).

Tabela 2: Deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios
dos 107a, 107b, 107c e 107 d.

Tabela 3: Deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios
dos 100a, 100b, 100c e 100d.

Tabela 4: Condi¢des reacionais para a obtencdo compostos 97a,
97b, 97c.

Tabela 5: Deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios
dos 97a, 97b, 97c.

Tabela 6: Deslocamento quimico em RMN*C dos 97a, 97b, 97c.
Tabela 7: CondicOes reacionais para a obtengcédo dos compostos 98a,
98b, 98c empregando 5 equivalentes de BBrs,

Tabela 8: Efeito dos compostos 97a,97b,97¢,98b,98c em linhagens
de cancer de mama Os resultados sédo reportados em valores de
IC50+DP. (ICso valor em puM)

Tabela 9: Efeito citotoxico dos compostos LQB223, 97b e 97b em
células PBMC ativadas por PHA (ICso em uM).

53

67

69

70

74
75

78

92

93


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

Introducéao

1.1
CANCER

Com o crescimento da economia e 0 avanco da ciéncia e tecnologia, 0
envelhecimento da populagdo é observado em muitos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, onde as doencas crbnico-degenerativas vém ganhando
destaque ao passar dos anos, tornando-se uma preocupacao mundial (INCA,
2014).

O céncer € um termo utilizado para a denominacdo de véarias doencas
que afetam qualquer parte do corpo, sendo originado a partir de um crescimento
desordenado de células que provoca mutagdes. S&o contabilizados 8,2 milhdes
de mortes em todo o0 mundo e espera-se um aumento de 70% para as proximas
duas décadas. A maioria dos novos casos registrados de cancer no mundo
ocorrem na Africa, Asia e América Central e do Sul. As causas de cancer podem
ser evitadas a partir de estratégias baseadas em prevencao, deteccao precoce e

tratamento de pacientes diagnosticados (WHO, 2014).

No Brasil, dentre todos os tipos de céanceres registrados no pais,
excluindo o cancer de pele nao-melanona, o cancer de préstata € o mais
incidente entre os homens e o céancer de mama é o mais frequente entre as

mulheres (Figura 1).
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Figura 1: Incidéncia e mortalidade de alguns cénceres no Brasil (Adaptado de
GLOBOCAN 2012)

A estimativa para 2014, valida também para 2015, é de 576 mil novos
casos de céncer, com maior incidéncia para o de pele, préstata e mama
feminino. Entre as mulheres, estima-se 57 mil casos novos de cancer de mama
com um risco de 56,09 a cada 100 mil mulheres, sendo o cancer de maior
incidéncia entre as brasileiras (INCA, 2014). Cabe ressaltar o grande aumento

em relacdo a 2008, periodo no qual estimava-se 49 mil casos.

O céancer de mama apresenta a maior prevaléncia em 145 paises,
tornando-se o recordista perante o cancer de colo de Utero e o da tireoide em
mulheres de 185 paises pesquisados no periodo de 2008. (BRAY et al., 2013).
Nos Estados unidos, conforme dados do GLOBOCAN 2012, a estimativa de
mortalidade por cancer de mama é 43,909 mil, enquanto no Brasil é de 16,412
mil mulheres por ano (GLOBOCAN, 2012), sendo que a sobrevida no Brasil é
ainda de 80%, valor relativamente baixo quando comparado com paises

desenvolvidos como a Inglaterra cuja a sobrevida é de 95%. (INCA, 2014).

1.1.1
QUIMIOTERAPIA DO CANCER

O tratamento com quimioterapia é usualmente prescrito em protocolos
compostos por mais um medicamento. Os efeitos colaterais sdo controlados por
doses apropriadas para obter uma melhor resposta terapéutica e melhora do

estado do paciente (SAWADA et al.,, 2009). Os farmacos possuem diferentes
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mecanismos de agdo molecular (Figura 2). Os agentes alquilantes, por exemplo,
atuam afetando a sintese de DNA e a divisao celular interferindo na integridade
do DNA devido ligagbes interfilamentares, impedindo, portanto, a replicacédo
celular causando a morte de células anormais. (ALMEIDA et al., 2005;
GOODMAN; GILMAN, 2010).

- PALA
Sint d Sintese da
i 'ese A% pirimidina _| | inibe a biossintese de pirimidina
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I
METOTREXATO | GENCITABINA
CITARABINA
Inibe a reducdo do \ FLUDARABINA
diidrofolato,bloqueia a sintese “//\\//\ //\\// ~ Inibem a sintese do DNA
do TMP e a das purinas DNA =
ANALOGOS DA PLATINA

CAMPTOTECINAS @ AGENTES ALQUILANTES

ETOPOSIDEO gﬂﬁ:‘

DAUNORRUBICINA \/\/\/\/

DOXORRUBICINA S N—| Formam produtos de adi¢3o com o DNA
Bloqueiam a funcdo da de transferéncia,mensageiro, ribossémico) L-ASPARAGINASE
topoisomerase \ Desamina a asparagina

- Inibe a sintese das proteinas
INIBIDORES DA PROTEINA Profelras
TIROSINOQUINASE PACLITAXEL
ALCALOIDES DA VINCA
g COLCHICINA
= Enzimas (etz.) Microtlﬁbulos._\
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Figura 2: Mecanismos e locais de acdo de alguns agentes antineoplasicos (Adaptado de
Goodman & Gilman, 2010).

Os inibidores da sintese de RNA e DNA sao os analogos das pirimidinas,
como por exemplo, a fluouracila, que tem a sua ac¢do baseada no bloqueio da
sintese de trifosfato de timidina, fundamental para a integridade do DNA, devido
a interacdo com a timidilato sintase e o monofosfato de fluorodesoxiuridina
(produto de conversdo enzimatica da 5-fluoruracila) (GOODMAN; GILMAN,
2010).

Entre os agentes intercalantes de DNA est&o os antibiéticos antraciclicos,
substancias naturais derivadas do fungo streptococcus peucetius var. caesius
que sdo capazes de intercalar-se com o DNA inibindo a sua replicacdo e a

transcricdo pelo RNA. Os antraciclicos possuem em sua estrutura o grupo p-
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quinona e a p-hidroquinona em anéis adjacentes que participam do ciclo redox
gerando espécies radicalares de oxigénio, possibilitando a ligacdo com a fita de
DNA. A doxurrubicina (1a) e a daunorrubicina (1b) (Figura 3) sdo os principais
exemplos de antraciclicos utilizados para o tratamento de leucemias agudas.
(CUMMINGS et al., 1991; GOODMAN; GILMAN, 2010).

Daunorrubicina

(1b)

Doxorrubicina

(1a)

Figura 3: Antibidticos antraciclicos intercalantes de DNA

O Paclitaxel conhecido comercialmente como Taxol®, € um alcaloide
isolado da casca da arvore Taxus brevifolia. Este antineoplasico muito utilizado
clinicamente para o cancer de mama tem como mecanismo de acao a ligacéo a
subunidade da B-tubulina, promovendo a polimerizacdo e estabilizacdo dos
microtibulos (ALTMANN; GERTSCH, 2007).

Os microtubulos sdo um dos componentes que integram o citoesqueleto,
sendo importante para diversas fungdes bioldégicas como o desenvolvimento e a
manutencdo das células, transporte intracelular de vesiculas, mitocondrias e
muitos outros componentes do meio intracelular. Existem duas classificacdes
para 0os compostos que atuam nos microtibulos: os capazes de estabilizar os
microtibulos, tal como o paclitaxel resultando no bloqueio do ciclo celular, isto €,
na fase G2/M com consequente apoptose de células proliferadas (ALTMANN;
GERTSCH, 2007; SURAPANENI; DAS; DAS, 2012) e os que impedem a
polimerizacdo da tubulina e/ou desestabiliza os microtibulos existentes (tais
como alcaloides da vinca ou colchicina)(ALTMANN; GERTSCH, 2007).
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Apesar de todos os investimentos realizados para o tratamento do
cancer, nem sempre a cura é alcancada. Em relacdo ao cancer de mama, a
hormonioterapia é aplicada ao tratamento paliativo (LEAL; CUBERO; GIGLIO,
2010). Os carcinomas que surgem nas glandulas mamarias sado estimulados
pelo estrogénio, hormdénio esteroide que normalmente exerce inUmeras fungées
fisiologicas. (GOODMAN; GILMAN, 2010). Os estrogénios intercedem atraves de
dois receptores que sdo membros da superfamilia de receptores nucleares
(MEEGAN; LLOYD, 2003). Estes receptores estao localizados em cromossomos
e sao denominados ERa e ERB. Ambos contribuem para a resposta na
transcricdo de genes através da ligacdo com os estrogénios(GOODMAN;
GILMAN, 2010).

Os estrogénios endogenos mais potentes sao o 17f estradiol (2a), a
estrona (2b) e o estriol (2c) e estes possuem uma alta afinidade e seletividade
pelos receptores devido ao grupo fenol presente no anel A da estrutura (Figura
4)(GOODMAN; GILMAN, 2010).

17BEstradiol Estrona Estriol

2a 2b 2c

Figura 4: Estrogénios enddégenos

A terapia para o cancer de mama consiste no uso de antiestrogénicos
denominados moduladores seletivos dos receptores de estrogénio que ligam-se
aos receptores ERa ou ERB das células, levando a uma redugéo da transcricao
dos genes regulados por este receptor, que consequentemente leva a
diminuicdo do crescimento das células cancerigenas na mama. (KOMM, 2008;
GOODMAN; GILMAN, 2010).

O antiestrogénico de referéncia € o tamoxifeno, cujo o mecanismo de
acao consiste em competir com o estrogénio a ligacdo com o ERa, receptor
positivo em cancer de mama. (MEEGAN; LLOYD, 2003; ZHANG et al., 2015).
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Embora existam muitos farmacos para o tratamento do cancer, um dos
maiores obstaculos na quimioterapia é o fenbmeno de resisténcia a mdltiplas
drogas que dificulta o tratamento do paciente. As células tumorais com fenoétipo
MDR apresentam resisténcia tanto a quimioterapia indicada quanto a outros
farmacos que nédo apresentam entre si quaisquer semelhanca estrutural ou acéo
farmacologica. O fenbmeno MDR € multifatorial e estd relacionado a varios

mecanismos moleculares(SANTOS, 2008).

A partir desta problemética, pesquisadores do mundo inteiro buscam
inovacdo no tratamento do cancer e de muitas outras enfermidades com o

objetivo de obter a cura ou melhora do quadro do paciente.
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2
Alcaloides

Os alcaloides s&o substancias ativas isoladas de plantas na quais muitos
podem ser utilizadas clinicamente (MARTHA PEREZ GUTIERREZ; MARIA
NEIRA GONZALEZ; HOYO-VADILLO, 2013).

S&o encontrados em maioria has Angiospermas, sendo definidos como
compostos organicos alcalinos constituidos por bases nitrogenadas derivados de
aminoacidos ou de outros precursores como 0S terpenos e esteréides.
(DEWICK, 2002; SIMOES et al.,, 2003; EVANS, 2009). Podem também ser
encontrados em fungos, bactérias, animais marinhos, esponjas, lesmas e alguns
passaros e mamiferos. Uma das principais funcdes dos alcaloides é a de defesa
quimica contra herbivoros ou predadores. Além disso, podem ser utilizados
pelas plantas como herbicidas contra plantas competidoras(FATTORUSO;
TAGLIALATELA-SCAFATI, 2008).

A classificagéo de um alcaloide pode ser realizada de acordo com a sua
estrutura quimica e pela biossintese. Alcaloides provenientes de aminoacidos
podem ser divididos em alcaloides verdadeiros e protoalcaloides (Figura 5)
(EVANS, 2009). A presenca do heterociclo em sua estrutura é caracteristica de
alcaloide verdadeiro como, por exemplo, o0s alcaloides pirrolidinicos,
pirrolizidinicos, piperidinicos, quinolizidinicos, isoquinolinicos, inddlicos etc.
(MORILLA, 2003; EVANS, 2009). Os protoalcaloides, entretanto, néo
apresentam este tipo de esqueleto heterociclico. (EVANS, 2009).
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MeO

MeO CH,-CHy-NH;

MeO
Mescalina (3)

(Protoalcaloide)

B
: NGy
Cco O ;
H
Isoquinolina Pirrolidina Indol

“4) ®) (6)

(Alcaloide verdadeiro)

Figura 5: Classificagé@o de alcaloides em protoalcaloides e alcaloides verdadeiros

Na biossintese dos alcaloides verdadeiros ou protoalcaloides, o
aminoacido precursor (7) da origem ao esqueleto principal nitrogenado e a
fungéo &cida é eliminada por descarboxilagdo(8e). Entretanto, alguns alcaloides
denominados pseudoalcaloides (8d) sdo derivados de terpenos, esteroides ou
acetais obtidos por reacdes de transaminagdo entre os aminoacidos (Esquema
1) (DEWICK, 2002; MORILLA, 2003).
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Alcaloides Verdadeiros ou Protoalcaloides

Esquema 1: Biossintese dos alcaloides verdadeiros ou protoalcaloides

Em Quimica Medicinal, alcaloides s&o alvos de pesquisas e diversas

acoes biologicas sao relacionadas a estes compostos: anti-inflamatoria. (LIU et
al., 2015), antioxidante (NIKOLIC-KOKIC et al., 2015), antifingica (ATA et al.,
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2010), antiespasmoddica (GIRARDOT et al., 2012), antimicrobiana (MOREL;
ARAUJO; SILVA, 2002; GURUDEEBAN; RAMANATHAN; SATYAVANI, 2013;
ALAMZEB et al., 2015), antialérgico (CHUKAEW et al., 2008) e anti-HIV (ASHOK
et al., 2015). Na luta contra o cancer, muitos alcaloides isolados de produtos
naturais sdo clinicamente utilizados para o tratamento de diferentes canceres
como € o caso dos alcaloides da vinca denominadas vimblastina (1l1la) e
vincristina (11b), campotecina (13a) e o paclitaxel (12a) (citato anteriormente),
gue originou alguns de seus respectivos anélogos: vinorelbina (11c), irinotecano
(13b) e o docetaxel (12b) (Figura 6)

H (0)
Paclitaxel O)\©
11.a.Vimblastina: R=CH3 (12a)

11.b.Vincristina: R=CHO

Campotecina
(13a)

Vinorelbina

(11c)
N Docetaxel

(12b)

Irinotecano HO (e}
(13b)

Figura 6: Alcaloides naturais e sintéticos com ac¢éo antineoplasica
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Neste ambito, o desenvolvimento de agentes antineoplasicos, incluindo
0s pertencentes a classe de alcaloides, estd em constante expansédo devido as
promissoras acdes bioldgicas relatadas (ABDELFATAH; EFFERTH, 2015; LI et
al., 2015;WADA et al., 2015;ZHAO et al., 2015).

2.1
Benzocarbazbis

Os benzocarbazéis pertencem a classe de alcaloides indélicos sendo
identificados em derivados de petroleo, rochas e carvao (OLIVEIRA et al., 2006;
CAO et al.,, 2010; FABOYA et al.,, 2014). A caracteristica principal de um
benzocarbazol esta ilustrada na Figura 7 na qual observa-se a presenca de
quatro anéis, constituindo um tetraciclo nitrogenado. Os benzocarbazois séo
denominados conforme a fuséo do anel D no carbazol, sendo classificados como
benzo[a]carbazol (14a) benzo[b]carbazol (14b) e benzo[c]carbazol (14c)
(ASCHE; DEMEUNYNCK, 2007).

Cr oy Qs @8

H H
benzo[a]carbazol
(2] benzo[b]carbazol benzo[c]carbazol

(14a) (14b) (14c)

Figura 7: Variagdo estrutural dos benzocarbazois

Ha décadas, os benzocarbazois sédo alvos de pesquisas no tratamento do
cancer(BEISLER, 1971).

Em um artigo publicado em 1986, Von Angerer e colaboradores relataram
a relacdo de estrutura-atividade de benzo[a]carbazoéis contra o cancer de mama
em funcdo da ligagdo aos receptores de estrogénio. Dentre uma série de
compostos sintetizados, os compostos 15 e 16 apresentaram potente acdo em

linhagens de céancer de mama, MCF-7 com valores de inibicdo de crescimento
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celular obtidos pelo método de contagem celular comparaveis ao Tamoxifeno
(17), expressos em [Cs5=0,020+0,05uM (Figura 8) (VON ANGERER;
PREKAJAC, 1986). Cabe ressaltar que a natureza tetraciclica dos
benzocarbaz6is faz com que estes se assemelhem muito ao hormonio
estrogénio, e, portanto, ambas as estruturas interagem com o receptor de
estrogénio através do mesmo local de ligagdo especialmente quando h&
estruturas com duas hidroxilas equidistantes situadas na posicédo 3 e 8 ou 9 do
tetraciclo (VON ANGERER; PREKAJAC, 1986; ASCHE; DEMEUNYNCK, 2007;
TASKIN; SEVIN, 2011).

Recentemente, Martin e colaboradores demonstraram a acéo anticancer
in vivo do N-etil-2-morfolina-2,8-diidroxi-5,6-dihidrobenzo[a]carbazol (18) e o N-
etil-2-dimetilamino-2,8-dihidroxi-5,6-dihidrobenzo[a]carbazol (19), (Figura 8)
Estes benzo[a]carbazois reduziram o crescimento de até 44% dos tumores de
mama em ratos em ensaios in vivo e em ensaios in vitro foi observado uma
inibicdo de formacao de colbnias em concentragcbes de 5 pM  (MARTIN et al.,
2002).

N 8 SN0
\ 8 N OH |
g

16 Tamoxifeno (17)

15
1C59=0,52+0,09uM IC50= 0,20+0,05 pM

ICs0= 0,460,13uM

“; H Ho
O "

/N\
19

Inibigao de crescimento tumoral in vivo: 44%  Inibi¢&o de crescimento tumoral in vivo: 42%

OH

HO
Estradiol (2a) 20

Figura 8: Benzo[a]carbazois com acado contra o cancer de mama.
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Além da acao antiestrogénica os benzo[aJcarbazéis sdo também alvo de
pesquisas em outras linhagens de canceres. Wang e colaboradores sintetizaram
derivados do 11H-benzo[a]carbazol-5-carboxamida, e observaram que os
compostos 2la e 21b, que possuem atomo de bromo na posicdo 2 e
grupamentos amina na posicao 5 (Figura 9), apresentaram potente atividade
anticancer in vitro em linhagens de células A549 (pulmao) e HCT-116 (c6lon). Os
compostos 21a e 21b apresentaram acdo em linhagens de HL-60, induzindo a
apoptose celular na fase G2/M e a insercado do grupo hidroxila resultou em perda
da atividade (WANG et al., 2011).

Iz
o]
=

HN 21b 21c
21a A549: IC5,=19,5M
A549: [C5=8,2uM HCT-116:1Csy=17,0uM
A549: ICs,=12,1uM HCT-116:1C5=9,5uM

HCT-116:1C5,=8,8uM

o) H H (@) H
\/\N/\ O N\/\'\O \/\OH

SO e
Br Br OO Br O
HN HN HN

21d 21e 21f

A549: IC50= > 100

A549: |C50=9,4HM A549: |C50=10,6MM HCT-1 16.|CSO= > 100

HCT-116:1C59=64,9uM HCT-116:1C59=11,0uM

Figura 9: Benzo[a]carbazois com acdo anticAncer em linhagens: A549 e HCT 116

Os benzo[a]carbazdéis 22a e 22b (Figura 10) apresentam acdo inibitoria
da enzima da tirosina quinase (essencial ao processo de mitose), mas, nédo
foram ativas em linhagens de células epiteliais de carcinoma de cdélon de Utero
(HeLa) (OISHI et al., 2010).
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G~ Ly

N N
H H
22a 22b
KPS ATPase:ICg0=1,6uM KPS ATPase:|C50=4,6uM
HeLa:ICsq= 30 HelLa:ICg,= Pouca inibicao

Figura 10: Benzo[a]carbazéis 22a e 22b inibidores da tirosina quinase

Além da acao anticancer, outras agfes bioldégicas podem ser descritas
para os benzo[a]carbazdis. Zhu e colaboradores relataram a agéo neuroprotetora
dos compostos 23a e 23b contra lesdo celular induzida pelo glutamato ou acido
homocisteico (HCA) em células neuronais HT22. A substancia 23a nao
apresentou efeito neuroprotetor em nenhum dos ensaios realizados, enquanto o
23b foi ativo (Figura 11). Cabe ressaltar, a presenca também do grupo
arilsulfonamida do tipo tosil no composto 23b, um possivel grupo farmacoférico
(ZHU et al., 2013a).

23a 23b

Inibicao de células lesionadas por glutamato:
3uM=4%; 10uM=16% 30uM=26%

Inibicdo de células lesionadas por HCA:
3uM=18%; 10uM=30%; 30uM=30%

Figura 11: Benzo[a]carbazois com ag¢éo neuroprotetora.

Em estudos preliminares, Guio e colaboradores descreveram a acado de
benzo[aJcarbazbis 24a, 24b e 24c (Figura 12) como antagonistas
dopaminérgicos, realizado a partir observacdo comportamental em ratos por
diminuir o ato de roer. Quando administrados com apomorfina, 0 comportamento

dos animais assemelharam-se ao antipsicotico clozapina (24) (GUIO et al., 2011)
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N( _rg OMe MeO
CIQij MeO
" HN24a 2:: O 24c " O

Clozapina (24)

Figura 12: Benzo[a]carbazdis com agao anti-dopaminérgica.

Carroti e colaboradores relataram que o composto 25 (Figura 13) foi
capaz de inibir a MAO com valor de IC 50 = 12 uM enquanto que o 26 foi menos
efetivo. A monoamina oxidase (MAO) € responsavel por regular
neurotransmissores, tais como a serotonina, dopamina e norepinefrina. Os
inibidores da MAO séo usados para o tratamento de depressao e da doenca de
Parkinson. (CAROTTI et al., 2007).

26
Inibidor da MAO:1C5y=12puM Inibidor da MAO:IC5g= 29,7uM

Figura 13: Benzo[a]carbazois 25 e 26 com agéo antidepressiva

Além destes exemplos, estudos remotos demostraram a capacidade dos
benzo[a]carbazéis em diminuir o efeito de um antiespasmaédico em ensaios in
vivo. Neste estudo, os benzo[a]carbazobis substituidos no anel A e D inibiram a
acdo do medicamento zoxazolamine, observando-se a reducdo do tempo da
paralisia exercida pelo farmaco no grupo controle. Grupos tratados com o0s
benzo[a]carbazois ligados a Cl ou Br independentes da posi¢éo do anel (A ou D)
apresentaram melhores resultados em relacdo aos compostos contendo grupos
desativadores como o nitro (Figura 14). Além disso, a insercdo de
gruposdoadores de elétrons ndo volumosos contribui para esta agdo(BUU-HOI;
HIEN, 1968).
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Zoxazolamine

27) Tempo de paralisia Tempo de paralisia Tempo de paralisia
grupo tratados:16min +9 grupo tratados:35min +14 ~ grupo tratados:84min +25

grupo controle:200min 68 9rupo controle:345min +74  9rupo controle:264min +85

Figura 14: Benzo[a]carbazdis que atuaram como antidoto do zoxazolamine.
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3
Sintese dos benzocarbazobis

3.1
Aza-arilagao de Heck

A aza-arilacdo de Heck é uma variante da reacdo de Heck classica que
permite a sintese de benzo[a]carbazéis através da formacao de uma ligacdo C-C
e C-N em um “Unico pote”, sendo um método sintético interessante para

obtencéo de produtos naturais ou sintéticos.

A reacgdo de Heck catalisada por paladio tem sido um marco para sintese
de acoplamento entre carbono-carbono sp?-sp? pela forma versatil e aplicavel a
uma ampla gama de olefinas substituidas, dienos, e outros compostos
insaturados para a sintese de compostos haturais, produtos farmacéuticos e
polimeros (BELETSKAYA; CHEPRAKOV, 2000; DOUNAY; OVERMAN, 2003;
JOHANSSON SEECHURN et al., 2012 ; YANG et al., 2013).

Atualmente outros catalisadores mais baratos estdo sendo pesquisados
para a substituicdo do paladio em reacdes de Heck como, por exemplo, o niquel
(MA et al., 2006; G@GSIG et al., 2012; SHUKLA et al., 2015) e o cobre(CALO et
al., 2005; LI; WANG,; XIE, 2005; NISHIKATA et al., 2014).

A reacgdo de aza-arilagdo de Heck foi primeiramente estudada por Larock
e colaboradores que descreveram a sintese entre derivados da orto-iodo anilina
e dienos empregando o paladio como catalisador para a formacdo de aza-
ariladutos de Heck (Esquema 2) (LAROCK; BERRIOS-PENA; NARAYANAN,
1990; LAROCK; TU; PACE, 1998; LAROCK; YUM; REFVIK, 1998; LAROCK,
1999).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

40

NTs Pd(OAc), 5% mmol ’\;II'S
@[ + N\C4H9 — m\/c H
| Na,COj3; 3,5 equiv. 4"l
28 29 DMF (30)
100°C, 24h 84%

Pd(OAc), 5% mmol

_Ts
N
/\/\ — >
@E\NTS + = C4Hy EtsN 3,5 equiv. %C H
4Mg
|

29 DMF (32)
31 80°C, 48h 81%

Esquema 2: Aza-ariladutos de Heck sintetizados por Larock e colaboradores.

O mecanismo proposto para a reacdo de aza-arilacdo de Heck é
semelhante ao descrito por Buarque e colaboradores para a reagdo de
oxiarilacdo de Heck, estudado por ESI-MS na presencga ou auséncia de fosfina,
em que foram detectados intermediarios catidnicos de paladio como o de
carbopaladacéo 38 e o paladaciclo 39 (Esquema 3) (BUARQUE et al., 2010)
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Pd(OAc),

Pré- ativacao

| b
Eliminacéo redutiva
P L, TsHN
33 34
H,CO3

Adicao oxidativa

L,

Pd”
_ 1.
HPd™L NHTs Ag,CO;,
( AZA-HECK 3 (
2 Agl
Pd” L,
36 NHTs

.
N
H 1T®
Ts
38
\J "‘b
TsHN

Carbopaladacgéo sin

Complexo ™

Esquema 3: Ciclo catalitico da reacdo de aza-Heck (Adaptado de Buarque, 2010).

A reacdo consiste de 4 etapas fundamentais:

Inicialmente, ocorre a adicdo oxidativa. O Pd (0) reage com Ar-l (34)
formando a espécie 35. Apds a perda do halogénio, é gerada a espécie ativa
catidnica de organopaladio (36). Esta se coordena a olefina (37) caracterizando

a segunda etapa.

A terceira etapa envolve a carbopaladacéo sin estereosseletiva da dupla
ligagdo no organopaladio, levando a formagdo de um paladaciclo catidnico
intermediario 39.

A diferenca entre a aza-arilacdo de Heck e a reacdo de Heck esta na
Ultima etapa, a formacédo da ligacdo C-N (heterociclizacdo) ao invés de uma

ligacdo C-C com formag&o de um novo alceno (Esquema 4)(BORSINI, 2010).
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BaseH*| Pd(OAc), |
© Adig&o oxidativa
42

Base L

2
Orn
43

|
O b
® , 50
_ H=Pd"-L, 44

@® ;||-2 Insercéo migratdria
Ciclo de HECK de\ 45

Ie[}

Eliminagao redutiva
Pd°L,

Eliminagéo

s------I
Jo
5=
o)
juny
= -
juny
\ N
IS
o

H(X

47 Rotagéo interna

Esquema 4: Ciclo catalitico da reacédo de Heck (Adaptado de BORSINI, 2010)

Ja foi evidenciado que esta reagcdo s6 ocorre na presenca de o-
iodoanilinas substituidas por grupo tosil, acetil ou mesil, ao contrario de reacdes
de aza-arilacdo com a orto-iodoanilina ndo substituida, que ndo levam a

formacéo do aduto de aza-Heck, conforme o Esquema 5.
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OMe :
(0)
NH
o e ©
= +
| Equagzo 1
OMe

H
+-)
(51) _(52) - (83)
5,10-dimetoxI-2H-benzocromeno orto-iodaanilina Aduto de aza-arilagdo de Heck

A= 10 mol% Pd(OAc),, 3 equiv. Ag,CO3, Acetona, 60°C, 56 h

| H
0 o O
X Equacéo 2 s O 56a.X= NMs (64%)

(54) - H X 56b.X= NTs (44%)
55.a.X= NMs
Indeno 55.b.X=NTs Aduto de aza-arilagdo de Heck
| B
Equacao 3
MsN quag -
)
(57 (55a)
(58)
Diidronaftaleno N-mesil-orto-iodo-anilina Aduto de aza-arilagdao de Heck

B= 5 mol% Pd(OAc),, 1 equiv. NaOAc, 0,5 equiv. nBuyNCl, 0,5 equiv. DMG, etilenoglicol, 100°C, 24 h

Esquema 5:Reacbes entre olefinas e orto-iodoanilina substituidas (adaptado de Buarque,
2010)

Segundo Larock e colaboradores, as reacbes de aza-arilagdo sao
regiosseletivas. O emprego de alcadienos gera a ligacdo C-N na dupla ligacdo
do carbono mais substituido conforme equacédo 4 (Esquema 6), ou na dupla
ligacdo do carbono menos impedido como observado na equacdo 7 (LAROCK;
BERRIOS-PENA; FRIED, 1991; LAROCK; TU; PACE, 1998).
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_Ts
NHTSs D N
+ CSH17CH:C:CH2 - "
| Equacéao 4
31) (60) 87%
N-tosil-orto-iodo metil-anilina undeca-1,2-diene Aduto de aza-arilagio de Heck (61)

D=5% mol Pd(OAc), e PPh; 5 equiv. Na,COj3 1 equiv.n-BuyNCI,DMF,100°C, 24h

NHTs E
©/\/ + C=CH, _— N—Ts
Equacgao 5

(63) (64) 31%
N-tosil-orto-iodo- etil-anilina  Vinildeneciclohexano

Aduto de aza-arilagido de Heck (65)

E=Pd(dba), :PPhs : 1:2 mmol, Na,CO3 .n-BusNCI,DMA, 80°C, 72h

Esquema 6: Aza-arilacéo de alcadienos descrita por Larock e colaboradores

3.2
Reacéo de Fisher indol

A primeira indolizacdo de uma aril-hidrazona foi efetuada por Hermann
Emil Fischer e Jourdan em 1883. A reacdo de Fischer indol € uma reagéo
classica de obtencdo de indbis e benzocarbazéis. O Esquema 7 mostra um
exemplo de reacdo para obter o benzocarbazol 66p a partir da condensacédo
entre aril-hidrazinas do tipo 66a e cetonas do tipo 66b na presenca de acido,
fornecendo as aril-hidrazonas (66g) (ROBINSON, 1963; SAJJADIFAR et al.,
2010). Esta reacao envolve uma série de etapas como, protonacao, formacéo de
uma nova ligacdo C-C via rearranjo [3,3] sigmatropico (66m) e eliminacdo de
amonia. (SAJJADIFAR et al., 2010)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

45

©\ NH; _HOAe @L

N
H 66g
66a

HOAc ‘O HOAc

NH 2

Esquema 7: Esquema geral da reacéo de Fisher Indol

O mecanismo da reacdo se inicia com a formacdo da hidrazona 66g via
catélise &cida entre a cetona 66b e a amina 66a. A hidrazona tautomeriza-se
formando uma enamina 66i. Em seguida, a enamina 66i se rearranja formando a
ligagdo C-C com consequente quebra da ligagdo N-N por movimentagcdo de
elétrons em torno do anel de seis membros obtendo-se o intermediario 66j. A
proOxima etapa segue com a re-aromatizacdo de 66j levando a formacdo do
aminal 66m, que sob catalise acida conclui a Ultima etapa que é a eliminacdo da

amonia 66n e a formacao do indol 66p (Esquema 8).
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HoN— H,N @ NH
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NH ® NH

66b 66a 66¢ 66d
AN —\H H! “NH ~NH
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— NN
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N I

@ NH H 66j

H30
3~ 66h 66i
L
< _— H2N N
ik Hm
6m
66k @ H3O

HN O

66p

Esquema 8: Proposta mecanistica da reacéo Fisher Indol

Esta metodologia é ainda muito utilizada para a sintese de compostos
bioativos (SAJJADIFAR et al.,, 2010; KOTHA; CHINNAM; ZHONG, 2012;
TIWARI, 2013; KOTHA; LI; XU; PARK et al., 2014; KUMAR CHINNAM, 2015).

Recentemente, a reacdo de Fischer indol foi empregada na sintese de
um produto natural com acdo contra leucemia isolado da Robinia pseudoacacia,
a aza-medicarpina 69a (DEJON et al., 2013) (Esquema 9).
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Fisher Indol
H
H
O

67a 68a

69a

Esquema 9: Sintese de Fisher Indol entre cromanonas 69a

Embora muito versatil, esta metodologia ainda apresenta limitagoes,
geralmente relacionadas aos grupos ligados a aril-hidrazina. Sajjadifar e
colaboradores relatam que a presenca de grupos retiradores de elétrons diminui
a eficiéncia da reagéo (SAJJADIFAR et al., 2010). Na presenga do grupo nitro,
por exemplo, a reagdao ndo ocorre. A formagdo de outro produto por
decomposicdo ou isomerizacdo da aril-hidrazona pode restringir as reacdes de
Fisher indol nestes casos(ROBINSON, 1963; BOYD; SPERRY, 2012)

3.3
Reacdes em “Unico pote” catalisadas por cobre

Apesar do paladio oferecer a vantagem de ser mais versatil e eficiente
em reacdes de aminacao, as reacfes de acoplamento C-N na presenca de sais
ou Oxidos de cobre em estado de oxidagao () ou (Il) sGo muito empregadas para
a sintese de produtos naturais, pois o0 cobre é bastante econdmico
(BELETSKAYA; CHEPRAKOV, 2004; DEJON et al., 2013; ZHU et al., 2013b).

Alguns pesquisadores descrevem que o emprego de uma nova espécie
de cobre, o Cu (Ill) que é altamente eletrofilico, o que facilita a etapa de
metalacdo. Este processo € mais efetivo com compostos de iodo hipervalentes
por ser um oxidante forte, permitindo a oxidacdo do Cu (I) a Cu (lll) de forma a
obter um intermediario eletrofilico requerido (PHIPPS; GRIMSTER; GAUNT,
2008; MERRITT; OLOFSSON, 2009; SAMBIAGIO et al., 2014).

Zhu e colaboradores empregaram o uso de iodo hipervalentes do tipo 70
e aminas alifaticas, anilinas ou sulfonamidas do tipo 72a na presenga de Cu (lll)

como catalisador em sintese de carbazoéis e benzo[a]carbazéis, dentre estes o
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11-tosil-11H-benzo[a]carbazol (76), em rendimento de 65% e o 11-(p-toluil)-11H-
benzo[a]carbazol 77, em rendimento de 60% (Esquema 10).

0%
Cu(OAc),, Na,CO;y
® -~
O O +  0=s=0 (CH,OH) i-PrOH
NH, Reflux
70 72a
Equacado 7
65%
Tf0®

Cu(OAG),, Na,CO;y
P -
O O + NH; (CH,OH) i-PrOH N ‘
Reflux O O
70 72b

Equacao 8
60%

Esquema 10: Sintese de benzo[a]carbazois catalisadas por cobre

O ciclo da reagédo proposto por Zhu e colaboradores é iniciado com a
reducdo do Cu(OAc), para Cu(l) por aminas ou por solventes, como por
exemplo, o alcool isopropilico. A adicdo oxidativa do regente iodo hipervalente
70 fornece o intermediario 71 que pode ser atacado por aminas do tipo 72a em
meio basico. A espécie formada 73 sofre entdo uma eliminacdo redutiva para
obter o produto 74, regenerando o Cu (I). A insercdo de ligantes a temperatura
alta conduz a adi¢do oxidativa intramolecular para formar o intermediario 75. A
dltima etapa é concluida através da eliminagao redutiva formando o 11-tosil-11H-
benzo[a]carbazol (76), e restaurando a fase inicial do ciclo (Esquema 11).
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Esquema 11: Ciclo catalitico da reacdo com cobre proposta por Zhu e colaboradores.

O mecanismo é ainda incerto, porque o Cu pode promover
transformacdes radicalares e ndo radicalares e, além disso, sdo dependentes da
natureza do substrato (SAMBIAGIO et al., 2014).

A metodologia € interessante porque o0 benzo[a]carbazol (76) foi
sintetizado em 65% de rendimento na presenca de cobre, mais barato que o
paladio. A sintese de 70 envolve uma adaptacdo do método de Olofsson,
(Esquema 12) (BIELAWSKI; OLOFSSON, 2007)

T OTf
I+
S e (]
TfOH,CH,CI,
70a 70c

Esquema 12: Método de Olofsson para sintese de iodo hipervalente
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3.4
Substituicdo Nucleofilica Radicalar (Snr1)

A substituicdo nucleofilica em aromaticos sao limitadas pois dependem
do substrato, do nucledfilo e das condi¢cdes gerais da reacdo. A substituicdo
nucleofilica radicalar (Snr1l) € um excelente meio de efetuar a substituicdo
nucleofilica de diferentes tipos de substratos aromaticos e alifaticos que
apresentem bons grupos de saida e sdo uma alternativa metodoldgica para

formacéo da ligacédo sp?-sp>.

O mecanismo geral de Syrl consiste em uma reacao entre nucledfilo
com o radical resultante da clivagem da ligagdo RX 78 (X € usualmente um
halogénio) proporcionando radicais R * 79 e o anion do grupo de partida X" 80. A
reacdo segue por um mecanismo de dissociagdo concertada, a medida que a
ligacdo C-X é rompida, o anion radical 81 é formado pela transferéncia eletronica
(Esquema 13) (COSTENTIN; HAPIOT; ME, 1999; ROSSI; PIERINI; PEN, 2003).

Em alguns casos, h4d a formacdo do &nion radical, RX - 83 , como
intermediario na forma de substratos aromaticos. Entretanto, a etapa chave em
reacOes de Syr1l € 0 acoplamento do radical R 79 com o nucledfilo gerando o
anion radicalar o RNu "~ 81. O processo € finalizado através de um processo
em gue um elétron é transferido do anion radicalar para o substrato, levando a
formacdo do produto de substituicdo 82, concluindo o ciclo de propagacéo
(Esquema 13) (COSTENTIN; HAPIOT; ME, 1999)

RN

- RX + “e
RNu 78
82 TE
> R® + X-
79 80
RX
78

Esquema 13: Mecanismo geral das reacdes de Snrl(adaptado de Rosso et al.,2003)
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Guio e colaboradores sintetizaram benzo[a]carbazoéis do tipo 86 a partir
da reacdo entre tetralonas comerciais do tipo 84 com o-iodoanilinas 85 por Snr1l

(Esquema 14).

X
hv- N2 | \ N
7
=
2 DMSO N
X=OMe 85 X=OMe
84 86

Esquema 14: sintese de Benzocarbazois via reacéo de Snr1

A sintese total consiste de quatro etapas: na primeira etapa inicia-se pela
tranferéncia eletrénica formando um radical 88 que é originado por uma
fragmentacdo da ligacdo C-l; a segunda etapa consiste da reacdo com o
nucledfilo, o anion radical 91 oriundo da tetralona comercial 90, para formar a
ligacdo C-C. O anion radical originado na etapa anterior produz o produto de
substituicdo 92 por transferéncia eletrbnica para a substrato 87 que por
desidratacéo forma o produto final na Gltima etapa 86 (Esquema 15) (GUIO et
al., 2011).
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Esquema 15: Mecanismo de Snr1 proposto por Guio e colaboradores.

As reacdes costumam ser de tempo curto e mesmo quando ndo ha
transferéncia eletrbnica (TE) espontanea a partir do nucledfilo para o substrato,
existe a possibilidade de a etapa ser desencadeada por fotoestimulacdo ou por
FeBr,, Em alguns casos a foto-estimulagdo pode gerar produtos
monosubstituidos e dissubstituidos em reacdes radicalares em compostos
arométicos (LUKACH; ROSSI, 1999).

Além dos rendimentos moderados de 42% a 62%, a reacao necessita de
DMSO seco e desgaseificado e terc-butdoxido de potassio(BAROLO, SILVIA et
al., 2006)
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4
Experiéncia prévia do grupo

A reacao aza-arilacado de Heck vem sendo empregada na sintese de aza-
petrocarpanos e benzocarbazéis por nosso grupo de pesquisa. Este trabalho
vem dando continuidade ao trabalho realizado pela professora Camilla D.
Buarque em sua tese de doutorado, sob orientagdo do professor Paulo
R.R.Costa (LQB-IPPN-UFRJ) que trabalhou com reacdes de oxiarilacdo e aza-
arilacdo de Heck. A Figura 15 ilustra algumas substancias sintetizados no LQB,
cuja a arquitetura molecular é sugerida visando potencializacdo da acao destes
candidatos a farmaco. A Tabela 1 mostra alguns resultados de acao anticancer
obtidos por estes compostos (BUARQUE et al., 2011)

LQB 118 LQB 192 LQB 226 LQ(I: 62)23
(93) (94) (95)
Benzo[a]carbazol
Pterocarpanquinona Aza-Pterocarpanquinona Aza-pterocarpano

Figura 15: compostos sintetizados pelo grupo de pesquisa LQB-IPPN-UFRJ

Tabela 1: Resultado obtido em linhagem anticancer in vitro (valores de ICso em uM).

LQB HL-60 HCT-8 SF-295  MDA- K562 Lucena PBMC
MB435 |
Doxorrubicina 0,04 0,02 0,48 0,96 ND ND 1,66
LQB 118 (93) 1,3 2,6 3,6 2,3 1,67 2,75 >20
LQB 192 (94) 7,4 0,6 3,9 0,4 5,33 5,63 23,1
LQB 226 (95) 6,1 9,0 31,5 5,0 ND ND ND
LQB 223 (96) 1,0 30 >62,5 0,5 ND ND 7.2

ND=N&o determinado, ICso (valor requerido para inibir 50% do crescimento celular).
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Dentre os compostos citados na Figura 15, o LQB 118 (93), desenvolvido
por Netto e colaboradores (NETTO et al., 2010), apresentou alto potencial
anticancer sendo ativo em todas as linhagens citadas na Tabela 1 e, além disso,
revelou ser um potente antileshimanial em ensaios in vivo sendo, portanto alvo
de estudos continuo do grupo (MAIA et al., 2011; DE SA BACELAR et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2013; COSTA et al., 2014; MARTINO et al., 2014).

O LQB 118 (93) é uma substancia classificada como pterocarpanquinona
devido a uma hibridacdo entre um pterocarpano (pertencente a classe dos
isoflavonoides) e o lapachol (RIBEIRO et al., 2013). Em virtude da potente acao
anticancer do LQB 118 (93), foi desenvolvido o LQB 192 (94), denominado aza-
pterocarpanquinona, na qual foi feita uma troca do grupo oxigénio pelo
arilsulfonamida, grupo responsavel pela acdo biologica de muitos farmacos
(BOGEN et al., 2010; BASHIR et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2011; LUO et al.,
2011; YANG et al., 2011; MALWAL et al., 2012; ZOUMPOULAKIS et al., 2012)
MALWAL et al., 2012; NEITZEL et al., 2011; ZOUMPOULAKIS et al., 2012; AL-
DOSARI et al., 2013; GHORAB et al., 2010, 2015; CARTA et al., 2015; REDDY
et al.,, 2015). O LQB 226 (95), um aza-pterocarpano foi planejado através da
estratégia de simplificagcdo molecular (BARREIRO, 2002), para manter o grupo
arilsulfonamida sem a presenca do grupo p-quinona. De acordo com a tabela 1,
o LQB 226 (95) ndo revelou ser um potente candidato a farmaco, enquanto o
LOB 192 (94) apresentou melhor perfil anticAncer nas linhagens celulares
estudadas. Em razdo desses resultados foi proposto a troca isostérica do
oxigénio do aza-pterocarpano LQB 226 (95) pelo metileno, originando o LQB
223 (96), um N-tosil-tetrahidrobenzo[aJcarbazol, pertencente a classe dos
alcaloides, com um grupo aril-sulfonamida. Este composto apresentou acao
semelhante ao antineoplasico doxorrubicina em linhagens de células de
melanoma MDA-MB435 e acdo anticancer em linhagens de leucemia (HL-60) e

em linhagens de cancer de célon (HCT-8).

Buarque e colaboradores mostraram que o grupo arilsulfonamida do tipo
tosil é o provavel grupo farmacoférico responsavel pela acao anticancer devido a
drastica reducdo do efeito citotoxico apds a remogdo do mesmo (Figura 16)
(BUARQUE et al., 2014).
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FEPS 18,07 uM = 11,98
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20,65 M T 5,05

Figura 16: Estudo estrutura-reatividade do LQB 223 por Buarque colaboradores.

Além do estudo anticancer, € valido ressaltar que o LQB 223 (96)

apresentou acdo contra os parasitos da malaria (doenca provocada por

protozoarios do género plasmodium). Ensaios in vitro demonstraram que o LQB

223 (96) possui agdo como inibidor da P.falciparum topoisomerase | em

parasitos CQ-resistentes (W2) E CQ-sensiveis (3D7) com valores de IC5=10.2 +

1.2 pg/mL e 1C50=7,8 = 3 pg/mL respectivamente. Ensaios in vivo utilizando ratos

infectados com P.berghei por via sanguinea em doses de 100mg/Kg ou 50

mg/Kg por 3 dias mostrou que o LQB 223 (96) reduziu a parasitemia

respectivamente em 67% e 30% no quinto dia da infeccdo (CORTOPASSI et al.,

2014)
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5
Objetivos Gerais

Tendo em vista os interessantes resultados obtidos com o LQB 223 (96),
0 objetivo desta dissertacdo foi sintentizar andlogos desta substancia com
diferentes padrbes de oxigenacdo no anel A e avaliar a acdo anticancer, em
especial em linhagens de células de leucemia e cancer de mama. Apés definir o
provavel protétipo, definiremos as caracteristicas estruturais requeridas para as

acoes farmacoldgicas.
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6
Objetivos especificos

0] principal objetivo especifico e sintetizar N-tosil-
tetrahidrobenzo[a]carbazoéis com diferentes grupos oxigenados como hidroxilas,
metoxilas ou p-quinona no anel A (Figura 17) . Como a presenca dos grupos
hidroxilas e metoxilas nos compostos tetraciclicos podem ser fundamentais para
a interacdo com receptores de estrogénio, serdo inseridos estes grupos em 3

posi¢des distintas do anel A dos benzo[a]carbazais.

HO

98c 99

(0]
(+1-) o
D 5 Q 0 ()

Figura 17: Substancia alvo deste trabalho

O segundo objetivo é avaliar a acdo antineoplasica em quatro linhagens
de células de céancer: MCF-7 (responsivo a hormdnios), MDA-MB-231 (tumor
de mama triplo negativo), K562 (leucemia mieloide crénica), Lucena-1 (leucemia
mileode cronica multiressistente) e PBMC (referente a toxicidade em células
sadias). Estas linhagens foram selecionadas no Laboratério de Imunologia
Tumoral (IBgM-UFRJ) coordenado pela Prof. Vivian Mary Barral Dodd

Rumjanek.
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7
Estratégia sintética

A estratégia de aza-arilacdo de Heck catalisada por paladio das olefinas
100a, 100b, 100c pela tosil-iodo-anilina (55b) ser4 empregada como etapa
chave na sintese dos compostos 97a, 97b ,97c Para a obtencdo das olefinas
100a, 100b, 100c, partiremos de metéxi-tetralonas 84a, 84b, 84c, seguida de
reacoes de reducdo e eliminacdo do alcool (Esquema 16). .

Tetralonas comerciais

Rs3

Reducéao
Eliminacao

d(OAc), 10mol% R

@E Agzcoa
U
\@\ Acetona

refluxo
55b
97
a.R'=OMe,R2=R3=R*=H
b.R'=,R?=OMe,R3=R*=H
c.R'=R?=H,R%=0Me,R*=H a.R'=0OMe,R?>=R3=R*=H
d.R'=R*=0OMe,R2=R%=H b.R'=,R?=0OMe,R3=R*=H

¢.R'=R2=H,R3=0OMe,R*=H
d.R'=R*=OMe,R?=R3=H

Esquema 16: Estratégica sintética para obtencdo de 5,6 e 7-metodxi-N-

tosiltetrahidrobenzocarbazéis (97a, 97b e 97c¢)

Para a obtencédo dos fenois 98a, 98b e 98c, a estratégia envolve a reacdo

de desmetilacdo com BBr3 a partir de 97a, 97b e 97c (Esquema 17).
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/© (+/-) (/=)

a.R'=OMe R?=R3=H a.R'=OH R?=R%=H
b.R'=R3=H,R?>=OMe b.R'=R3=H,R?=0H
¢.R'=R2=H,R3=0Me ¢.R'=R?=H,R3=0H

Esquema 17: Estratégica sintética para obtencdo dos 5,6 e 7-hidréxi-N-tosi-
tetrahidrobenzocarbazois (98a, 98b, 98c).

Para a obtencdo do composto 99, a estratégia consiste na oxidagédo do
produto de 97d com nitrato de amoénio cérico (CAN), ou de 98a com Sal de

Fremy (Esquema 18).

O
CAN “ Sal de Fremy O‘

Esquema 18: Estratégia  sintética para obtencao da N-tosil-5,8-p-

benzo[a]carbazolquinona (99)
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8
Justificativa

Considerando que o grupo arilsulfonamida é o provavel farmacoforo do
LQB223 (96) (BUARQUE et al.,, 2014), faz parte da estratégia, manter este

grupo na estrutura destes novos analogos.

Pesquisas revelam que grupos metoxilas e hidroxilas no anel A
apresentam acdo em linhagens de células leucémicas induzindo apoptose
celular e danificando o DNA (MILITAO et al., 2006, 2007) Além dos exemplos
mostrados pelo grupo do Von Angerer sobre os benzocarbazoéis oxigenados no
anel A e D terem agéo contra o cancer de mama de forma semelhante ao
farmaco tamoxifeno. (ANGERER; PREKAJAC, 1986; MARTIN et al.,, 2002;
ASCHE; DEMEUNYNCK, 2007; TASKIN; SEVIN, 2011), existem diversos
exemplos na literatura de flavonoides e isoflavondides com acdo anticancer que
mantém este padrdo de oxigenacdo. A Figura 18 mostra alguns exemplos de
isoflavondides isolados das raizes de Platymiscium floribundum que apresentam
potencial acdo anticancer em linhagens de células HL 60 (leucemia pré-
mielocitica), HCT-8 (cancer de colon) e MCF-7 (cancer de mama)(FALCAO et
al., 2005). Além disso, esses isoflavondides possuem acédo antiproliferativa por
inibir a sintese de DNA em linhagens de células HL-60 (MILITAO et al., 2006) e
atuam em linhagens de cancer de mama, induzindo a apoptose por inibicdo do

ciclo celular na prometafase (MILITAO et al., 2014).
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MeO

MeO

OMe
(101) OMe (102) (103)

(+)- vesticarpano (-)- 2,3,9-trimetoxipterocarpano (-)- homopterocarpina
IC50=6,9ug/mL (HL-60) 1C50=0,1pg/mL (HL-60) IC50=3,9ug/mL (HL-60)
IC50=12,4ug/mL (HCT-8) IC50=0,6pg/mL (HCT-8) IC50=6,4ug/mL (HCT-8)
IC50=10,0ug/mL (MCF-7) 1C50=0,7png/mL (MCF-7) IC5o=18,5ug/mL (MCF-7)

Figura 18: Isoflavondides isolados de Platymiscium floribundum com acao anticancer

Miller e colaboradores descreveram em uma patente a acéo de diversos

tetraciclicos oxigenados no anela A e D com agé&o antiestrogénica (Figura 19).

OH
L0
—
HO o O OH
Estradiol (2a) 105
ERB ERa ERB ERa ERB ERa
ICs0 uM IC50 uM ICs0 UM ICs0 pM ICso LM ICs0 uM
0,004 0,012 0,003 0,018 0,001 0,012

Figura 19: Tetraciclicos com a¢éo antiestrogénica

De acordo com Meegan e colaboradores, estes compostos tetraciclicos
oxigenados devem atuar como antagonistas, competindo com o estrogénio pela

interagéo com os receptores ERa ou ER (Figura 20).
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antaganisi beun

agonast bound

Figura 20: Interacéo da ligacdo agonista (cor amarela ) e ligacdo antagonista (cor rosa)
com o receptor de estrogénio (adaptado de MEEGAN;LLOYD,2003)

Em relacéo a sintese da 5,8-benzo[a]carabazol-p-quinona (99), o objetivo
é fazer uma simplificagdo molecular em relagdo ao composto LQB 192 (94), que
foi muito ativo em determinadas linhagens de cancer, mas do ponto de vista
sintético, ndo € interessante (Figura 21). Ademais, o composto LQB 118 (93)
(NETTO et al., 2010), revelando-se um potente agente anticancer em linhagens
de células leucémicas, cancer de prostata e inclusive para outras enfermidades
como a leishmaniose, também apresenta o grupo p-quinona (COSTA et al.,
2014; DE SA BACELAR et al., 2013; MAIA et al., 2011; MARTINO et al., 2014).

LQB 192 (94)

Figura 21: LQB 192 (94) e a quinona analogo do LQB 223 (96)
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As quinonas podem ser facilmente reduzida por véarias enzimas a
hidroquinonas (esquema 19). A bio-redu¢do dos quinonas pode ser através de
enzimas redutoras como a CYP450 redutase ocorrendo a reducdo de um elétron
para produzir radicais semiquinona ou através de enzimas redutoras como DT-
diaforase , havendo a reducdo de dois elétrons a hidroquinonas em condi¢des
hipdxicas. A DT-diaforase € a principal enzima responséavel pela reducao de dois
eletrons na quinonas e é expresso em niveis elevados em muitos tumores
s6lidos humanos, tais como o da tiréide, supra-renal, da mama, ovario, célon e

cancer de pulmdo (CHEN; HU, 2008).

Quinona (99)

reduc&o de um elétron \ reducao de dois elétrons
presenca de O, auséncia de O,

Semiquinona radical (99a) hidroquinona (99b)

Esquema 19: Reducdo da quinona através da CYP450 redutase e DT-diaforase
(Adaptado de CHEN; HU, 2008)

Assim como descrito por Buarque e colaboradores (BUARQUE et al.,
2011), esperamos que o0 composto 99 possa formar intermediarios bioalquilantes

(Esquema 20)
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OHN
/

Ts 99d
99c

Esquema 20: Mecanismo proposto para formacdo da espécie aceptora de Michael a

partir do composto 99 (Adaptado de Buarque , 2010)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

65

9
Resultados e discussao

9.1
Sintese dos produtos 97a, 97b e 97c

Conforme mencionado anteriormente, para a sintese dos N-tosil-benzo[a]
carbazéis 97a, 97b, 97c (Esquema 21), seguimos a estratégica descrita por
Buarque e colaboradores para a sintese do LQB 223 (96). (BUARQUE, 2010;
BUARQUE et al., 2011), cuja a etapa chave é a reacao de aza-arilacao de Heck
do diidronaftaleno (100a, 100b e 100c) pela N-tosil-orto-iodo anilina (55b).

R4
H o R Pd 10% mol R,
N.g e P O‘ H
Cio + e
[ Ry refluxo o. N
20h s

AN
o)
55b 100 /@ (+1-)
a.R'=OMe,R?>=R3=H 9

b.R'=R3=H,R2=0Me

o 1ios a.R'=OMe,R*=R3=H
¢.R'=R?=H,R3=OMe

b.R'=R3=H,R2=0Me
¢.R'=R2=H,R3=0OMe

Esquema 21: Compostos 97a, 97b e 97c sintetizados a partir da reacdo de aza-arilacdo
de Heck.

Inicialmente, preparamos o N-tosil-orto-iodo anilina (55b) a partir da orto-
iodo-anilina (52) empregando cloreto de tosila (106) e piridina 10% v/v em
diclorometano seco. A reacdo ocorreu em temperatura de 45°C sob refluxo em
4h (Esquema 22). Apés a recristalizacdo com etanol e sucessivas lavagens com
hexano, o produto foi obtido em 88% de rendimento. O espectro de RMNH
(Espectro 2) possui o0 sinal caracteristico do grupo tosila, um simpleto em 2,36
ppm com integracdo de 3 protons, além dos demais hidrogénios na regido do

aroméatico com deslocamento quimico em 7,6ppm e 6,8 ppm.
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o Refluxo

4h
55b

88%

Esquema 22: Sintese do N-tosil-orto-iodo anilina (55b).

Para a sintese das olefinas substituidas 100a, 100b, 100c e 100d

(Esquema 23), partimos de tetralonas comerciais de acordo com a metodologia

descrita por JR e colaboradores (JR et al., 2005).

A primeira etapa consiste na reacdo de reducdo das tetralonas obtidas

comercialmente (84a, 84b, e 84c) com o borohidreto de sddio (NaBH.) dissolvido

em metanol a temperatura ambiente

(Esquema 23). Verificou-se por TLC que o

produto de partida apds 40 minutos havia sido totalmente consumido.

R R
R, NaBH, R,
Rs MeOH Ry
R, O R, OH
84 107

a.R'=OMe,R?=H,R3=H,R*=H
b.R'=H,R?>=OMe,R*=H,R*=H
¢..R'=H,R?=H,R3=0Me,R*=H
d. R'=R*=OMe, R*=R%=H

a.R'=0Me,R?=H,R3=H,R*=H (98%)
b.R'=H,R>=OMe,R3=H,R*=H (98%)
¢..R'=H,R?=H,R3=0Me,R*=H (97%)
d..R'=R*=0OMe, R?=R3=H (95%)

Esquema 23: Reducéo das tetralonas 84

. Os rendimentos brutos foram obtidos com grau de pureza satisfatorio

observando-se nos espectros de RMN'H dos compostos 107a, 107b, 107c

(Figura 22) a presencga do multipleto em aproximadamente 4,7 ppm sinal (Tabela

2) pertencente ao proton H7 gerado apds a reacdo de reducdo. Para a

substancia 107d (Espectro 22) este
5,02 ppm com J=4,4Hz.

sinal do H7 aparece como um tripleto em
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12 O/
~
0 6 10 6 10 10
10 /O 9 1 9 1 9
SO SOV S
N 8 2 8
? ° S : > s O OH
3 OH
OH OH ~
107a 107b 107¢c 107d

Figura 22: Caracterizacdo dos compostos 107a, 107b, 107c e 107d.

Tabela 2: Deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios dos 107a, 107b, 107c

e 107 d.

Hidrogénio &(ppm) J(Hz) &(ppm) J(Hz) &(ppm) J(Hz) &(ppm) J(Hz)
107a 107b 107c 107d
H1 6,73;dd;8, - 6,74; dd; 8, 1, 6,72-6,65; m
1,07Hz 4,2Hz
H2 7,20; t; 7,9Hz 6,74;dd; 8,5, = - 6,72-6,65; m
2,5Hz
H3 7,07;d; 7,8Hz 7,07;d; 7,8Hz 7,07;d; 7,8Hz 3,84; s
H6 6,60; d; 2,2Hz 7,21-7,12m 3,77; s
H7 4,80; m 4,71; m 4,78-4,74; m 5,02; t; 4,4Hz
H8 2,60-2,50; me 2,82-2,73;me 2,79-2,69; m e 2,52-241; me
2,76; dt; 10, 5,9Hz 2,72-2,62; m 2,52; dt; al4, 2,78; dd; 22, 3,
8,7Hz 4,6
H9-H10 2,0-1,75; m 2,0-1,81; m 1,96-1,74; m 2,04-1,68; m
H 12 3,83; s 3,76; s 3,81;s 3,77

107a:Espectro 3, 107b:Espectro 10, 107c:Espectro 17, 107d:Espectro 22

Conforme observado na Tabela 2, o0s compostos apresentam
deslocamento quimico distintos no anel aromatico, devido a presenca do grupo
metoxi, portanto, todo o hidrogénio em posi¢cdo meta a este grupo doador de
elétron no anel aromatico sera mais desblindado e visualizado em campo mais

baixo.

A presenca de um estereocentro em C7 resulta em hidrogénios

diasterotopicos ligados a C8, apresentando deslocamentos quimicos diferentes.

O composto 107d apresenta dois sinais de simpleto correspondente aos

7

dois grupos metoxi. Além disso, € observado um multipleto na regido dos
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arométicos (Figura 23) resultante de dois dubletos com deslocamento quimico
muito préximo. A integracé@o corresponde ao numero de hidrogénios e o espectro
de carbono (Espectro 22) confirma a presenca de dois grupos metino (CH) na
regido dos aroméaticos com deslocamento quimico 109,36 ppm e 107,83 ppm
somado a existéncia de todos os demais carbonos.

E(m)
6.69

-_—
]

T T T T T
5.74 672 6.70 6.68 6.66 6.64

1 (ppm)

Figura 23: Multipleto surgido no composto 107d na regiéo 6,72-6,65

Tendo os élcoois 107a, 107b, 107c, 107d em maos, seguimos com a
reacdo de desidratacdo empregando o acido fosforico (Hz3PO4) em THF destilado
sob refluxo a 80°C (Esquema 24). Verificou-se por TLC que o material de partida
tinha sido formado apés 2h de reacgdo, obtendo-se produtos oleosos com
coloracdo marrom com rendimento bruto do 100b de 94%. Devido a instabilidade

do produto, é necessaria a purificagdo com coluna de silica gel com 1% de

acetato/hexano como eluente caso o produto seja armazenado por um tempo.

LS § O
R _—
3 R3

Ry, OH  H,PO, 80°C

R4

107 100
a.R'=OMe,R2=H R3=H R*=H a.R'=OMe,R?=H,R3=H,R*=H (79%)
b.R'=H,R?=OMe,R3=H,R4=H b.R'=H,R?>=OMe,R%*=H,R*=H (94%)
c..R'=H,R2=H R3=0OMe,R*=H c..R'=H,R?=H,R3=OMe,R*=H (70%)
d. R'=R*=OMe, R2=R3=H d.R'=R*=OMe, R*=R*=H  (85%)

Esquema 24: Preparac¢do das olefinas 100a, 100b, 100c e 100d.
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O espectro de RMN! H destes compostos €é caracterizado pelo
surgimento de mais dois prétons (um dubleto em 6,4 ppm e um multipleto em 6,0

ppm) e a auséncia do sinal de multipleto em 4,7 ppm. (Espectros 4,11,18 e 25)

13
12 7
o)
O/
o]
8 8 o 7 7
7 7 /O
100a 100b 100c 12

100d

Figura 24: Caracteriza¢cdo dos compostos 100a, 100b, 100c e 100d.

Tabela 3: Deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios dos 100a, 100b, 100c
e 100d.

Hidrogénio &(ppm) J(Hz) &(ppm) J(Hz) 8(ppm) J(Hz) &(ppm) J(Hz)
100a 100b 100c 100d
H7 6,43;d,9,6Hz 6,41;d;9,6Hz 6,43;d,9,5Hz 6,81;d, 9,8Hz
H8 6,02; m 5,93-5,85; m 6,07-5,99; m 6,08-6,01; m
H (metoxi) 3,83;s 3,79; s 3,83;s 3,78; s

100a: Espectro 4, 100b; Espectro 11, 100c:Espectro 18, 100d:Espectro 22

O composto 100d apresenta um dubleto em 6,43 ppm com J=9,6 Hz, um
multipleto em 6,08-6,01 ppm e um simpleto em 3,78 ppm. O espectro de RMN-
C® mostra a presenca de todos os carbonos somado aos dois carbonos
olefinicos (CH) desblindados em 128,72 ppm e 122,17 ppm na regidao dos

aromaticos.

A partir dos diidronaftalenos substituidos 100a, 100b e 100c, realizamos
a reacdo de aza-arilacdo destes com a N-tosil-orto-iodo anilina (55b)
empregando as mesmas condigcbes descritas por Buarque e cols., variando
apenas as quantidades de equivalentes de Ag.COscom 1,2 ou 3,0 equivalentes.
As reacoes foram monitoradas por TLC, e ap6s o consumo total dos reagentes,
0 isolamento foi realizado por uma filtracdo em celite para remocao do

catalisador e dos sais de prata.
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Cabe ressaltar que o estudo metodoldgico da reacdo de aza-arilacdo de
Heck com inumeros substratos foi feito em colaboragdo com o aluno de
doutorado Julio Barcellos do LQB-UFRJ (BARCELLOS et al., 2015) e alguns

resultados obtidos por ele serdo apresentados para efeito de comparacao.

Pd 10% mol

@E Agco3
U
\©\ Acetona

Refluxo

a.R,=OMe,R,=Rs=R,=H
b.R,=H,R,=OMe,R;=R,=H
C.R»] =R2=R4=H,R3=OMe
d.R,=R,=OMe,R,=R;=H

Esquema 25: Reagéo de Aza-arilacdo entre os diidronaftalenos (100) substituidos e N-

tosil-orto-iodo anilina (55b)

Tabela 4: Condi¢des reacionais para a obtencdo compostos 97a, 97b, 97c.

Entrada Produto Condicao Temperatura Tempo Rendimento%
C)

1 97a A 60 20h 45
2 97a B 60 22h 46
3 97a C 130 10 minutos 45
4 97b A 60 20h 35
5 97b B 60 25h 44
6 97b C 130 30 minutos 45
7 97c A 60 20h 24
8 97c B 60 20h 30
9 97c C 130 10 minutos 55

Condicao A: Pd(OAc)2 10%mol, 1,2 equivalente de Ag-COs, acetona, refluxo.
Condigédo B: Pd(OAc)2 10%mol, 3 equivalente de Ag2COs, acetona, refluxo.

*Condi¢do C: Pd(OAc)2 10%mol, 3 equivalente de Ag.COs, PEG 400. (BARCELLOS et
al., 2015).

De acordo com os resultados observados, foi possivel perceber que os

rendimentos dos produtos de aza-arilagdo de 97a, 97b e 97c foram bem mais
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baixos que o do diidronaftaleno ndo substituido, cujo rendimento € de 85%
(BUARQUE et al., 2011), evidenciando que a reacdo ndo é tdo eficiente na
presenca de grupos doadores de elétrons. Observou-se que a purificagdo com
coluna de silica gel ndo foi o suficiente para a purificacdo total dos produtos,

sendo acrescentada uma etapa de purificacdo, a recristalizacéo.

De acordo com o CG-MS do composto 97c¢ (Figura 25) as impurezas que
permanecem no produto apoés purificacdo por coluna cromatogréfica tem massa
m/z = 372,97, com tempo de retencao de 33, 71, indicando sobra de N-tosil-orto-
iodo-anilina. O sinal de 47,60 é referente ao produto de aza-arilacdo de Heck
com m/z= 405. No tempo de retencdo de 50,85 com m/z = 403 € um produto de

desidratacdo, entretanto ndo foi caracterizado por RMN*H.

RT. 0,00 - 58,09

100+ 47,60 NL.

907 RS012_3_
80 =0

] A AP

701 Eames
E O“S’\\ =
] ~( o

607 . <)
] \_/
o J <

Craey
40E o

o] |::> s

20|

Relative Abundance

y.
3 L
10 25,03 j

17,51 .
999 1694 | 2070 |2_t_187 3052 | 3553 3049 3031 46,00 5149 5808

e e e LA B e e e T e e LI ILBR B ETES I e s o e

Time (min)
Figura 25: Cromatograma do produto 97c apés coluna cromatogréafica

Como esperado, os rendimentos sdo maiores quando utilizados 3
equivalentes de carbonato de prata na presenca de acetona e comparaveis aos
rendimentos obtidos empregando 1,2 equivalentes de prata dissolvidas em PEG,
descrita na Tese de Doutorado de Julio Barcellos (BARCELLOS, 2015).

As reacbes empregando 1,2 equivalentes de prata na presenca de
acetona apresentaram rendimentos baixos, variando de 24% a 35% enquanto,
guando empregado o mesmo equivalente de prata em reacdes dissolvidas em
PEG-400, os rendimentos foram de no minimo de 45% a 55% (BARCELLOS et
al., 2015)
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Os rendimentos obtidos com 3 equivalentes de prata em reagoes
empregando acetona como solvente, foram de até 46% em 20h, rendimentos

semelhantes ao alcancado na presenca de PEG 400.

A reacdo de Aza-arilacdo do produto 97d empregando 1,2 equivalentes
de prata apresentou rendimentos baixissimos, em torno de 10%, observando-se
olefina ndo reagido (100d) e N-tosil-orto-iodo anilina ndo reagido (55b) apd6s 24
horas de reacdo, visualizados por TLC e detectados pelo CG-MS. Com o
objetivo de melhorar a condicdo desta reacao, empregamos a condicdo B e apés
48h adicionamos mais paladio e carbonato de prata, entretanto, ndo observamos
evolugdo na reacdo. A segunda alternativa foi utilizar PEG 400, com aumento da
temperatura, porém, infelizmente ndo houve mudanca significativa. A dificuldade
esta possivelmente relacionada a um impedimento estérico oferecido pelo grupo

metoxi na posicao 8.

Conforme o espectro de massas, 0 produto 97d apresentou a massa
esperada de m/z = 435 e de acordo com o mecanismo de fragmentacdo de
massas (Figura 26), o produto foi previamente identificado. No entanto, néo foi
possivel obter o espectro de RMN'H do produto puro porque mesmo apds a
purificacdo com coluna de silica gel, o produto apresentava muitas impurezas e

rendimentos baixissimos, impossibilitando a recristalizacao.

RS015_1_434#45429 RT: 55,11 AV: 1 NL: 1,09E5
T + ¢ Full ms [55,00-450,00]

280,32 fﬁ N
100 X .
” ppes
80 i
. T .
70 I <: [‘-"j Tl\ )
o ) o

Relative Abundance
o w
(=] (=]

w
o

]
o

217,48
207.46
191,43

o

164,37 23446

341,37 35531
ol

o

43530

7324 9130 430,40 144,49
et e ’ I
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327.36 399,27 42923 |

ol il IIHh |‘ sanns e T
300 350 400

Figura 26: Espectro de massas do produto 97d.

Somado a dificuldade da reagédo e ao custo financeiro da 5,8 dimetoxi

tetralona nao foi possivel obter o produto 97d em quantidade significativa para

™
4350
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prosseguir com a oxidacdo com o CAN (nitrato de aménio cérico) para a

obtenc&o da quinona 99.

9.2
Andlise dos espectros dos produtos 97a, 97b, 97c.

Os espectros (5,12,19) de RMN'H dos compostos 97a,97b,97c (Tabela
5) sdo caracterizado pelos dois hidrogénios cis resultantes da insercdo sin que

s&o o dubleto em 5,40 ppm e o multipleto em 3,00 ppm.

Os multipletos em torno de 2,5 ppm com integral 2 e prétons
diasterotopicos (H axial e o H equatorial) em campo alto se referem aos
hidrogénios do anel alifatico. A presenca do simpleto em torno de 2,3 ppm é
compativel com o esperado para a metila do tosil enquanto que o simpleto em

torno de 3,7 ppm é caracteristico da metila ligada ao oxigénio.

S
o)
/@ 97b (+/-)

Figura 27: Estrutura dos compostos 97a, 97b, 97c.
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Tabela 5: Deslocamento quimico e multiplicidade dos hidrogénios dos 97a, 97b, 97c.

Hidrogénio &(ppm) J(Hz) &(ppm) J(Hz) &(ppm) J(Hz)
97a 97b 97c

H6b 3,05-3,00; m 3,12-3,06; m 3,13-3,07; m
Hilla 5,41; d; 8,4Hz 5,39; d; 8,5Hz 5,40; d; 8,5Hz
Hb 2,22-2,10; m 2,56-2,41; m 2,49-2,43; m
Haxial e 2,74-2,66; m e 2,12; dd; 13, 8, 2,14; dt; 11, 7,
Hequatorial 1,95-1,84 m 3,9Hz e 2,02-1,91; 3,9Hz e 2,05-

m. 1,96; m.

Hd 2,36; s 2,36; s 2,41: s

H5 3,73; s 3,74; s 3,90; s

97a: Espectro 5; 97b : Espectro 12, 97c¢ Espectro 19

O resultado se confirma pela andlise dos espectros de RMN*C(Tabela
6). Para a compreenséo de espectros desacoplados de carbono avaliamos a
substancia 97a pelas técnicas de DEPT 135 e DEPT 90 (distortionless
enhancement by polarization transfer). No espectro 6 de DEPT 90 podemos
visualizar somente carbonos que estdo ligados a um hidrogénio. Sendo assim,
observamos 11 sinais referentes a estes carbonos em que 9 deles sdo de
carbonos aromaticos, dois sinais em campo mais alto em 69,09 ppm e 39,01
ppm sdo referentes a CH resultantes da adicdo sin e dois sinais com
deslocamento quimico 129,57 ppm e 127,06 ppm sao de carbonos CH

equivalentes.

Seguimos com a analise do espectro de DEPT 135 (Espectro 7) em que
determinamos todos os carbonos com excecdo dos quaternarios. A técnica
auxiliou na determinacdo dos CHs existentes, que tém sinais positivos, e 0s CH»
com sinais negativos. Sendo assim, o carbono O-CHs apresenta deslocamento
quimico de 55,31 ppm, enquanto o CHz; do grupo tosil apresenta o deslocamento
(21,52 ppm).

O espectro de RMN-C*® permite também visualizar os carbonos quaternarios,
sendo o mais desblindado, o C-OCHs que possui um deslocamento quimico em
155,82 ppm.(Espectro 8)
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Para as demais substancias, utilizamos somente a técnica APT
(Attached-Proton-Test) para a interpretacdo do RMN3C (Espectros 15 e 19),

uma vez que sdo analogos (Tabela 6)

Tabela 6: Deslocamento quimico em RMN!3C dos 97a, 97b, 97c.

MeO
® “
o, N S5l
Sy
(0]
/@ o7a (+1) /@ 7R ) ) :
o1d 10 97c (+/-)
Cc10
Carbono S(ppm) o(ppm) S(ppm)
972 97b 97c
C1 155,82 158,61 158,36
C2 22,36 23,52 23,87
C3 17,31 25,01 23,67
C4 69,09 63,80 64,15
C5 39,01 39,36 39,27
C10 21,52 21,56 21,56
CHs (METOXI) 55,31 55,15 55,33

97a: Espectro 8, 97b: Espectro 15, 97c: Espectro 20.
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A andlise por COSY!H (Correlation spectroscopy) do composto 97b,
(Espectro 13) e o HSQC confirma todos os deslocamentos e multiplicidades

descritas acima.

O espectro de massas, dos compostos 97a, 97b, 97c apresenta um sinal
tipico da perda do grupo tosil como mostra a proposta de fragmentacdo da

Figura 28 abaixo.

+
_CHj3 .
_CH
? B o i
P o)
) F
O ¢ O
O N
\S/\ +N
\O —_—
g m/Z=250 m/Z= 235
m/Z= 405

Figura 28: Proposta de fragmentacdo das substancias 97a, 97b, 97c no espectro de

massas.

9.2
Sintese dos fendis 98a, 98b, 98¢

A sintese dos fenois 98a, 98b e 98c foi realizada atraveés da reacdo com
5 equivalentes de BBr; a partir dos compostos 97a, 97b, 97c sob atmosfera
inerte, empregando as condi¢des escritas por Malik e colaboradores ( MALIK et
al., 2011).
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BBr;
CH,Cl,

(+/~) 97 (+/-) 98
a.R;=OMe,R,=H,R;=H a.R,;=OH,R,=H,R;=H
b.R,;=H,R2=OMe,R;=H b.R;=H,R2=OH,R;=H
¢.R;=H,R,=H,R;=OMe ¢.R,;=H,R,=H,R;=OH

Esquema 26: Sintese dos fendis 98a, 98b e 98c.

Esta € uma reacdo de desmetilacdo que consiste em 2 etapas: uma
reacdo A&cido-base, entre o oxigénio com boro seguida de substituicdo

nucleofilica bimolecular (SN2). (Esquema 27)

I?r
/B\

Br Br

Esquema 27: Mecanismo proposto para a desmetoxilagao.

Esta reacédo resultou em produtos puros, sélidos e de coloracdo branca,
em rendimentos quantitativos conforme a tabela 7. Estes produtos sao instaveis

e devem ser armazenados sob atmosfera inerte e no freezer.
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Tabela 7: Condicdes reacionais para a obtencdo dos compostos 98a, 98b, 98c

empregando 5 equivalentes de BBrs.

Produto Solvente Temperatura Rendimento% Tempo
98a CHCl 0°C 92 2h
98b CHCl 0°C 88 2h
98c CHCI, Ta 98 1h

De acordo com a tabela 7, as reacdes para obteng&o dos produtos 98a e
98b foram bem sucedidas a 0°C em 2h de reacdo em excelentes rendimentos.
Por outro lado, para o produto 98c, a reacao s6 ocorreu a temperatura ambiente.
Uma provéavel explicacdo para a necessidade de aumentar a temperatura pode
estd relacionada ao impedimento estéreo existente devido ao arranjo espacial do
grupamento tosil proximo ao intermediario R-OCH3BBr (Figura 29), resultando
em um aumento da densidade eletrbnica em torno do carbono saturado,
consequentemente aumentando a energia livre de ativacdo da reacdo,
retardando, portanto, o ataque do nucledfilo e a formacdo do estado de

transigao.

Figura 29: Conformacéao do produto 98c pelo chem draw
Pelo método Gauss View.

A auséncia dos simpletos em 3,7 ppm nos espectros de RMN!H dos
compostos 98a, 98b e 98c indica a presenca dos fendis. Adicionalmente o
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espectro de Infravermelho permitiu a visualizacdo da banda larga em 3451 cm

que é caracteristica do estiramento axial da ligacdo O-H (Espectros 30, 35, 41).

No espectro de massas, 0os compostos 98a, 98b, 98c apresentam uma
fragmentacao é referente a perda do tosil semelhante aos compostos com grupo

metoxi como mostra a proposta de fragmentacéo da Figura 30.

N’
Sy

0
m/Z=236
m/Z= 391

m/Z=207

Figura 30: Proposta de fragmentacdo das substancias 98a, 98b, 98c no espectro de

massas.

Os produtos 98a, 98b e 98c também foram analisados em espectros
massa de alta resolucdo, obtendo o valor calculado de [M+Na] 414.1134, [M+Na]
414.1138, [M+Na] 414.1134 respectivamente conforme espectros 29, 34, 40.

9.3
Tentativa de obtencé&o da N-tosil-5,8-p-benzo[a]carbazolquinona (99)

Para a tentativa de obtencdo do N-tosil-5,8-p-benzo[a]carbazolquinona
(99) a partir do fenol 98a com sal de Fremy (nitrosodissulfonato de potassio),
empregamos as condi¢bes descritas por ComPain-Batissou e colaboradores
(COMPAIN-BATISSOU et al., 2004).
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Sal de Fremy
KH,PO,

Y

Acetona

Esquema 28: Tentativa de obtencdo da N-tosil-5,8-p-benzo[a]carbazolquinona (99) com

Sal de Fremy

Alguns relatos da literatura demonstram que o pH do meio estabiliza o
composto sal de fremy (DEYA et al., 1987; GIETHLEN; SCHAUS, 1997).
Mediante esta informacdo, preparamos uma solucdo tampao-fosfato pH 5,8 e
adaptamos as condicoes realizadas por Deya e colaboradores empregando 2,5
equivalentes do sal de fremy (DEYA et al., 1987). A reacdo foi mantida a
temperatura ambiente por 2 horas e monitorada por TLC. Infelizmente, apés
verificar o espectro de RMN-!H e o espectro de massas, percebemos apenas a

presenca do material de partida.

A obtencdo de p-quinonas a partir de fendis € um método classico e
existem diversos exemplos na literatura. Mostaghim e colaboradores
descreveram a sintese de diversas p-quinonas substituidas do tipo 115
empregando peroxido de hidrogénio em presenca de acetato de cobaltoll ou
acetato de manganés Il (Esquema 29)(MOSTAGHIM; AHMADIBENI, 2003). Os

rendimentos variaram entre 45% e 75% dependendo da natureza do substituinte
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0 0
OH
o )
—_—
30min, TA 60m|n TA

) o O

108a Acetato de Co II: 70% 109a Acetato de Co Il: 50% 109¢c
Acetato de Mn 1I: 70% Acetato de Mn 1I: 60%

O (e}
OH
N ;L ) H202 f H20,
—_—
30m|n TA i
el o 30min, TA o
Acetato de Co II: 60% 109b 108d Acetato de Co II: 45% 1094
Acetato de Mn II: 75% Acetato de Mn II: 55%

Esquema 29: Sintese das quinonas 109a, 109c, 109b,109d proposta por Mostaghim e

colaboradores

Uliana e colaboradores descreveram o emprego de diversos oxidantes,

incluindo complexos de ruténio. A p-quinona 119 foi obtida em 62% de

rendimento.
o)
OH 0
(PhSe0),0, refluxo, 3h O‘
—_—
110 73% 111
0
OH [(bPy)2(py)RulV=0J**, CH;CN
62% 0
112 113

Esquema 30: Sintese de quinonas 111 e 113 propostas por Uliana e colaboradores

Para a obtencdo de carbazéis-quinonas (115, 117, 119, 121,123), foi
utilizado com sucesso o oxidante Sal de Fremy. Os produtos foram obtidos em
rendimentos que variaram em 42 a 76% de rendimento em baixos tempos de
reacdo, (Esquema 31) (ZIMMER; LANKIN; HORGAN, 1971; COMPAIN-
BATISSOU et al., 2004).
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Sal de fremy
—_—

75%

Sal de fremy
R

76%

Sal de fremy
R

75,9%

sal de fremy,
KH,PO4
—

N
O
H,O, Acetona, TA, 1H

120

H

oiac

122

42%

sal de fremy,
KH,PO,

_—

H,0, Acetona,TA,1H

64%

NH
(e} Zimmer et al, 1971
115

H O
N

L)

Zimmer et al, 1971
117 o

0] Zimmer et al, 1971
119

M
° o

121
H o)

123

82

|
N
o Compain-Batissou et al, 2004
N . .
O Compain-Batissou et al, 2004

Esquema 31: Sintese de quinonas 115,117, 119,121 e 123 com Sal de Fremy
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9.4
ANALISE FARMACOLOGICA

Com o objetivo de testar a resisténcia das células a uma substancia
sintética e estabelecer um modelo de avaliagdo do efeito antitumoral, o Dr°
Eduardo Salustiano Jesus dos Santos pesquisador do Laboratério de Imunologia
Tumoral (IBgM-UFRJ), realizou ensaios in vitro dos produtos 97a,97b,97c e o
fenol 98b em linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) (JORDAN,
1997), e leucemia mieloide crénica (K562 e Lucena-1) (RUMJANEK;
TRINDADE; WAGNER-SOUZA, 2001; DAFLON-YUNES et al., 2013; ANGELO
et al., 2014) com diferentes concentracdes das substancias usando o LQB 223

para comparacao.

/© LQB 223 (+/-)

(96)

Figura 31: Substancias avaliadas quanto a atividade em ensaios in vitro

9.5
Avaliacdo do efeito citotéxico em células de cancer de mama
(linhagens MCF-7, MDA-MB-231).

A linhagem MCF-7 é amplamente utilizada em estudos de céncer de

mama in vitro, pois essas células apesar de tumorais tém conservadas
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caracteristica particulares do epitélio mamario e refere-se a um tumor de mama

responsivo a horménios.

Conforme os resultados ilustrados na Figura 33, o composto 97b
apresentou uma viabilidade celular inferior a 50% em concentracfes a 5 M
enquanto ha mesma concentracdo nenhuma das substancias apresentaram

citotoxidade.

O produto 97b possui uma estrutura semelhante ao tamoxifeno,
sugerindo uma interacdo com os receptores de estrogénios existentes nestas

linhagens.
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Figura 32: Efeito dos benzo [a] carbazdis 97a, 97b, 97c , 98b e do LQB 223 (96) na
viabilidade celular de linhagem MCF-7 , tumor de mama responsivo a hormdnios

utilizando DNR — daunorrubicina 300 ug/mL e CDDP - cisplatina 10 mM como controle.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

86

A outra linhagem importante na analise celular do cancer de mama ¢é a
linhagem de MDA-MB-231, que se refere ao tumor de mama triplo negativo,
irresponsivo a hormdnios. Neste ensaio, 0 composto 98b apresentou um nivel
maior de citotoxidade nesta linhagem, pois foi observada uma viabilidade celular
inferior a 40% em concentra¢cdes minimas como de 2,5 uM, enquanto para 0s
demais compostos, a viabilidade celular & superior a 50% em todas as
concentracdes dos compostos estudados, sendo a Unica exce¢do o LQB 223
(96) que em concentracdo de 10 pM apresentou uma atividade citotoxica

relevante.

Para esta linhagem celular, de acordo com os resultados obtidos é
observado que a atividade do LQB 223 (96) pode ser altamente potencializada

com uma insercéo da hidroxila no anel A.
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Figura 33: Efeito dos benzo [a] carbazéis 97a, 97b e 97c e do LQB 223 (96) na
viabilidade celular nas linhagens de MDA-MB-231, tumor de mama triplo negativo,
irresponsivo a hormoénios utilizando DNR — daunorrubicina 300 pg/mL e CDDP -

cisplatina 10 uM como controle.

De forma geral, o composto 98b foi 0 que apresentou maior poténcia
quanto a acgdo antitumoral frente a linhagem MDA-MB-231. Este dado esta
condizente com a literatura, que sugere a necessidade de um esqueleto
tetraciclico e um padrdo oxigenado nas posicbes 3 e 8 (VON ANGERER,;
PREKAJAC, 1986).
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9.6
Avaliacao do efeito citotoxico dos compostos 97a,97b,97c, 98b e 98a
(linhagens K562 e Lucena l)

Os dados da Figura 35 mostraram que o 97b exibiu um efeito citotéxico
superior as demais substancias manifestando uma viabilidade celular em torno
de 25% com concentragdo de apenas 5uM, enquanto na mesma concentracao o
composto 98b apresentou viabilidade de 40%

Os compostos 97a e 98a apresentaram viabilidade abaixo de 50%
somente em concentragdes a partir de 20uM. Em contrapartida, o composto 97¢
atinge uma viabilidade inferior a 40% em uma concentragdo de 10uM.

Os compostos 97b e 98b demonstraram um melhor perfil nestas
linhagens. No entanto, os dados revelam que a insercdo do grupo metoxi
contribui para um efeito citotoxico mais significativo que composto fendlico. O
composto 97b possui maior agdo citotoxica que o seu correspondente fendlico
98b.
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Figura 34: Efeito dos benzo[a]carbazbéis 97a, 97b ,97c, 98a e 9b na viabilidade celular
nas linhagens de K562, leucemia mieloide crénica utilizando DNR — daunorrubicina 300

pg/mL e VCR, vincristina 60 uM como controle.
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Em linhagens de Lucena-1, LMC multirresistente o produto 97b mostrou o
melhor perfil citotoxico em comparagédo aos demais com uma viabilidade celular
inferior a 40% em 5 uM. O produto 98b na mesma concentracdo, apresentou
viabilidade superior a 40%. E os demais produtos 97a,97c e 98a, a viabilidade

celular foi superior a 50% em 5 pM.
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Figura 35: Efeito dos benzo[a]carbazois 97a, 97b ,97c, 98a e 98b na viabilidade celular
nas linhagens de Lucena-1, LMC multirresistente. DNR — daunorrubicina 300 ug/mL e

VCR, vincristina 60 uM como controle.
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9.7
Resisténcia de células mononucleares de sangue periférico frente
aos produtos 98b e 97b

Para que o0s agentes quimioterdpicos possuam aplicabilidade no
tratamento de pacientes com cancer é necessario testar as substancias em
estudo em células ndo tumorais com o intuito de observar a toxicidade destes
compostos (SANTOS, 2008) . Tendo em vista os resultados ilustrados na Figura
37, a substancia 97b revelou ser menos toxica para células normais pois
apresentou viabilidade celular em presenca de PHA semelhantemente ao PHA
negativo. No entanto, o composto 98b revelou ser mais toxica para as células

sadias, mostrando uma diminuicdo da viabilidade celular em relagdo ao PHA

negativo.
PBMC (105/mL) PBMC (10%/mL) weo
I CL
= 1607 o T
Gae = i meas X
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-
o
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Figura 36: Efeito dos benzo[a]carbazéis 98b e 97b na viabilidade celular em células
mononucleares de sangue periférico utilizando como controle DNR — daunorrubicina 300

pg/mL e ativados por PHA — mitégeno, 5 mg/mL.
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9.8
Resultados dos ICso em linhagens de cancer de mama e leucemia

Os valores de ICso ha Tabela 8 e revela o forte efeito da polaridade no
anel A. O produto 97b possui em linhagens de cancer de mama MDA-231 maior
acao anticancer que os demais produtos com grupos metoxi inseridos no anel A
e melhor acdo que todos os demais produtos em MCF-7. No entanto, na
linhagem MCF-10A o LQB 223, apresentou melhor acdo anticAncer que 0s

demais produtos.

Tabela 8: Efeito dos compostos 97a,97b,97¢,98b,98c em linhagens de cancer de mama

Os resultados séo reportados em valores de IC50+DP. (ICso valor em pM)

Composto MDA-MB- MCF-7 MCF-10A K562 Lucena-1 FESP PBMC
231

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1321695/CA

LQB 223 31,71+3,68 17,96+#5,76  6,15+1,08 2,90+065* 2,49+0,14*  2,12+0,73* >30

97a >40 27,35 ND 11,29+1,66 12,75+0,28 11,16+0,70 ND
97b 8,29+2,08 5,03+3,58 21,94+6,85 2,91+0,40 4,54+0,28 2,58+0,44 >40
97c 27,02 34,95 ND 8,09+2,51  10,05+0,02  7,90+2,06 ND
98a ND ND ND 11,27 6,55 7,35 ND
98b >40 16,62 33,83 2,82 3,54 2,90 >20
98c 4,84 >40 ND 13,23 26,27 8,83+0,74 ND

ICsp=quantidade necesséria para inibir 50% do crescimento celular. *ICsy reportado em trabalhos recentes
(Buarque et al., 2014). ND= N&o determinado

O composto 98¢ apresentou melhor agdo anticancer em linhagens de MDA-
MB231, semelhantemente ao 98b em ensaios de citotoxidade reportados na

Figura 34.

Conforme os dados da tabela, o composto 98b demostrou um excelente

perfil anticAncer em linhagens de células leucémicas assim como composto 97b,
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no entanto de acordo com os ensaios de toxicidade reportados na Figura 37, o
analogo 98b é toxico para as células sadias.

A Tabela 9 ilustra a bioseletividade do LQB 223, 97b e 98b em células
PBMC ativadas por PHA.

Tabela 9: Efeito citotéxico dos compostos LQB223, 97b e 97b em células PBMC
ativadas por PHA (ICso em uM).

Composto PBMC PBMC/ PBMC/MCF-7  PMBC/MCF-10A PBMC/K562 PBMC/Lucena-1 PBMC/FESP
MDA-MB-
231
LQB223 >30 0,946 1,670 4,878 10,345 12,048 14,151
97b >40 4,825 6,745 1,823 13,746 8,811 15,504
98b >20 - 1,203 0,591 7,092 5,650 6,897

O composto 97b possui melhor bioseletividade em linhagens de células
leucémicas K562 e FESP, assim como em linhagens de cancer de mama MDA-
MB231 e MCF-7. O LQB 223 também obteve boa seletividade em linhagens de
células FESP, K562 e Lucena -1 e apresentou melhor bioseletividade em
linhagens de céncer de mama MCF-10A. Entretanto, o composto 98b,
demonstrou pouca seletividade em linhagens de células leucémicas e para

cancer de mama.
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10
Perspectivas

Uma das perspectivas deste trabalho é a sintese de novos analogos com
novos padrdes de substituicdo no anel A e D, como mostra o exemplo do
composto 124, de forma a ter novos protétipos de farmacos com acéo contra o
cancer. Neste contexto, poderemos sintetizar também a orto-quinona (125) e
analogos desta. Resolver a sintese da N-tosil-5,8-p-benzo [a] carbazolquinona
(99), também faz parte destas perspectivas.

(@)

| X
RO—+

=

-------- > ceee----> O

N / N N / A\
Ts "\OR TS/ —’\OR
125

98b 124

Esquema 32: Proposta de novos analogos

A outra perspectiva é evoluir para ensaios in vivo o LQB 223 e o analogo
97b em pesquisas de cancer, visto que sdo altamente ativos em linhagens de

cancer e ndo sao toxicos para as células sadias.

97b (+/-)

LQB 223 (+/-)

Figura 37: Proposta para ensaios in vivo
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11
Conclusoes

Os compostos 97a,97b,97c foram sintetizados em rendimentos
moderados empregando 1,2 ou 3 equivalentes de carbonato de prata na etapa
de aza-arilacdo de Heck utilizando acetona como solvente. Cabe ressaltar que
para a obtencdo dos produtos 97a,97b e 97c¢ puros, houve a necessidade da
etapa recristalizacao apés a purificagdo por coluna cromatogréafica. O composto
97d foi obtido em baixo rendimento e com grau de pureza inadequado para
seguir com a etapa de oxidagdo para a obtencdo da quinona 99. Ja a
desmetilacdo dos produtos 97a,97b,97c com BBrz foram realizadas com
sucesso em rendimentos quantitativos, obtendo-se as substancias 98a,98b e
98c.

O composto 99, ndo foi obtido com sucesso através da oxidagéo do fenol

98a empregando sal de Fremy.

Os compostos 97a,97b,97¢c e 98a,98b foram avaliados quanto a atividade
citotoxica em linhagens de cancer de mama e leucemia. O produto 97b foi o

mais promissor para todas as linhagens de leucemia.

Em linhagens cancer de mama, o composto 97d apresentou melhor perfil
anticancer na linhagem de MCF-7, uma linhagem de céncer hormdnio
dependente, com valor de 1C50=5,93+3,58 uM. Em relagdo a linhagem MDA-
MD231, apresentou ICso= 8,29+2,08 uM enquanto que o composto 98¢ revelou
valor de ICso= 4,84 uM perfil semelhante ao 98b que possui alta citoxidade

nestas linhagens

Apesar dos interessantes resultados atribuidos para o composto 98b, o
97b apresentou menor toxicidade em células sadias, tornando-se o anélogo do
LQB 223(96) mais promissor, sugerindo que a estrutura tetraciclica e a
arilsulfonamida s@o importantes para a atividade antineoplasica.em linhagens de

mama e leucemia.
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12
Experimental

12.1
Materiais e métodos

Para a sintese de compostos foram utilizados reagentes comerciais e
solventes sem qualquer purificagdo com excegao da piridina, diclorometano e o

Tetraidrofurano.

As reacdes de aza-arilagdo de Heck foram realizadas sob atmosfera de
nitrogénio e a temperatura do meio reacional foi mantida através do banho de

grafite.

Para a remocéo parcial dos solventes durante o isolamento das reacfes
ou ao final das colunas cromatogréficas empregou-se evaporador rotatorio
modelo Fisatom. Um sistema de alto vacuo a 0,5 mmHg foi utilizado para

eliminar totalmente os tracos de solvente.

Quando necessarios, os produtos forma purificados através da técnica de

cromatografia em coluna com fase estacionaria silica gel de 0,040-0,063 mm.

A técnica de cromatografia em camada fina utilizando-se cromatofolhas
de aluminio com gel silica 60-F254 foi adotada na analise das reagdes. A

revelacdo foi realizada através de luz ultravioleta.

A identificacdo dos compostos foi realizada por meio de RMN modelo
Bruker 400, pertencente ao Instituto de Pesquisas de produtos Naturais da UFRJ
(IPPN-UFRJ) e modelo Advance lll do Departamento de quimica da PUC-Rio,
analisadas em cloroférmio ou metanol deuterados.Os espectros de ressonancia
nuclear magnética apresentam valores de deslocamento quimico (&) expressos
em PPM em referéncia ao tetrametilsilano (TMS) para o RMN!H e ao sinal do
cloroférmio ou do metanol para o RMN*3C. As constantes de acoplamento foram

expressas em Hertz.
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Os espectros de infra-vermelho foram adquiridas pelo aparelho de
Infravermelho do Departamento de Quimica da UFRJ, utilizando pastilhas de
KBr.

Os espectros de massas e 0s cromatogramas foram obtidos pelo
aparelho de cromatografia-gasosa acoplada ao detector de espectro de massas
modelo Trace Ultra, Injetor automatico Thermo Scientific Triplus e um
espectrébmetro de massas tipo quadrupolo Thermo Scientific modelo ISQ do
LABMAN do Departamento de Quimica da PUC-Rio.

12.2
Procedimentos experimentais:

Sintese do N-tosil-orto-iodo anilina (55b)

52 106 55b

Adicionou-se orto-iodo-anilina (52) (4,6 mmoL, 1g) e cloreto de tosila (6,9
mmoL, 1311 mg) em uma solugdo de 10 % de piridina seca (6,0mmoL) em
diclorometano e a reagdo foi mantida sob refluxo a 40°C por 4 horas. ApGs o
término da reag&o evaporou-se 0 solvente e a purificacdo foi realizada através
da recristalizagdo usando mistura de etanol/hexano seguido de sucessivas
lavagens com hexano. O produto puro 55b foi obtido como um sélido branco em

75% de rendimento.

FM: C]_3H12INOZS
PM: 372 g/mol
Pf: 94°C

RMN*H (CDCls, 400 MHz): & (ppm): 7,65 — 7,59 (m, 4H), 7,31 — 7,26 (m, 1H),
7,20 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,81 (ddd, J = 7,9, 7,5, 1,5 Hz, 1H), 2,36 (s, 3H).
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Sintese dos alcoois substituidos (107a, 107b, 107c).

R4 R4
R, NaBH, R,
—_—
Rj MeOH Rs
R, O R, OH
84 107
a.R'=OMe, R2=H,R3=H,R%=H a.R'=OMe,R?=H,R*=H,R*=H
b.R'=H,R2=OMe, R3=H,R*=H b.R'=H,R>=OMe,R3=H,R*=H
c. R'=H.R?=H R%=OMe, R*=H c..R'=H,R?*=H,R*=OMe,R*=H
d..R1=R4=OMe, R2=R3=H d..R1=R4=OMe, R2=R3=H

A uma solucdo contendo 1,0g (5,7 mmolL) de tetralonas comerciais
substituidas em 7,76 mL de metanol (191,7 mmoL) sob agitagdo constante,
foram adicionados lentamente 429 mg de NaBH. (11,4 mmoL) e mantida a
temperatura ambiente por 40 minutos. Apds este tempo, adicionou-se HCI 5%
para neutralizacdo do meio reacional até obter o pH acido. A fase orgéanica foi
extraida com Acetato de etila (3x 30 mL) e NaCl (sol saturada) (3x 10 mL)
secada com Na,SO. anidro e o solvente evaporado em rota evaporador e 0s

tracos de solvente foram eliminados em sistema de alto vacuo por 1h.

FM: C11H1402
PM: 178 g/mol

5-metoxi-1, 2, 3,4-tetrahidronaftalen-1-ol (107a):

RMNH (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,20 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,07 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 6,76 (dd, J = 8,1, 0,7 Hz, 1H), 4,80 — 4,76 (m, 1H), 3,83 (s, 3H), 2,76 (dt, J =
10,0, 5,9 Hz, 1H), 2,60 — 2,50 (m, 1H), 2,00 — 1,75 (m, 4H).
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6-metoxi-1, 2, 3,4-tetrahidronaftalen-1-ol (107b):

RMNH (400 MHz, CDCls) &(ppm): 7,30 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,74 (dd, J = 8,5, 2,5
Hz, 1H), 6,60 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 4,71 (d, J = 4,5 Hz, 1H), 3,76 (s, 3H), 2,82 —
2,73 (m, 1H), 2,72 — 2,62 (m, 1H), 2,00 — 1,81 (m, 4H).

7-metoxi-1, 2, 3,4-tetrahidronaftalen-1-ol (107c):

RMNH (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,21 — 7,12 (m, 1H), 7,05 (d, J = 7,7 Hz, 1H),
6,74 (dd, J = 8,1, 4,2 Hz, 1H), 4,78 — 4,74 (m, 1H), 3,81 (s, 3H), 2,79 — 2,69 (m,
1H), 2,52 (dt, J = 14,8, 7,0 Hz, 1H), 1,96 — 1,74 (m, 4H).

5,8-metoxi-1, 2, 3,4-tetrahidronaftalen-1-ol (107d):

RMNH (400 MHz, CDCls) & (ppm): 6,72 — 6,65 (m, 2H), 5,02 (t, J = 4,4 Hz, 1H),
3,84 (s, 3H), 3,77 (s, 3H), 2,78 (dd, J = 22,3, 4,6 Hz, 1H), 2,52 — 2,41 (m, 1H),
2,04 — 1,68 (M, 4H).

RMNC (101 MHz, CDCls) 8(ppm): 152,57 (C), 152,06 (C), 129,04 (C), 128,75
(C), 109,36 (CH), 107,83 (CH), 64,03 (CH), 56,38 (CHs), 56,23 (CHa), 30,90
(CHy), 24,28 (CH.), 18,48 (CH>).
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Sintese dos dihidronaftalenos substituidos (100a, 100b, 100c).

"0
R _—

Ry OH H4PO,, 80°C

R4
107 100
a.R'=OMe,R2=H,R3=H,R*=H a.R'=OMe,R?=H,R3=H,R*=H
b.R'=H,R?=0OMe,R3=H,R*=H b.R'=H,R?=OMe,R*=H,R*=H
c..R'=H,R?=H,R3=OMe,R*=H c..R'=H,R?=H,R3=OMe,R*=H
d..R'=R4=0OMe, R?=R3=H d..R'=R*=0Me, R?*=R*=H

A uma solucdo contendo 980mg, (5,5mmoL) de tetrahidronaftalendis
substituidos (107a, 107b, 107c, 107d) e THF destilado 8,5 mL (105 mmol),
adicionou-se 0 H3PO, (85%, 4,5 mL) e a reacéo foi mantida sob refluxo a 80°C
com um bolhémetro por 2,5h. ApOs a observagdo da formacdo da olefina em
CCD, adicionou-se uma solugdo de NaHCOs; saturada até a neutralizacdo do
meio reacional monitorando com fitas de pH. A mistura foi concentrada no
rotaevaporador e posteriormente extraida com acetato de etila (3x30 mL) e
solucdo de NaCl saturada (3x 10mL) e secada com Na,SO, anidro. Apés a
evaporagdo do solvente, eliminaram-se os tragos deste por 1h em sistema de

alto vacuo.

FM: C11H120

PM: 160 g/mol

5 - metoxi-1,2-dihidronaftaleno (100a):

RMN!H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,11 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 8,2 Hz,
1H), 6,67 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 6,02 (m, 1H), 3,83 (s, 3H),
2,79 (t, J = 8,4 Hz, 2H), 2,33 — 2,26 (m, 2H).

6 - metoxi-1,2-dihidronaftaleno (100b):

RMNH (400 MHz, CDCls) & (ppm): 6,95 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 6,68 (d, J = 6,1 Hz,

2H), 6,41 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 5,93 — 5,85 (m, 1H), 3,79 (s, 3H), 2,77 (t, J = 8,1
Hz, 2H), 2,29 (dd, J = 11,5, 7.5 Hz, 2H).
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7 - metoxi-1,2-dihidronaftaleno (100c):

RMN*H (300 MHz, CDCls) &(ppm): 87,12 (t, J=7,9 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 6,68 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 6,07 — 5,99 (m, 1H), 3,83
(s, 3H), 2,79 (t, J = 8,5 Hz, 2H), 2,34 — 2,25 (m, 2H).

5,8 - dimetoxi-1,2-dihidronaftaleno (100d):

RMN*H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 6,81 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 6,67 (g, J = 8,9 Hz,
2H), 6,08 — 6,01 (m, 1H), 3,78 (s, 6H), 2,76 (t, J = 8,4 Hz, 2H), 2,25 (dd, J = 11,0,
8,2 Hz, 2H).

RMN3C (100 MHz, CDCls) &(ppm): 151,17 (C), 150,08 (C), 128,72 (CH), 125,54

(C), 124,70 (C), 122,17 (CH), 110,56 (CH), 109,37 (CH), 56,76 (CH3), 56,70
(CH3), 22,87 (CH2), 20,65 (CH>).

Azarilagdo de diidronaftalenos substituidos (97a, 97b, 97c¢).

N 0 Pd 10% mol
g’ AgCO3
\©\ Acetona

Refluxo

a.R1 =OMe,R2=R3=R4=H
b.R»] =H,R2=OM9,R3=R4=H
C.R1 =R2=R4=H,R3=OM9
d.R,=R,=OMe,R,=R3=H

A uma solugéo em agitagédo de diidronaftaleno substituido (6) (2,9 mmoL,
476 mg) em acetona, foi adicionado N-tosil-orto-iodoanilina (3) (3,6 mmoL, 1328
mg), Ag-COs (3,6 mmolL, 982 mg) e Pd (OAc). 10 mol% (0,3 mmoL, 67 mg). A
mistura reacional foi refluxada por 12 horas. ApOs este tempo, a mistura foi
resfriada, filtrada em celite e eluida com acetato de etila. O solvente é entédo
evaporado e a massa residual foi purificada por cromatografia em coluna de gel

de silica e o produto foi obtido como um sélido amarelo com a deteccdo de

impurezas sendo necessaria uma recristalizagdo com metanol.
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4-metoxi-11-tosil-6,6a, 11,11a-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (97a).
FM: C24H23NO3S

PM: 405,14

PF: 205 °C -208°C

RMNH (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,60 (dd, J = 14,1, 7,9 Hz, 2H), 7,51 (d, J =
8,3 Hz, 2H), 7,23 — 7,12 (m, 4H), 7,09 (t, J = 7,0 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 7,1 Hz, 1H),
6,68 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 5,41 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 3,73 (s, 3H), 3,05 — 3,00 (m,
1H), 2,74 — 2,66 (m, 1H), 2,36 (s, 3H), 2,22 — 2,10 (m, 2H), 1,95 — 1,84 (m, 1H).

DEPT 90: RMN®C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 129,57 (CH), 127,82 (CH),
127,06 (CH), 126,86 (CH), 125,69 (CH), 123,31 (CH), 122,64 (CH), 120,15 (CH),
108,46 (CH), 64,09 (CH), 39,01 (CH).

DEPT 135: RMN®C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 129,57 (CH), 127,82 (CH),
127,06 (CH), 126,86 (CH), 125,69 (CH), 123,31 (CH), 122,64 (CH), 120,15 (CH),
108,46 (CH), 64,09 (CH), 55,31 (CH3), 39,01 (CH), 22,36 (CH,), 21,52 (CHs),
17,31 (CHo).

RMNC (100 MHz, CDCls) 8 (ppm): 155,82 (C), 143,79 (C), 142,10 (C), 136,16
(C), 135,75 (C), 135,36 (C), 129,56 (CH), 127,82 (CH), 127,06 (CH), 126,86
(CH), 126,68 (C), 125,69 (CH), 123,31 (CH), 122,64 (CH), 120,15 (CH), 108,46
(CH), 64,09 (CH), 55,31 (CHs), 39,01 (CH), 22,37 (CH.), 21,56 (CHs), 17,31
(CH).

3-metoxi-11-tosil-6,6a, 11,11a-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (97b).
FM: C24H23NO3S

PM: 405,14

PF: 168°C- 169°C

RMN*H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,89 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 7,9 Hz,
1H), 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,22 — 7,13 (m, 3H), 7,10 (td, J = 7,4, 0,9 Hz, 1H),
7,03 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 6,84 (dd, J = 8,7, 2,6 Hz, 1H), 6,44 (d, J = 2,6 Hz, 1H),
5,39 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,12 — 3,06 (m, 1H), 2,56 — 2,41 (m, 2H),
2,36 (s, 3H), 2,12 (dd, J = 13,8, 3,9 Hz, 1H), 2,02 — 1,91 (m, 1H).
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RMN®C (101 MHz, CDCls) & (ppm): 158,61 (C), 143,79 (C), 142,05 (C), 138,94
(C), 136,10 (C), 135,62 (C), 131,95 (CH), 129,55 (CH), 127,86 (CH), 127,00
(CH), 126,46 (C), 125,64 (CH), 123,35 (CH), 119,95 (CH), 113,08 (CH), 112,44
(CH), 63,80 (CH), 55,15 (CHs), 39,36 (CH), 25,01 (CH.), 23,52 (CH,), 21,56
(CHa).

2-metoxi-11-tosil-6,6a, 11,11a-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (97c).
FM: C24H23NO3S

PM: 405,14

PF: 177°C-180°C

RMN*H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 7,66 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,57 (dd, J = 18,4,
5,5 Hz, 3H), 7,27 — 7,12 (m, 4H), 7,08 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,88 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 6,76 (dd, J = 8,4, 2.7 Hz, 1H), 5,40 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,13 —
3,07 (m, 1H), 2,49 — 2,43 (m, 2H), 2,41 (s, 3H), 2,14 (dt, J = 11,7, 3,9 Hz, 1H),
2,05 — 1,96 (m, 1H).

RMN*3C (100 MHz, CDCls) &(ppm)= 158,36 (C), 143,83 (C), 142,06 (C), 136,11
(C), 135,50 (C), 135,25 (C), 129,58 (C), 129,56 (CH), 128,98 (CH), 127,84 (CH),
127,01 (CH), 125,66 (CH), 123,32 (CH), 119,98 (CH), 114,94 (CH), 113,68 (CH),
64,15 (CH), 55,33 (CHs), 39,27 (CH), 23,87 (CH>), 23,67 (CH>), 21,56 (CHs).

Oxidacéo de tetrahidro-5H-benzo[a]carbazobis (98a, 98b, 98c).

BBry
CH,Cl,
S
Q (+/-) 98
a.R;=OMe,R,=H,R;=H a.R;=OH,R,=H,R;=H
b.R;=H,R2=OMe,R;=H b.R,=H,R2=OH,R;=H

¢.R;=H,R,=H,R;=OMe ¢.R;=H,R,=H,R;=OH
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Em um baldo contendo uma mistura de metoxi-tosil-tetrahidro-benzo [a]
carbazéis substituidos 35mg (0,09mmolL) e diclometano seco 3 mL (47mmolL)
adicionou-se o reagente BBrz 0,008 mL (0,4mmoL) a 0°C em atmosfera de
Argbnio e manteve-se por 2 horas. ApOs este tempo, neutralizou-se a reacdo
com 20 mL de agua destilada gelada por 20 minutos. A extracdo foi realizada
com diclorometano (3x 15 mL) e a fase organica foi lavada com 15 mL de
solucdo de NaCl saturada e secada com Na,SO4 anidro. O produto apresentou
rendimentos entre 88% e 98% sem necessidade de purificagdo. O

armazenamento destes deve ser feito em atmosfera inerte.

4-hidroxi-11-tosil-6,6a, 11,11a-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (98a).
FM: C23H21N03S

PM: 391,12

PF: 223°C -224°C

RMN!H (400 MHz, MeOD) & (ppm): 7,59 — 7,34 (m, 4H), 7,13 (ddd, J = 39,0,
16,8, 7,9 Hz, 6H), 6,61 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 5,47 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 3,08 — 2,99
(m, 1H), 2,66 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 2,37 (s, 3H), 2,25 — 2,01 (m, 2H), 1,88 (t, J =
14,2 Hz, 1H).

RMN®C (100 MHz, MeOD) & (ppm): 155,12 (C), 145,94 (C), 143,61 (C), 138,21
(C), 137,25 (C ) ,137,29(C) ,130,99 (CH), 129,03 (CH), 128,58 (CH), 127,82
(CH), 127,29 (CH), 126,61 (C), 125,04 (CH), 122,81 (CH), 121,12 (CH), 114,26
(CH), 65,99 (CH), 40,83 (CH), 23,60 (CH>), 21,74 (CHs), 18,71 (CH>).

3-hidroxi-11-tosil-6,6a, 11,11a-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (98Db).
FM: C23H21NO3S

PM: 391,12

PF: 187°C

RMNH (500 MHz, CDCls) & (ppm): 7,78 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,53 (d, J = 7,9 Hz,
1H), 7,43 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,16 — 7,01 (m, 4H), 6,95 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 6,68
(dd, J = 8,5, 2,5 Hz, 1H), 6,32 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 5,30 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,03 —
2,98 (m, 1H), 2,45 — 2,30 (m, 2H), 2,29 (s, 3H), 2,07 — 1,99 (m, 1H), 1,94 — 1,84
(m, 1H).
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RMNC (100 MHz, CDCls) & (ppm): 154,84 (C), 143,85 (C), 142,04 (C), 139,27
(C), 136,17 (C), 135,62 (C), 132,16 (CH), 129,58 (CH), 127,92 (CH), 127,05
(CH), 126,41 (C), 125,69 (CH), 123,39 (CH), 119,95 (CH), 114,44 (CH), 114,09
(CH), 63,88 (CH), 39,41 (CH), 24,84 (CHy), 23,53 (CHs), 21,56 (CHs).

2-hidroxi-11-tosil-6,6a, 11,11a-tetrahidro-5H-benzo[a]carbazol (98c¢).
FM: C23H21N03S

PM: 391,12

PF: 193°C-195°C

RMN®H (400 MHz, CDCls) 8(ppm) = 7,65 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 8,3 Hz,
2H), 7,47 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,27 — 7,11 (m, 4H), 7,07 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 6,85
(d, J=8,3 Hz, 1H), 6,71 (dd, J = 8,3, 2,7 Hz, 1H), 5,35 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 3,13 —
3,06 (m, 1H), 2,48 — 2,43 (m, 2H), 2,41 (s, 3H), 2,16 — 2,08 (m, 1H), 2,06 — 1,96
(m, 1H).

RMNZ*3C (100 MHz, CDsOD) & (ppm): 155,46 (C), 144,22 (C), 141,95 (C), 136,54
(C), 135,37 (C), 135,32 (C), 129,25 (CH), 128,62 (C), 128,39 (CH), 127,31 (CH),
126,87 (CH), 125,56 (CH), 123,34 (CH), 119,30 (CH), 115,73 (CH), 114,62 (CH),
64,25 (CH), 39,28 (CH), 23,32 (CHy), 23,07 (CHz), 20,03 (CHs).

Tentativa de obtencéo da N-tosil-5,8-p-benzo[a]carbazolquinona (99)

Sal de Fremy
KH,PO,

Y

Acetona

Para a tentativa de obtencdo do N-tosil-5,8-p-benzo[a]carbazolquinona
(99) a partir do fenol 98a com sal de Fremy (nitrosodissulfonato de potassio),
empregamos as condi¢bes descritas por ComPain-Batissou e colaboradores
(COMPAIN-BATISSOU et al., 2004). Em 0,09 mmoL de fenol 98a dissolvidos em
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acetona, acrescentamos 0,23 mmol de sal de fremy dissolvidos em uma solucdo
aquosa com 0,024 mmoL KH>PO4Durante 3 horas, a cada 20 minutos, verificou-
se por TLC que havia somente o material de partida confirmado pelo espectro de
RMN'H e pelo espectro de massas no qual identificou somente um ion molecular

m/z=391, enquanto que o ion molecular esperado da quinona era de m/z 405.
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—108 46

(CH), 108,46 (CH), 64,09 (CH), 39,01 (CH).
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Espectro 6: RMN 13C Dept 90 do produto (97a)
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cenTRaL ANALTRCL | T i 7T oo
10-04-15 L
Quimico Resp-ifosana Garmde: RMIN'3C (100 MHz, CDCly) 8(ppm)= 129,57 (CH), 127,82 (CH), 127,06 900
(CH), 126,86 (CH), 125,69 (CH), 123,31 (CH), 122,64 (CH), 120,15 800
(CH), 108,46 (CH), 64,09 (CH), 55,31 (CH3), 39,01 (CH), 22,36 (CH2), 700
21,52 (CH3), 17,31 (CH,). 600
~500
-—4DD
. -
1 YT ! ' "‘EDD
I N
—— _ ——r————————. o #
OMe ‘ _—-1uu
,-~’l~‘:f~ T --200
PPN
o
/T:?“\./\S\\O ) -—-suu
M A
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110 100 a0 80 70 &0 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 7: RMN*3C Dept 135 do produto (97a)
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13C em CD{I3 I 17 7 LS | [ | | \Ta
Central Analitica - DQ 19
Quimico Resp.:Rosana Garrido. =
< foosae RMN ~C (100 MHz, CDCls) 8 (ppm)=155,82 (C), 143,79 (C), 142,10 (C),

136,16 (C), 135,75 (C), 135,36 (C), 129,57 (CH), 127,82 (CH), 127,06
(CH), 126,86 (CH),126,68 (CH) 125,69 (CH), 123,31 (CH), 122,64 (CH),
120,15 (CH), 108,46 (CH), 64,09 (CH), 55,31 (CHz), 39,01 (CH), 22,36

(CH3), 21,52 (CH3), 17,31 (CH>).

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Espectro 8: RMN*3C do produto (97a)
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Espectro 9: Espectro de massas de baixa resolugdo produto (97a)
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RMN 1297-2015

Oper.: Francisco Santos
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(s, 3H), 2,82-273 (m, 1H), 2,72—=2,62 (m, 1H), 2,00 = 1,81 (m, 4H). |
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RMN'H (400 MHz, CDCl3) &(ppm) 7,30 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6,74 (dd, J = In"l
85,25Hz 1H), 6,60 (d, J=22Hz, 1H), 4,71 (d, J= 4,5 Hz, 1H), 3,76 ,Il
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Espectro 10: RMN*H do produto (107b)
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RS0209 ‘i;
Joseane Mendes
RMN 0338-2015
Oper.: Camila Mansur
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RMN'H (400 MHz, CDClz) 8(ppm)= 6,95 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 6,68 (d, J = I"
6,1 Hz, 2H), 6,41 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 5,93 — 5,85 (m, 1H), 3,79 (s, 3H), 'I
2,77 (t, J=8,1Hz, 2H), 229 (dd, J = 11,5, 7,5 Hz, 2H).
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Espectro 11: RMN!H do produto (100b)
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RS0226 ag am%Fs:ssaﬂ 28 -
R5S0226 N frars -
SOLV. CDCI3 AT | Y A |
1H - 19-03-15

RMN'H (400 MHz, CDCls) &(ppm)= 7,89 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 7,9
Hz, 1H), 7,50 (d, J=8,3Hz, 2H), 7,22 - 7,13 (m, 3H), 7,10 (td, J= 7,4, 0,9 Hz,
1H), 7,03 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 6,84 (dd, J= 8,7, 26 Hz, 1H), 6,44 (d, J = 2,6
Hz, 1H), 5,39 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,12 - 3,06 (m, 1H), 2,56 — 2,41
(m, 2H), 2,36 (s, 3H), 2,12 (dd, /= 13,8, 3,9 Hz, 1H), 2,02 - 1,91 (m, 1H).
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Espectro 12: RMN!H do produto (97b)
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Espectro 13: COSY *H do produto (97b)
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Espectro 14: HSQC do produto (97b)
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RMN'"C(100 MHz, CDCls) &(ppm)= 158,61 (C), 143,79 (C), 142,05 (C), 138,94
(C), 136,10 (C), 135,62 (C), 131,95 (CH), 129,55 (CH), 127,86 (CH), 127,00 (CH),
126,46 (C), 125,64 (CH), 123,35 (CH), 119,95 (CH), 113,08 (CH), 112,44 (CH),

[ -

[

6380

s
i

uwi

39.36
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63,80 (CH), 55,15 (CH3), 39,36 (CH), 25,01 (CH), 23,52 (CH3), 21,56 (CH5).
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Espectro 15: RMN3 C do produto (97b)
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RS022_6_Colnado #4802 RT: 50,09 AV: 1 NL: 2,62E5
™ + c Fullms [55,00-450,00]
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250,17

90
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g -Rin - B ~ .. o
Relative ‘PUC Rio - Certificagéo Digital N° 1321695/CA
-

T
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Espectro 16: Espectro de massas de baixa resolucdo do produto (97b)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1321695/CA

mmmmmmmmmm
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

LT i
Joseane Mendes = N ~
RMM 1024-2015

Oper.:Camila Mansur.
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RMN'H (400 MHz, CDCl3) 8 (ppm): 7,21 = 7,12 (m, 1H), 7,05 (d, J = 7,7 Hz,
1H), 6,74 (dd, J=8,1, 4,2 Hz, 1H), 4,78 — 4,74 (m, 1H), 3,81 (s, 3H), 2,79 —
P 2,69 (m, 1H), 2,52 (dt, J= 14,8, 7,0 Hz, 1H), 1,96 — 1,74 (m, 4H).

1.00 -
2.97 —

|
g_
= F
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f1 (ppm)

Espectro 17: RMNH do produto (107c)

133


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1321695/CA

134

RSO11A Tng RIE> P¥IMWImas 3 222 BRRERZE 11400
- OFR: Robertp v $  ® § $PE 2% 57 " R i iy
eSS s 12T | G
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RMN'H (300 MHz, CDCls) & (ppm)= 7,12 (t, J=7,9 Hz, 1H), 6,75 (d, J 1100
| =81Hz, 1H), 6,68 (d, J=7,7 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 6,07 - |
.’I | lI .I
X 5,99 (m, 1H), 3,83 (s, 3H), 2,79 (t, J = 8,5 Hz, 2H), 2,34 — 2,25 (m, 2H).
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Espectro 18: RMN'H do produto (100c)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1321695/CA

mmmmm

LR L S

0128 1h2 93585 RRASLYRD ESERRSLER

—3.90
.12

1

A0

i)
L3.08
A7

45

45

L R
JJJJJJJ

S e [l p—— 2

Joseane Mendes

PUC - RIO

RMN 840-2015

Oper.: Francisco Santos

RMN'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm)=7,66 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,57 (dd, J =
18,4,55Hz, 3H), 7,27 - 7,12 (m, 4H), 7,08 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 6,88 (d, J
= 8,4 Hz, 1H), 6,76 (dd, J = 84, 2.7 Hz, 1H), 540 (d, J = 8,5 Hz, 1H),
3,90 (s, 3H), 3,13 = 3,07 (m, 1H), 2,49 — 2,43 (m, 2H), 2,41 (s, 3H), 2,14
(dt, J=11.7, 3,9 Hz, 1H), 2,05-1,96 (m, 1H).
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f1 (ppm)

Espectro 19: RMN*H do produto (97c)

13
12
il

rio

8
7
6

5

2
1

o

135


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1321695/CA

rs0129_apt 5

RS0129 i

Joseane Mendﬁs
PUC - RIO

RMN 1065-2015

Oper.: Francisco Santos
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RMN'®C (100 MHz, CDCl3) 8(ppm)= 158,36 (C), 143,83 (C), 142,06
(C), 136,11 (C), 135,50 (C), 135,25 (C), 129,58 (C), 129,56 (CH),
128,98 (CH), 127,84 (CH), 127,01 (CH), 125,66 (CH), 123,32 (CH),
119,98 (CH), 114,94 (CH), 113,68 (CH), 64,15 (CH), 55,33 (CH3),
39,27 (CH), 23,87 (CHy), 23,67 (CH3), 21,56 (CH3).
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Espectro 20: RMN?*2 C do produto (97c¢)
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Espectro 21: Espectro de massas de baixa resolu¢do do produto (97¢)
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RS 013 ~E33 383 In SETRAN $PEIY SEEESE8UNTIRNG
s & 17 CEERE RIS N I e,
Quimico Resp.:Rosana Garrido. 3
10-07-15 L2600
RMN'H (400 MHz, CDCls) & (ppm) = 6,72 — 6,65 (m, 2H), 5,02
| (t, J = 4,4 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H), 3,77 (s, 3H), 2,78 (dt, J = 9,8, | 240
| 4.6 Hz, 1H), 2,51 — 2,42 (m, 1H), 2,04 — 1,68 (m, 4H). 2200
| -
¢ I ~2000
OMe
1 - 1800
/"\:‘:; T L
HM /’;I_\ /] 1600
OMe OH 1400
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Espectro 22: RMN*H do produto (107d)
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Quimico Resp.:Rosana Garrido. 1500
13-07-15
OMe
./Q::; T 1000
(L)
OMe OH
500
0
I
—-500
RMN™C (101 MHz, CDCls) 8(ppm): 152,57 (C), 152,06 (C), 129,04
(C), 128,75 (C), 109,36 (CH), 107,83 (CH), 64,03 (CH), 56,38 (CH3), --1000
56,23 (CH3), 30,90 (CH2), 24,28 (CH3), 18,48 (CH>).
r-1500
| IléSI | Il‘;SI | IléSI | 1I25 | IliSI | I1I|35I | I9|5IQIEIISISIBIEII?ISI?IDI65I6I0I5I5I5|0I4I5I4IDI3I5 3|IJ 2'5 2|IJ 1I5
f1 (ppm)

Espectro 23: RMN®3 C do produto (107d)
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1H em CDCI3
Quimico Resp.:Rosana Garrido.
10-07-15
OMe
1)
\M\fjﬁ ‘m;f/
OMe
RMN'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm)=6.81 (d, J = 9.8 Hz, 1H),
6.67 (q, J = 8.9 Hz, 2H), 6.08 — 6.01 (m, 1H), 3.78 (s, 6H),
276 J=84Hz, 2H), 225 (dd, J=11.0, 8.2 Hz, 2H).
T T g T T
£2I ;DI éS gﬁl é4 .2 Iﬁb ISQ ISk ISQ I5£ ISE I4E I4¥ I4A I4£ I4h IBE I3¥ £4I ;2I ;D iSI iﬁ £4I 52 éD LS

f1 (ppm)

Espectro 24: RMN'H do produto (100d)
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RS 014

RS 014
13Cem CDO3
Quimico Resp.:Rosana Garrido.
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RMN'C (100 MHz, CDCIs) 8(ppm): 151,17 (C), 150,08 (C), 128,72 2400
(CH), 125,54 (C), 124,70 (C), 122,17 (CH), 110,56 (CH), 109,37 2200
(CH), 56,76 (CH3), 56,70 (CH3), 22,87 (CH>), 20,65 (CH»).
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[)xl‘;v”/\\«l 1600
A -1400

e

OMe -1200

~1000

800
600

400

MMM [NPIPSPHTISRIUNN SPESSHSTYPORNIUEN HRIp X NPGmesa—. F—u

=200

| . : | : | : | : — : | : | —— : - :
160 150 140 130 120 110 100 an a0 70 Ll 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Espectro 25: RMN®3 C do produto (100d)
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Aluna Prof. Camila
1H em Metanol-d
Quimico Regp.:Rosana Garrido. L5000
/ RMN'H (400 MHz, MeOD) & (ppm). 7,59 — 7,34 (m, 4H), 7,13 |
/ (ddd, J= 39,0, 16,8, 7,9 Hz, 6H), 6,61 (d, J=7,7 Hz, 1H), 5,47 (d, L4500
J=8,2Hz, 1H), 3,08 — 2,99 (m, 1H), 2,66 (d, J = 16,8 Hz, 1H), , I
) 2,37 (s. 3H), 2,25 — 2,01 (m, 2H), 1,88 (t, J = 14,2 Hz, 1H). [
=3500
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J\ ~3000
(L ke |
\H\?,;’\\_, P - ,/‘“{;}N ~2500
1]
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\\_ / (+/-) 1500
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1 I|
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T |v. T : T - T T r T T T T T T T ﬁ| - T - T - T - T I__5IJEI
8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)
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JAM
JAM
APT

Quimico Resp.:Rosana Garrido.

1B
1B

AR gHEEon

—155.14
45.94
3
3
3
3
!
2
2
2
2!
2
2
1
65,99
40.83
--23.60
~21.74
~18.71

[ |
Central Analftica - DQ RMN'*C(100 MHz, MeOD) &(ppm)= 155,12 (C), 145,94 (C),
143,61 (C), 138,21 (C), 137,25 (C ) ,137,29(C) ,130,99 (CH),
129,03 (CH), 128,58 (CH), 127,82 (CH), 127,29 (CH), 126,61 (C),

;llﬂD
LIDDD
;QDD
:SDD
;?DD
600
;SDD
400
;BDD
200

100

--100
'—-200
-—-3nn
'—400
[ 500

—-600

,Stl o~ 125,04 (CH), 122,81 (CH), 121,12 (CH), 114,26 (CH), 65,99
L ,L /,J{i,h | (CH), 40,83 (CH), 23,60 (CH=2), 21,74 (CH3), 18,71 (CH>»).
Py |
= "0
/"’L/ (/=) .
I;U I léU I léD 1;0 I léD I 1£U I liD 160 I Qb I éD I ;U Gb I SE I 40 I ;D 25 lb

f1 (ppm)

Espectro 27: RMN*3C do produto (98a)
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100 TH
90 H
E o Hﬂ.-’ - H‘i|
BD: D /N . #;:__.-'
4 =5 -
70- _/ ©
. /T
60 N/  (+-)
50
40—
] 91,07
30—
20—
1 7305
104 96,00 130,10
] 147,04
o
50 100 150

207,03

204,11

200

23614

266,97

250

280,99
308,11 326,95 355,02

300 350

miz

Espectro 28: Espectro de massas do produto (98a)
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400

415,04 455,02 475,04
450
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Anahysis Mams, DrDats\UewadosExternasiloseane M _Camilz-PUC_ESI_pos_JAMO1_18-05-15.d
Method MaFormate_ES|_pos_ 100-800_Lab-Mass.m Cperatar BDAL®E DE
Sample Mame JesezmeM _Camila-PUC_ESI_pos_JAMO1_13-05-15 lesimam 2nk ner TOE 213750.10358
Comment Fluxo:240ulih
Fabca de analise de massas:50-896
FM proposta:C23HZTIN O3 5
MNM:381.124215
M+H:392.131491
MeMz-414.113435
MH:TE3 255706
2N+Me:805.237650
Imlens, +MS5, 01,11, 0min #3-5T
X103
8 4141137
ﬁ.
d -
BO5.23 M0
34
N mpm
- 100 " 200 " 400 500 " a0 T B0 e
Meas.miz # lon Fomula mz em [ppm] miom:e #mSigms Score b & Conf  WRule
23T 113 1 CGIEH1SND ZIT. 1148 a0 118 1 10000 10.0 odd ok oH
1 C1BH1SNO ZIT. 1148 a0 138 1 10000 10.0 odd ok
2580860 1 CI16H14NNaD 255 0568 in 10.0 1 10000 10.0 odd ok
1 C1EH14MNaD 255 068 in 10.0 1 10000 10.0 odd ok H
321212 1 CITHZINNaOE 21316 0z 1121 1 10000 &85 even ok
1 GCZIHZIZNO3E 521315 0g i3z 1 10000 135 even ok H
1 CITHZIMMaOE 352 1316 0s ii1z1 1 10000 &5 even ok D*‘S x“
1 CZIHZIZNO35 3521315 0g 133.2 1 10000 135 even ok =0
1 CZIHZIZNO3E 352 1315 0a 133.2 1 1000 1325 even ok
414 1137 1 CZIHZINN=a03S 4141134 0.7 1.2 1 10000 125 even ok
B05.2ZITD 1  C4GH42NZNa0E5Z  BD5.23TE 0z .o 1 10000 265 even ok |i+f.J
2 C4BH41M20E52 8052401 ir 2ra 2 13EZ I35 even ok
3 CSSHITNZOS52 8052342 -3.6 G318 3 554 3BE5 ewven ok
1 C44H43IMIMN320652 8052352 -2.2 73 1  5E40 235 even ok
2 C4EH4ZMZMa0E52  805.23TE 0s 7.0 2 10000 265 even ok

Espectro 29: Espectro de massas de alta Resolucéo (98a)
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Jam1

..J,J|[.w
JGLL
L9¢l g¢ I
ror| m_,u
~LGPe 5
| I I I I I I
g & 8 88 @ 8 8

(94) BlOUBWISUE] |

VO/S69TZET oN [e1b1a ordeoua)d - o14-ONd

3500 3000 2500 2000 1500 1000

4000
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Espectro 30: Infravermelho do produto (98a)
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022“332"120 o | | RMN'H (500 MHz, CDCls) 8(ppm)= 7,78 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,53 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,16 — 7,01 (m, 4H), 6,95 (d, J = 7.4 1o

Hz, 1H), 6,68 (dd, J = 8,5, 2,5 Hz, 1H), 6,32 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 5,30 (d, J L,
= 8,5Hz, 1H), 3,03 — 2,98 (m, 1H), 2,45 —2,30 (m, 2H), 2,29 (s, 3H), 2,07 [
—1,99 (m, 1H), 1,94 — 1,84 (m, 1H). f

s

s

L

s

e

L

I I Y T ™ T I
£ =& R 3 g ] & g £ = A
= = - - - = = -— - - —
T T T T T T | T T T | T T _-1
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Espectro 31: RMN*H do produto (98b)
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JAM 3B 5 SRRSIEREETERE T3 ® - T ma 1000
JAM 38 5 PEEABGRARANIE I E EE
AT WANSSNEA 7TV | 77 Looo
RMN'?C (100 MHz, CDCls) & (ppm)=154,84 (C) 143,85 (C), 142,04 |

=800

(C), 139,27 (C), 136,17 (C), 135,62 (C), 132,16 (CH), 129,58 (CH), !
T \j J/H 127.92 (CH). 127.05 (CH). 126.41 (C). 125.69 (CH), 123.39 (CH), |
- N_[ ] 119,95 (CH), 114,44 (CH), 114,09 (CH), 63.88 (CH), 39.41 (CH), [™”
Oss5o 24.84 (CH,), 23,53 (CH.), 21,56 (CHs). >
'{./_ ‘}. P | =400

\:\._;._ _.f'-’(f I\+"l_.J I I | - r
/ 300
-—-ZDU
=100

=0
=-100
=-200
=300
=-400
=500

1;0 I l.lISD ‘ 1;1] 1 ldl-ﬂ ' ].;CI ' 120 ' 110 ' 100 I Qrﬂ 1 BII] ' ?‘Il} ' EIU ' 50 ’ 40 ‘ 3r[I 1 ZrD ‘ IID

f1 (ppm)

Espectro 32: RMN3C do produto (98b)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1321695/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1321695/CA

149

JAMO3_1_014#5463 RT: 5560 AV: 1 NL: 3,52E4
T. + c Full ms [55,00-450,00]
236,32

—
=
T

wo
(=]

[==]
o]

-]
=

(@]
o

=
=

39123

[ %)
L]

207,41

Relative Abundance
M on
= =
pe e v bvv e b bevva v by b ber g
=
S
T
u

204,43

—a
=

281,28

91,32

?311'4 | 115,29 130,37 165,38 “ I‘HI | 255;,30 | 327,34 34131 35521 | 429.20
L oLl I I| | Ll Lt .. Lod ul I, Iy ) 1 :

AN
100 150 250 300 350 400 450
m/z

L]

Espectro 33: Espectro de massas de baixa resolucdo do produto (98b)
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Mams. DiDatz\Ueswades \ExtemasiloseaneM _Camila-PUC_ES|_pos_JAMOI_13-05-15.d
Method MaFomate_ES|_pos_100-300_Lab-Mass.m Cperator BOALE DE
Sample Mames JezezneM _Camilz-PUC_ESI_peos_JAMO3Z_13-05-15 esfimam ent mieroToE 213750.10368
Comment Fluxo:240ulsh
Faies de anslise de massss:50-895
FM proposta:C23H2ZTIMNO2 5
MWM:381.124215
ME+H:392.1314891
MeMz-414.113435
MEH:TE3.255T 06
2h+Ma:805.237650
Intens, | +M5, 0.1-1.0min #3-59
w106
4141138
0.8+
0.6+
0.4+
BO5.2374
0.2+
23610858
0.0 r — .
100 200 300 400 500 Toa BOO miz
Meas.mfz # lon Formuls mz e [ppm] miinms #mSigme, Score  mh e Conf  MRule HO
2361066 1 Ci1GH14NO 2361070 1% 3756 i 16000 105 even ok
280860 1 C16H14NNa0D 255 0968 3 10.0 1 10000 100 odd ok H
1 C16H14NNa0 2550568 31 10.0 i 10000 100 odd ok
321314 1 CZIHZZNO3S 2131156 0z 1323 1 16000 135 even ok
4141128 1 C2ZIHZINN=035 414.1124 iR 1.7 i 10000 135 even ok H B
1 CZIHZINN=035 414.1124 0.5 1.7 1 16000 135 even ok GE\S’:_‘
8052374 1 C4BH41NZ20OESZ B05.2401 33 281 1 10000 255 even ok =0
2 CEBH3ITNZOSZ 5052342 -4.0 638 2 1582 3B5 even ok
1 C4BH4ZNZN=0652 BDE.ZITE 03 7.4 1 100.00 265 even ok
B2T. 2137 1 CSE5H3IGNZN=052 B27.2161 28 1371 1 10000 3B5 even ok |:+-'r—}

Espectro 34: Espectro de massas de alta Resolucéo (98b)
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— JAM3

1
200

1000

SVA 4

| |
3000 2500 2000 1500

3500

I 1 1
- - ]
L =t Lo

70
60 -

(9%) eloUBjIWISURY |

VO/SB9TZET oN [enbiq oedesynia)d - o14-ONd

20 -

10
4000
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Espectro 35: Infravermelho do produto (98b)
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Central Analitica
Quim.Resp.:Rosand
11-05-15

0.91-1

185~
077~
- 3.?5-1

T nez—

0.88 —T

. e P P D 8D WD D WD D

mmmmmmmmmmmmmm

536
S5 34

RMN'H (400 MHz, CDClz) &(ppm)= 7,65 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,54 (d, _
J=83Hz, 2H), 7,47 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,27 = 7,11 (m, 4H), 7,07 |

(1 (d,J=7,4Hz, 1H), 6,85 (d, J = 83 Hz, 1H), 6,71 (dd, J = 8,3, 2,7 Hz, '|

1H), 5,35 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 3,13 — 3,06 (m, 1H), 2,48 — 243 (m,
2H), 2,41 (s, 3H), 2,16 — 2,08 (m, 1H), 2,06 — 1,96 (m, 1H).

4 088

!

24000

4 1-23000

22000
lZIDDD
LZDDDD
19000
LIBDDD
ll?DDD
_1GDDD
LISDDD
;14DDD
LIBDDD
12000
LIIDDD
LlDDDD
_QDDD
;SDDD
L?EIEIEI
LGDDD
3000
;4DDD
LBDDD
-ZDDD
;IDDD
Lo

r-1000

1.57

[S—

S
lioe A
e —

.

0931
1.00

—
78 76 74 72 70 6.8

—— —— —_—-
6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2
f1 (ppm)

o247

[y
=1

Espectro 36: RMN!H do produto (98c)
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]

o .
L] - ' ‘
|
g Q’ .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
2 (ppm)

Espectro 37: COSY!H do produto (98c)

f1 (ppm)
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;1200
LllDD
LIDDD
;QDD
;SDD
;?DD
600
LSDD
l4DD
;3DD
;EDD

100

;-IDD
_ -200
_—-BUU
'—-4IJIJ
-—-EDD
L—-ﬁDD
- -700

800

jamzac_apt 2 RE LRANSSRERARANY 0 2 mno
JAM2AC g IE REARRIRSLIESS 3 z LR
ijlfjsga_n;lg’lendes | |1 5y e Wl
RMN 1181-2015
Oper.: Francisco Santos
RMN'™C (100 MHz, CD3s0OD) & (ppm)=155,46 (C), 144,22 (C), 141,95 (C),
136,54 (C), 135,37 (C), 135,32 (C), 129,25 (CH), 128,62 (C), 128,39 (CH),
127,31 (CH), 126,87 (CH), 125,56 (CH), 123,34 (CH), 119,30 (CH), 115,73
(CH), 114,62 (CH), 64,25 (CH), 39,28 (CH), 23,32 (CH3), 23,07 (CH>), 20,03
(CHs).
L
HO™ N S NS
H N H ,,«;J
O;—_—S:__O
e
Y/ (+H)
/
l;U | léD | 1;0 I 140 130 150 liU I 160 | ;U | gD ?b | ﬁb I SB 4b 35 20 ;D
f1 (ppm)

Espectro 38: RMN*2C do produto (98c)
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Jam2_01#4242 RT: 51,11 AV: 1 NL: 1,22E6
T f0:0} + c El Full ms [50,00-500,00]

S 00 236,21
9 ]
S 7
% QD__ ’f:"‘*wf/.x“]
; : E_\- 'h-\.II zlL\
g 803 HO” T U TN
a o N _/
Q. 704 /%0 )
(] P—
1o ] s !
. '%__49 (+/-) 207,03
TO - Iy
£ . /
_E'Q ]
=% 50+
=
-
T 40
o 404
r 3
30
. 91,00
20
1 8389 281,03 391,09
104 9596 133,13 ’
n 176,92
. 296,03 327,02 355,14 41524 44138 47516

]

50 100 150 200 250 300 350 400 450
mJz

Espectro 39: Espectro de massas do produto (98c)
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lirisns.

wis
ﬂ -

2141149

+MS, 0.1-1.Ormin #3-58{

BOS 37T
274138 482 1002 S50.8275 h_
100 200 300 400 500 800 800 iz
Meas. miz # lonFormuls m/z emr[ppm] mSigma #mSigma Score rdb & Conf M-Rule
213 1 C1SHIENO 2371148 43 55 1 10000 100 oM i
2530968 1 CIGH14NMNE0 2530958 13 104 1 10000 100 oH i
1 C1GH14NNI0 2530958 13 100 1 10000 100 oH i
2 CHHI9NNa20S 2530977 50 364 2 &5 20 od i
M8 1 CIIHIINNEOIS 141134 -15 130 1 10000 115 aven i
I CIEH1EN03 4121125 -39 413 2 MAE 25 e i
1 CI3HIINNaOIs 4141134 -15 130 1 10000 135 awen i
3052377 1 CETHIENNE0S 8052410 41 553 1 10000 400 oH i
1 CS5HITMNEI0S 8052385 11 | 1 1000 0 od i H
7 CETHIENNE0S 8052410 41 553 2 1100 400 o i
a7 202 1 CSmITNEIOes 87720 o 587 110000 355 s o HO
1 C5EH3ENa0LE &7 2 in 544 1 10000 385 awven i N
1 CEHIINE0L &27.2133 -1 .4 1 100100 4315 awen i Dqsf
1 CoEHEININZROSED A9 a7 T2 1 10000 265 aven i =0
1  CEHAONINADESZ  armaEEm 22 831 1 100100 295 awan i
1 CHHIENINEDSS &7 2155 -13 5.4 1 10000 345 awven i
1 CS8HITHIDOLE &7 2o ad 587 1 10100 355 awen i
1 C5EH3ENa0LE &7 2 in 544 1 10000 385 awven i |:+-'r—}
1 CEHIINE0L &27.2133 -1 .4 1 100100 4315 awen i
1 CoEHEININZROSED A9 a7 T2 1 10000 265 aven i
1  CEHAONINADESZ  armaEEm 22 831 1 100100 295 awan i
1 CEHAINIMaDSSZ  arTIERM 22 831 1 10000 295 awen i
1 CHEHAININEROSE? BTN -a7 T2 1 100100 265 awen i
1 CEHAINIMaDSSZ  arTIERM 22 831 1 10000 295 awen i
1 CRTHASM NI IS RITFFHA 33 3R i 16K1 (W1 A0 ol [

Espectro 40: Espectro de massas de alta resolucao do (98c)
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Espectro 41: Infravermelho do produto (8c¢)
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