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RESUMO

O mesilato de imatinibe foi o primeiro representante da classe dos inibidores uc
tirosina quinase (ITK) Bcr-abl para o tratamento da leucemia mieloide crénica
(LMC). Posteriormente, outros farmacos de segunda e terceira geracdao foram
introduzidos na terapéutica, proporcionando um aumento da sobrevida do paciente.
No entanto, todos os ITK Bcr-abl tém apresentado mecanismos de resisténcia,
exigindo a busca de novas opcOes terapéuticas. A isatina € um nucleo altamente
versatil para a preparacao de novas substancias, e varios exemplos de ITK podem
ser obtidos a partir dela. Este trabalho teve como objetivo o planejamento, a
sintese, caracterizagdo de novas substancias e a sua avaliacdo
antimieloproliferativa, frente a células da linhagem K562, que expressam a enzima
tirosina quinase Bcr-abl constitutivamente ativa. Foram planejadas cinco moléculas
hibridas, contendo o esqueleto FAP (fenil amino-pirimidina), principal fragmento
farmacoforico do imatinibe, e a isatina; e dez analogos ao imatinibe. Estes novos
compostos foram sintetizados através de metodologias simples, sendo obtidos com
elevado grau de pureza. Ao todo, foram sintetizados vinte e cinco produtos, sendo
dez intermediarios e quinze novos ITK. Todos os novos inibidores foram avaliados
frente as células K562. Os resultados indicaram que os hibridos foram inativos, e na
série dos andlogos ao imatinibe trés moléculas se mostraram mais ativas,
apresentando uma reduc¢éo da viabilidade celular com valores entre 0,51 uM e 1,82
UM, sendo este valor proximo ao padrao imatinibe (0,27 pM). Os estudos tedricos
de ancoramento molecular mostraram que todas as substancias planejadas podem
atuar como inibidores de tirosina quinase Bcr-abl, uma vez que realizaram

interacfes semelhantes ao padrao nativo.

Palavras chave: leucemia mieloide crbénica, imatinibe, FAP, inibidores de tirosina

quinase e isatina.



ABSTRAT

Mesylate was the first representative of the class of tyrosine kinase inhibitors (ITK)
Bcr-abl for the treatment of chronic myeloid leukemia (CML). Later, other drugs
second and third generation were introduced in therapy, providing increased patient
survival. However, all Ber-abl ITK have shown resistance mechanisms, requiring the
search for new therapeutic options. The isatin nucleus is a highly versatile for the
preparation of new substances, and several examples of ITK can be obtained
therefrom. This study aimed to planning, synthesis, characterization of new
substances and their antimieloproliferativa assessment, compared to K562 cell line,
which express the enzyme tyrosine kinase Bcr-abl constitutively active. Five hybrid
molecules have been planned, containing the skeleton FAP (amino phenyl-
pyrimidine), the main pharmacophore fragment of imatinib, and isatin; and ten
similar to imatinib. These novel compounds were synthesized using simple
methodologies and is obtained with high purity. Altogether twenty-five products were
synthesized, ten and fifteen new intermediate ITK. All new inhibitors were tested
against K562 cells. The results showed that hybrids were inactive, and the series of
the analogs to imatinib three molecules were more active, a reduction of cell viability
with values between 0.51 uM and 1.82 uM, this value being close to the standard
imatinib (0.27 mM). Theoretical studies of molecular anchoring showed that all
scheduled substances can act as inhibitors of tyrosine kinase Bcr-abl, since

interactions conducted similar to the native pattern.

Keywords: chronic myeloid leukemia, imatinib, FAP, tyrosine kinase inhibitors and

isatin.
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“‘Assim como casas sao feitas de pedras, a
ciéncia é feita de fatos. Mas uma pilha de
pedras ndo € uma casa e uma colecao de

fatos ndo é, necessariamente, ciéncia”.

(Jules Henri Poincare)

“Sabio é aquele que conhece os limites da

propria ignorancia.”

(Sécrates)
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1. INTRODUCAO

Cancer € um termo genérico para denominar um grande grupo de doencas
gue tem em comum o crescimento desordenado das células. Uma caracteristica do
cancer é a multiplicacdo rapida de células anormais, que se estendem para além
dos seus limites habituais e podem invadir partes adjacentes do corpo ou se
espalhar para outros 0rgaos, sendo esse processo conhecido como metastase
(INCA, 2015a).

Ele € um dos principais causadores de morte no mundo, sendo responsavel
por 22% do total, em 2012. Aproximadamente 30% das causas de cancer séo
devido a quatro principais fatores de risco: alto indice de massa corporal, reducéo
da ingestdo de frutas e legumes, falta de atividade fisica, elevado consumo de
tabaco e de alcool (WHO, 2015). No Brasil, as previsdes apontam para a ocorréncia
de aproximadamente 576 mil novos casos, em 2015 (INCA, 2015b).

As neoplasias estdo incluidas em um grupo chamado de doencas crbnicas
nao transmissiveis (DCNT). Em 2011, o governo implementou o Plano de Acbes
Estratégicas para o Enfrentamento das DCNT para o periodo de 2011-2022. Esse
plano define e prioriza as acfes e 0s investimentos necessarios para preparar o
pais para enfrentar as DCNT nos proximos anos (PORTAL SAUDE, 2015).

O Globocan é um projeto da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que visa
coletar, organizar e divulgar dados estimativos da incidéncia e mortalidade dos tipos
mais comuns de cancer no mundo. De acordo com esse programa, em 2012, a
incidéncia anual dos tipos de cancer com maior ocorréncia de 6bitos na populacéo
mundial sdo: pulmao, com 1,6 milhdes; figado com 745 mil; estbmago com 723 mil;
colo retal, com 693 mil; mama, com 521 mil; es6fago, com 400 mil; pancreas, com
330 mil; prostata, com 307 mil; leucemias e colo de Utero com 265 mil cada (IARC,
2015).



1.2. Leucemia

O termo leucemia origina-se do grego e significa sangue branco (CONTRAN,
2000). E uma neoplasia que tem como caracteristica o acimulo de células jovens
anormais na medula 0ssea, as quais substituem as células sanguineas normais
(INCA, 2015c). No Brasil, em 2011 o numero de Obitos relacionados a esta
neoplasia chegou em 6.187, sendo 3.277 homens e 2.910 mulheres. Para 2015,
estima-se que esse numero aumente para 9.370, sendo 5.050 homens e 4.320
mulheres (INCA, 2015b).

A leucemia é classificada de acordo com o tipo de célula acometida e com a
velocidade de progressao da doenca (FAUCI et. al., 2008). Se as células afetadas
forem linfoides ou linfécitos € denominada leucemia linfoide. Quando o alvo séao as
células mieloides (células que mais tarde se transformam em eritrocitos, leucocitos
e megacariécitos) é denominada leucemia mieloide (INCA, 2015c). De acordo com
a progressao da doenca ela pode ser classificada em crbnica ou aguda. Na fase
cronica, as células ainda conseguem realizar as funcbes dos globulos brancos,
replicando-se mais lentamente podendo funcionar por um periodo mais longo.

Algumas formas de leucemia crbnica ndo apresentam sintomas iniciais,
podendo nao ser diagnosticadas durante anos. A fase aguda tem inicio depois que
alguns globulos brancos perdem ou danificam a sua sequéncia de acidos
desoxirribonucleicos (DNA), permanecendo imaturos. Estes sdo conhecidos como
células blasticas, que ainda mantém a sua capacidade para se multiplicar. Estas
células, ndo morrem como as normais, e ao se acumularem interferem no
funcionamento de 6rgaos vitais. Além disso, ndo realizam as suas funcdes, pois se
multiplicam mais rapido que o normal, piorando a doenga em um curto espacgo de
tempo. As leucemias agudas requerem um tratamento rapido e agressivo.

Assim, as leucemias podem ser classificadas em quatro tipos mais comuns:
Leucemia Linfoide Crdénica (LLC), comum em adultos com mais de 55 anos;
Leucemia Linfoide Aguda (LLA), prevalente em criancas (2-5 anos); Leucemia

Mieloide Cronica (LMC), acomete principalmente adultos do sexo masculino;



Leucemia Mieloide Aguda (LMA), que € comum em adultos e criancas (INCA,
2015c).

1.3. Leucemia Mieloide Crbnica (LMC)

A Leucemia mieloide cronica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa clonal
de células-tronco pluripotentes, descrita pela primeira vez por John Hughes Bennett
em 1845 (JOSKE, 2008). No final de 1960, os pesquisadores Nowell e Hungerford,
da Universidade da Pensilvania, identificaram um cromossomo anormal presente
nas células leucémicas humanas (GEARY, 2000). Este cromossomo, chamado de
Philadelphia (Ph), é resultado da translocacgdo entre os bracos do cromossomo 9 e
22, sendo encontrado em 95% dos pacientes com LMC (NOWELL &
HUNGERFORD, 1961; DRUKER et al., 2001).

1.3.1. Aspectos Epidemiolégicos

A taxa de incidéncia da LMC é de 7 a 20% de todos os casos de leucemias
(REDAELLI et al., 2004). Embora possa acometer individuos em qualquer faixa
etaria, ele é mais comum entre 40 e 60 anos. Em criancas, a taxa € de
aproximadamente 10% dos novos casos (SAWYERS, 1999).

A LMC ocorre de 1 a 2 casos, em cada 100.000 individuos, sendo mais
frequente em homens do que mulheres (JEMAL et al., 2008). As terapias atuais
promoveram, nos primeiros 2 anos, uma reducdo de 10% na taxa mortalidade, e de
20% nos anos subsequentes. A taxa de sobrevida, que inicialmente era de 10 a
15%, passou para 80 a 90% (XIE et al., 2003).

1.3.2. Caracteristicas Moleculares

Como descrito anteriormente, a principal caracteristica da LMC é a presenca
de um cromossomo acrocéntrico chamado de Philadelphia (Ph) (NOWELL &

HUNGERFORD, 1961), sendo este o primeiro exemplo de anomalia cromossdmica
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relacionada a malignidade especifica. Treze anos ap6s a descoberta do
cromossomo Ph, Rowley determinou que este cromossomo encurtado, era o
produto da translocacao reciproca entre os cromossomas 9 e 22, 1(9:22) (q34;911)
(ROWLEY, 1973) (Figura 1).

Em murinos, os estudos com retrovirus permitiram que fossem identificados
0S oncogenes, ou seja, genes que quando mutados induzem a conversao de
células normais em malignas. Posteriormente, foi demonstrado que o oncogene Abl
(Abelson), responséavel pela leucemia em murinos, normalmente localizado no
cromossomo 9, encontrava-se translocado para o cromossomo 22 em pacientes
com LMC (KLEIN et al., 1982). O ponto de quebra no cromossomo 22 ocorria em
uma pequena regido chamada de “breakpoint cluster region” (Bcr) (GROFFEN et
al., 1984), e em 1990, alguns trabalhos demonstraram que Bcr-abl era suficiente
para induzir a leucemia em um modelo animal, estabelecendo-o como um
oncogene leucémico (DALEY et al., 1990; HEISTERKAMP et al., 1990).

Antes da translocacio Durante a translocacio Depois da translocacio

Quebra nos cromossomos Cromossomos mudados
Cromossomo

Philadelphia
chromosome

< heraBL

i M %—» W=

™

Figura 1. Cromossomo Philadelphia (Ph) - resultado da translocacéo reciproca
entre os cromossomos 9 e 22 (1(9:22)). Apos a translocacéo, € formado o
cromossomo 9 com o braco mais longo e o cromossomo 22 com o bragco mais
curto. O cromossomo 22 encurtado é descrito como o cromossomo Ph
(VASCONCELOS, 2012).



O cromossomo Ph é responsavel por codificar uma proteina com atividade
tirosina quinase mais elevada que a proteina normal, sendo denominada proteina
tirosina quinase Bcr-abl. Esta atividade alterada é responsavel pela transformacao
celular e patogénese da doenca (LUGO et al., 1990).

Em condi¢Bes normais, a proteina Bcr € uma serina/treonina quinase ativada
que regula proteinas envolvidas em diversas vias celulares. O gene Bcr é
considerado um gene supressor de tumor, visto que regula, de forma negativa,
genes que promovem a proliferacdo celular (RESS & MOELLING, 2005). O gene
abl esta presente em células eucaridticas, codifica e realiza um importante papel na
regulacéo da divisdo celular e apoptose (COLICELLI, 2010).

Na fisiopatologia, o oncogene Bcr-abl € responsavel por codificar uma
proteina com atividade tirosina quinase constitutivamente ativa. Ao se ligar com o
trifosfato de adenosina (ATP), esta proteina transfere fosfato para residuos de
tirosina em proteinas especificas. Apés fosforilacdes, ocorre a transducao de sinais
de energia necessarios a proliferacao celular e apoptose de modo anormal, levando
a ocorréncia de LMC (DRUKER et al., 2001). Desta forma, o bloqueio da ligacdo
entre a proteina e o ATP é essencial para a interrupcdo de todas as etapas
subsequentes. A descoberta deste mecanismo foi fundamental para o
desenvolvimento de uma terapia alvo para o tratamento de pacientes com LMC
(FADERL et al., 2000).

1.3.3. Caracteristicas Clinicas da LMC

A fase clinica do paciente com LMC esta dividida em: fase crénica (FC), fase
acelerada (FA) e fase blastica (FB). A maior parte dos casos sdo diagnosticados na
FC, que costuma ser assintomatica, no entanto, alguns pacientes relatam sintomas
relacionados a anemia, como fadiga e perda de peso. Outros sintomas comumente
observados sao, hepatoesplenomegalia e sudorese (BOLLMANN & DEL GIGLIO,
2011; FRAZER et al., 2007; VIANNA & ALMEIDA, 2006; CLARKSON et al., 2003).

Contudo, o maior indicio da doenca é o elevado numero de leucécitos no sangue
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periférico, com predominio de granuldcitos neutrofilos e a presenga de granuldcitos
imaturos como mieloblastos, promieloblastos, miel6citos e metamielocitos
(CLARKSON et al., 2003).

A falta de tratamento ou o desenvolvimento de resisténcias na FC, pode
levar & progressdo para a FA ou FB. Quando isto ocorre, a hematopoiese fica
comprometida e ocorre uma interrup¢cdo na diferenciagdo celular, levando a
substituicdo das células maduras por blastos na medula 6ssea e no sangue
periférico (JAGANI et al., 2008).

A FA é caracterizada por elevado aumento do baco e de células como
basofilos, promieldcitos e blastos na medula 6ssea e/ou no sangue periférico. Nesta
fase, ocorre anemia e trombocitopenia, além de agravamento dos sintomas
constitucionais, tais como, esplenomegalia progressiva e resisténcia ao tratamento
com progressiva leucocitose e/ou trombocitose (VIANNA & ALMEIDA, 2006). Em
meédia 75% dos pacientes em FB descendem da FA (FRAZER et al., 2007).

Na FB ocorrem mutacdes secundarias e acumulo progressivo (>20%) de
células imaturas como mieloblastos e promielécitos na medula éssea ou sangue
periférico. Nessa fase, a anemia se torna mais intensa, podendo ocorrer um quadro
hemorragico com gravidade variavel. Também sdo observados sintomas como
febre e piora do estado clinico de modo geral (VIANNA & ALMEIDA, 2006; MELO &
BARNES, 2007). A média de sobrevida nessa fase é de 3 meses (FRAZER et al.,
2007), devido a resisténcia ao tratamento e das alteragdes moleculares que
acompanham esse evento (ADVANI & PENDERGAST et al., 2002).

Com objetivo de identificar a doenca nos estagios iniciais, Sokal e
colaboradores (SOKAL et al., 1984) analisaram diversas caracteristicas clinicas e
laboratoriais. Eles desenvolveram um sistema baseado em escores, que permite a
classificacdo dos pacientes em trés grupos, de acordo com a sobrevida,
caracteristicas clinicas e laboratoriais. S&o verificados parametros como a idade, o
tamanho do baco, a contagem de plaquetas e o percentual de blastos no sangue
periférico. A cada uma dessas variaveis foi atribuido um peso, e a partir disso, 0s
pacientes sao classificados em risco alto (Sokal >1,2), risco intermediario (Sokal
0,8-1,2) e risco baixo (Sokal <0,8), sendo atribuida uma estimativa de sobrevida

média. A estimativa da mediana de sobrevida calculada pelo método de Kaplan-
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Meier foi de 30 meses para 0s pacientes de alto risco e de 60 meses para os de
baixo risco (BOLLMANN & DEL GIGLIO, 2011).

1.3.4. Tratamento

Os principais objetivos no tratamento da LMC sao:

Obter resposta hematolégica completa (RHC), que considera a leucometria
geral e especifica, numero de plaquetas e tamanho do figado. Estes aspectos
devem ser avaliados através de hemogramas, a cada dois meses apds a
confirmacédo da RHC (Tabela 1) (BACCARANI et al., 2009).

Alcancar resposta citogenética completa (RCC), que é definida pelo nimero de
metafases contendo o cromossomo Ph. Os testes citogenéticos sdo geralmente
realizados em células da medula 6ssea, que sdo coletadas por aspiracdo/puncao
da medula 6ssea. Esta avaliacdo € realizada a cada seis meses e, apds a
confirmacdo da RCC, passa para ser refeita a cada 12 meses (Tabela 1)
(BACCARANI et al., 2009).

Atingir resposta molecular completa (RMC), sendo essa mensurada apos a
RCC. Para este diagnostico sdo utilizados métodos moleculares, com objetivo de
detectar a doenca residual minima (DRM), através da analise dos transcritos do
gene Bcr-abl. A quantificacdo dos transcritos dos Bcr-abl é feita por RT-PCR e a
avaliacdo da RM (RM) leva em consideracdo o numero de transcritos do gene Bcr-
abl. O RT-PCR deve ser realizado a cada 3 meses e, apds a confirmacédo da RMC,
deve ser feita a cada 6 meses (Tabela 1) (BACCARANI et al., 2009).



Tabela 1. Definicdo dos tipos de respostas esperadas no tratamento da LMC,

exames de monitoramento, classificacdo das respostas e periodos em que devem

ser avaliados.

Tipo de Exames de o Acompanhamento da
_ Classificagéo da resposta
resposta monitoramento resposta
(Completa)
Plaguetas
<450 x 10%/L;
Leucometria
<10 x 10%/L; _ )
o Imediata ap6s o
o Auséncia de ) o
Hematologica Hemograma o diagnéstico e a cada 2
mieldcitos,

o meses
promieldcitos

ou mieloblastos;

Basofilos
<5%:;
Baco néo palpavel
Completa 0 _ _
: Ao diagnoéstico e a cada
Parcial 1-35%
_ " o ! 6 meses até RCC. A
Citogeneética Cariotipagem Minor 36-65% i
cada 12 meses apoés o
Minima 66-96%
RCC
Auséncia >96%
Transcritos
Completa nao

o A cada 3 meses até
detectaveis

Molecular RT-PCR alcancar a RMM,
_ Razéo entre _
Maior depois a cada 6 meses
Bcr-abl a
(RMM)
ABL <0,1%

O historico dos tratamentos para a LMC mostra que 0S primeiros compostos
testados foram a quinina (1) (Figura 2) e o ferro, porém o uso destas substancias
ndo apresentou nenhum resultado. Em 1865, o médico alemado Lissauer
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administrou em uma paciente baixas doses de arsénico combinado com iodo e
cloreto de potéassio (KCI). Esse tratamento provocou a diminuicdo do tamanho do
baco, do nimero de células brancas e melhora da anemia, restaurando em
sensacao de bem-estar (GEARY, 2000). Em 1878, Cutler e Bradford estudaram
cientificamente os efeitos do arsénio no hemograma e na doenca. Eles realizaram a
contagem total dos glébulos brancos e vermelhos do sangue e descobriram que a
administracdo desta associacdo, conhecida como solucdo de Fowler, causava a
diminuicdo progressiva do numero de glébulos vermelhos e brancos do sangue
(CUTLER et al., 1878). Mesmo assim, independentemente de sua toxicidade, esta
solucdo continuou sendo utilizada para o tratamento da LMC até a introducdo da
radioterapia, em 1903 (GEARY, 2000).

Quinina

(1)

Figura 2. Estrutura quimica da quinina (1).

Em 1903, Nicholas Senn observou, que o uso de raios-X provocava uma
rapida diminuicdo no baco e a reducdo no numero de leucdcitos. Isto porque eles
impediam a replicacdo celular e causavam a morte das células, promovendo uma
melhora no hemograma e no bem estar do paciente (SENN, 1903). Os beneficios
desta terapia foram tdo evidentes que, pela primeira vez, o termo “remissao”
passou a ser utilizado. Contudo, o uso de raios-X ndo aumentou a sobrevida dos
pacientes, que naguela época néo ultrapassava os trés anos (SENN, 1903).

Outra medida terapéutica utilizada no tratamento da LMC foi a
esplenectomia, que consiste na completa ou parcial remocao cirurgica, do baco. As
primeiras esplenectomias datam de 1863 e a maior parte dos pacientes submetidos

a esta intervencdo encontravam-se em situacao tragica (BRYANT, 1866). Em 1879,
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Gowers afirmou que a esplenectomia era invariavelmente fatal. Contudo a cirurgia
ainda era indicada apenas para tornar os pacientes “mais confortaveis”.
Posteriormente, alguns médicos recomendaram a esplenectomia apés o tratamento
com radioterapia (GEARY, 2000).

O primeiro medicamento citotdxico utilizado no tratamento de LMC foi a
mostarda nitrogenada (2) (Figura 3). Desenvolvida em 1947, na Primeira Guerra
Mundial, a mostarda nitrogenada demonstrou que quando administrada por via
intravenosa causava uma enorme queda no numero de leucécitos. Embora a
melhora clinica fosse significativa, ndo houve aumento na sobrevida dos pacientes
(WINTROBE, 1947).

Em 1952, foi introduzido o primeiro farmaco — bussulfano (3) (Figura 3). Este
medicamento produziu uma remissdo hematoldégica em 42%, gerando uma
sobrevida na fase cronica de 3,8 anos. Ele apresentou maior agdo seletiva em
tecido hematopoiético, particularmente nas séries granulociticas, embora o0s
ensaios clinicos mostrassem que era toxico para o epitélio germinal e para os
pulmdes. Apos varios estudos, com diferentes dosagens do farmaco, verificou que
ele era capaz de controlar as manifestacdes da LMC de modo mais eficiente do que
a radioterapia, especialmente porque poderia ser administrado por via oral. No
entanto, seu uso foi suspenso, devido aos graves efeitos adversos, tais como,
mielossupressao prolongada, fibrose pulmonar, mielofibrose e
endomiocardiofibrose (OSAROGIAGBON & MC GLAVE, 1999).

| 0.2 ,
SATSN TSNS
ci >N /0 P30
Mostarda Nitrogenada Bussulfano
(2) ()

Figura 3. Estrutura quimica da mostarda nitrogenada (2) e do bussulfano (3).

A hidroxiuréia (4) foi outro farmaco que, inicialmente, se destacou pelos seus
excelentes resultados (Figura 4). O seu uso teve inicio em 1972, tornando-0 0
farmaco de escolha, pois produzia uma resposta hematoldgica completa de 80% e
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uma sobrevida média de 4,7 anos, na fase crbnica. Seu mecanismo de acao
consiste na interrupcdo da sintese de DNA, através da inibicdo da enzima
ribonucleotideo-redutase (GUIMARAES, 2006). O farmaco 4, quando comparado a
3 mostrou-se menos toxica, no entanto, ambas as terapias ndo produziram uma
remissdo citogenética ou prevencdo da progressdo da doenca para fase blastica
(HEHLMANN et al., 1993).

No inicio dos anos 80, o interferon alfa comecou a ser empregado na
terapéutica da LMC. A introducdo desta substancia promoveu a remissao
citogenética parcial, que consiste na redu¢do do nimero de cromossomos Ph. Além
disso, o uso deste composto foi essencial para mostrar que um farmaco poderia ser
capaz de aumentar a sobrevida do paciente (KANTARJIAN et al., 2003; TALPAZ,
2001). Por ndo ser um tratamento curativo, oS pacientes que apresentavam
remissdo citogenética faziam terapia de manutencdo, com doses de interferon por
trés vezes semanais, resultando em sobrevida de 5,5 anos (HEHLMANN et al.,
1993). Segundo Kantarjian, dos 274 pacientes tratados diariamente com interferon,
80% alcancaram remissdo hematolégica completa (RHC) e 58% remisséo
citogenética completa (RCC), com sobrevida média de 7,4 anos (KANTARJIAN et
al., 2003; KANTARJIAN et al., 1992). No entanto, as rea¢cfes adversas levaram ao
abandono do tratamento em cerca de 20% dos casos (HAHN, 2003). Outros
farmacos também foram associados ao interferon (KANTARJIAN et al., 2003;
KANTARJIAN et al.,, 1992;). Quando o interferon foi associado a 4 aumentou
significativamente a sobrevida do paciente, se comparado ao uso de 4 em
monoterapia. Foi alcancada uma remissdo hematologica completa em 59% dos
casos e 12% de remissdo citogenética completa (HEHLMANN et al., 1993). A
associacdo com a citarabina (5) (Figura 4) aumentou a sobrevida em 86%, quando
comparado aos pacientes que mantiveram uso de interferon em monoterapia.
Entretanto, a inclusédo deste farmaco na politerapia aumentou a toxicidade do
tratamento (GRATWOHL et al., 1993).
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Figura 4. Estrutura quimica da hidroxiuréia (4) e da citarabina (5).

O transplante de célula tronco hematopoiética (TCTH) comecou em 1986,
sendo muito efetivo no tratamento da LMC, pois é capaz de produzir uma resposta
curativa. Porém, 55% dos pacientes tém idade superior a 60 anos, dificultando o
encontro de um doador compativel e tornando essa modalidade terapéutica restrita
a um pequeno grupo (GUILHOT et al., 1997).

No inicio do século 21, o tratamento da LMC foi revolucionado com o
surgimento de uma nova classe de medicamentos, os inibidores de tirosina quinase
(ITK), que mudou drasticamente a terapia convencional (JABBOUR et al., 2007).
Atualmente, estdo disponiveis para a terapia da LMC cinco ITK: imatinibe (6),
dasatinibe (7), nilotinibe (8), bosutinibe (9) e ponatinibe (10) (Figura 5).
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Figura 5. Inibidores de tirosina quinase de primeira, segunda e terceira geracéo
disponiveis para uso.

1.4. Inibidores de Tirosina Quinase

O primeiro inibidor seletivo da tirosina quinase, a tirfostina (11), foi descrito
em 1988, por Yaish & Colaboradores (YAISH et al., 1988). Posteriormente, estudos
com o uso de técnicas robotizadas de avaliacdo macica de amostras (HTS, do
inglés “high throughput screening”), demonstraram que o esqueleto fenil amino-

pirimidina (FAP;12) apresenta elevado potencial para inibir a forma n&do especifica

da quinase (Figura 6) (CHOI et al., 2010; DRUKER & LYDON, 2000).

13



HO x~CN H \
oy M (I
N. =

OH

Tirfostina (11) Esqueleto FAP (12)

. A
Figura 6. Estrutura da tirfostina (11) e do esqueleto (FAP;12).

Em 1993, Druker e colaboradores sintetizaram e testaram uma série de
moléculas contendo o esqueleto FAP (CAPDEVILLE et al., 2002). Os resultados
mostraram que o imatinibe 6 era capaz de eliminar de forma seletiva as células da
LMC (GOLDMAN, 2000). Com o avanco dos testes clinicos, este farmaco passou a
ser considerado como um “milagre”. Estatisticas demonstraram que
aproximandamente 100% dos pacientes tratados com o mesilato de imatinibe
alcancavam a remisséo total da doenca (HUNTER, 2007).

O mesilato de imatinibe (Glivec®, STI571), revolucionou o tratamento da
LMC, marcando o inicio da era dos “tinibes” (KANTARJIAN et al.,, 2011). No
entanto, posteriormente, alguns pacientes comecaram a apresentar resisténcia a
este farmaco. Este fato mostrou a necessidade de desenvolver novos farmacos
para o tratamento da doenca e eles foram classificados como inibidores de segunda
e terceira geracao. Os novos inibidores tém como alvo mais de uma quinase, sendo
chamados inibidores “multi-quinases”. A segunda geragcdo é composta pelo
dasatinibe (7) e nilotinibe (8) e, a terceira, pelos bosutinibe (9) e ponatinibe (10)
(Figura 5) (QUINTAS-CARDAMA et al., 2010).

1.4.1. Imatinibe

O mesilato de imatinibe foi desenvolvido pela industria suica Novartis, sendo
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 2001, para o tratamento da

LMC (COHEN et al.,, 2012). Ele produz trés principais efeitos em células que
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expressam Bcr-abl, inibicdo da proliferacdo, inducdo de apoptose e inibicdo da
autofosforilacdo do Bcr-abl (GAMBACORTI-PASSERINI et al., 1997; DEININGER et
al., 1997; DRUKER et al., 1996).

O mecanismo de acdo do imatinibe mostra que ele funciona como um
inibidor competitivo do ATP junto a enzima tirosina quinase Bcr-abl. A figura 7A
mostra a oncoproteina Bcr-abl com uma molécula de ATP na quinase. O substrato
€ ativado pela fosforilacdo de um dos seus residuos de tirosina, ativando outras
moléculas efetoras. Na presenca do imatinibe, figura 7B, o sitio de ligacdo do ATP
na proteina € ocupado pelo inibidor e a acdo da Bcr-abl é inibida devido o substrato
nao sofrer mais a fosforilacdo, desta forma ocorre o bloqueio da atividade desta
tirosina quinase. Este bloqueio previne a transducdo de sinais de energia
necessarios a proliferacéo celular e apoptose. Além disso, o imatinibe inibe o c-Kit
(fator antiplaquetério) e o PDGFR (receptor do fator de crescimento derivado de
plaguetas) (SAVAGE & ANTMAN, 2002).

Tirosina

Fosfato

l Tirosina

Imatinibe

Substrato

Fostato Tirosina 1 Tirosina *

LMmC LMmC
A B

Figura 7. Mecanismo de acdo da Bcr-abl, e sua inibicdo promovida pelo imatinibe
(SAVAGE & ANTMAN, 2002).
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O imatinibe é administrado por via oral, com doses de 300 a 800 mg/dia. Ele
pode ser utilizado na terapéutica de pacientes na fase aguda e na fase acelerada,
no entanto, os melhores resultados sdo observados em pacientes na fase crénica
(O’BRIEN et al., 2003). O imatinibe apresenta uma rapida absor¢cédo (duas horas),
quando administrado em altas doses e a sua biodisponibilidade é de 98%. Seu
metabolismo é hepético, sendo realizado pela enzima citocromo P450, isoforma
CYP3A4 e, em menor extensao, por outras isoformas (PORTAL NORVATIS, 2015).
Nos ultimos anos, observou-se que 0os maiores indices Sokal foram para pacientes
tratados com imatinibe (ROSTI et al., 2003; CASTAGNETTI et al., 2009).

1.4.1.1. Mecanismos de Resisténcia

Embora o tratamento com imatinibe tenha alcancado resultados fantasticos,
aproximadamente 20 a 30% dos pacientes tém apresentado resisténcia
(APPERLEY, 2007). A resisténcia pode ser primaria, quando desde o inicio o
paciente ndo apresenta resposta alguma, ou pode ser adquirida, quando o paciente
diminui ou ndo alcangca mais resultados ao longo do tratamento (MAHON et al.,
2000).

Os mecanismos de resisténcias podem ser explicados através das mutacoes
no dominio quinase da proteina Bcr-abl, amplificacdo genética e super expressao
do gene Bcr-abl, alteracéo da expressao de proteinas transmembranares de influxo
e de efluxo e, ainda por alteracdes na regulacdo de mecanismos de transducéo de
sinal (APPERLEY, 2007; a, b). A mutacdo no dominio quinase Bcr-abl, denominada
de T315I, foi uma das primeiras mutacdes observadas nos pacientes, sendo esta a
mais temida (GORRE et al., 2001). Esta mutacado resulta de uma substituicdo de
aminoacido na posi¢do 315 em Bcr-abl, de uma treonina (T) para uma isoleucina (),
ela também é encontrada em mecanismos de resisténcia do dasatinibe e do
nilotinibe (MELO et al., 2007).
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1.4.2. Dasatinibe (7)

O dasatinibe (Sprycel®, BMS-354825), comercializado pela Bristol-Myers
Squibb, foi aprovado pelo FDA, em 2006, para o tratamento de pacientes
resistentes ou intolerantes ao imatinibe (HOCHCHAUS et al., 2008). Além de inibir
a forma ativa e inativa da molécula Bcr-abl, inibe também outras quinases, tais
como a familia SRC, que é uma tirosina quinase intracelular que esta envolvida em
processos como o crescimento celular. Estudos in vitro mostraram que 7 é 300
vezes mais potente que o imatinibe (O’HARE et al., 2009; O’HARE et al., 2005).

Ele é utilizado na terapia de pacientes em FC, com dose inicial de 100
mg/dia. Pacientes em FA ou FB utilizam doses 70 mg, duas vezes ao dia
(QUINTAS-CADARMA et al., 2007). Seu tempo de meia vida é de 3 a 5 horas,
sendo metabolizado pela enzima CYP3A4 do citocromo P450. A eliminacdo é
realizada principalmente pela via entérica (85%) (NCI, 2015).

Devido a habilidade em inibir a proliferacdo da maioria das células mutantes
resistentes ao imatinibe, 7 mostrou ser uma boa alternativa para o tratamento de
pacientes que ndo apresentaram adequada resposta ao imatinibe. No entanto, este
farmaco mostrou alta toxicidade nas fases mais avancadas da doenca (DELAMAIN
& CONCHON, 2008; TOKARSKI et al., 2006).

1.4.3. Nilotinibe (8)

O nilotinibe (Tasigna®, AMN107) foi desenvolvido pela Novartis, sendo
aprovado em 2007 pelo FDA, para o tratamento de pacientes adultos com LMC, em
FC ou FA, resistentes ou intolerantes ao imatinibe. E estruturalmente semelhante
ao imatinibe, pois além de conter o grupamento farmacoférico FAP, foi mantido
também o anel da piridina e este esqueleto recebera neste trabalho o nome FAPP
(fenil amino-pirimidina piridina). O nilotinibe foi descoberto a partir de um
planejamento racional que objetivava uma melhor afinidade e especificidade de
ligacdo contra Bcr-abl em relacdo ao imatinibe, (WEISBERG et al., 2005).
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Estudos in vitro demonstraram que 8 é aproximadamente 30 vezes mais
potente que o imatinibe. Ele apresenta atividade contra a maioria das mutacdes
resistentes ao imatinibe, com excecao dominio de mutacdo T315l do gene Bcr-abl,
gue permaneceu insensivel. Além disso, inibe o receptor de tirosina quinase e
marcador tumoral (c-Kit) e o receptor do fator de crescimento derivado das
plaguetas (PDGFR) (WEISBERG et al., 2005).

A dose usual do tratamento € de 200 mg, duas vezes ao dia. O pico de
concentracdo plasmatica € alcancado trés horas apos a ingestao oral. Os principais
metabdlitos encontrados sdo produtos de oxidacdo e hidroxilagdo, que ocorre na
fase | do metabolismo hepético. Seus metabdlitos séo inativos e a principal via de
eliminacao é pela via entérica. As reacfes adversas mais relatadas pelos pacientes
foram erupcdo cutanea, prurido, nausea, fadiga, dor de cabeca, dor abdominal,
costipacéo e diarreia (FDA, 2015a).

Pacientes em FC apresentaram uma resposta hematolégica parcial de 62%
e completa de 41%. Para pacientes na FA, estes indices reduziram para 44 e 22%,
respectivamente. Com relacéo a resposta citogenética, observou-se indices de 42%
e 12%, respectivamente para pacientes em FC e FA (LE COUTRE et al., 2008).
Recentemente, Hochhaus e colaboradores publicaram um estudo comparativo
entre a incidéncia de mutacdes em pacientes que fizeram uso do nilotinibe ou
imatinibe. Os resultados mostraram que pacientes tratados com nilotinibe
apresentaram menor numero de mutacdes Bcr-abl, do que pacientes tratados com
imatinibe (HOCHHAUS et al., 2013).

1.4.4. Bosutinibe (9)

O bosutinibe (Bosulif®, SKI606), comercializado pela Pfizer, foi aprovado
pelo FDA, em setembro de 2012, para o tratamento da LMC. Os pacientes
indicados para uso deste farmaco podem estar nas trés fases clinicas da doenca
com cromossomo Ph positivo, resistentes ou intolerantes ao imatinibe (FDA,
2015b).
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Assim como o dasatinibe, o bosutinibe é um duplo inibidor de SCR e Bcr-abl
(inibe a maioria das células resistentes ao imatinibe, exceto a T315l). N&o
apresenta atividade inibitéria contra o c-Kit ou PDGFR (PUTTINI et al., 2006).
Possui um padréao de inibicdo parecido com o imatinibe, contudo, requer menores
doses para atingir tal resposta. Acredita-se que devido a similaridade do padrao de
inibicdo, ambos os farmacos compartilham de um mecanismo comum de inibi¢cao
(PUTTINI et al., 2006).

A dosagem indicada € de 500 mg ao dia, sendo necessario a ingestao
acompanhada de um alimento. Entre 4 a 6 horas, 0 medicamento atinge o seu pico
plasmatico, sendo metabolizado principalmente pelo CYP3A4. Os seus metabdlitos

nao sdo ativos e a sua eliminacao € pela via entérica (PFIZER, 2015).

1.4.5. Ponatinibe (10)

Em 14 de dezembro de 2012, o FDA concedeu aprovacdo acelerada para
ponatinibe (Iclusig®, AP24534). Desenvolvido pela Ariad Pharmaceuticals, é
indicado para o tratamento de pacientes adultos nas trés fases clinicas da doenca,
gue sao resistentes ou intolerantes as terapias com quaisquer inibidores de tirosina
quinase (FDA, 2015c)

A aprovacdo acelerada foi baseada nos resultados de um estudo
multicéntrico internacional. Os ensaios clinicos em 449 pacientes resistentes ou
intolerantes ao tratamento com inibidores da tirosina quinase mostraram que ele
inibe a mutagao T315I1 (FDA, 2015c).

A dose recomendada para 10 é de 45 mg/dia. Os efeitos colaterais mais
comuns relatados no ensaio clinico incluem hipertensdo, erupcdo cutanea, dor
abdominal, fadiga, dor de cabeca, pele seca, constipacdo, febre, dor nas
articulacbes e nauseas. Também, foram observados casos de trombose arterial e

toxicidade do figado em pacientes tratados com este farmaco (FDA, 2015c).
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1.5. 2,3-Dioxoindois: As Isatinas

A isatina (13) (Figura 8) é um benzo-heterociclo que pode ser encontrado na
natureza em plantas do género lIsatis, Calanthe discolor e Couroupita guinensis, e
em humanos, como metabdlito derivado da adrenalina (SILVA & GARDEN, 2001;
YOSHIKAWA et al., 1998; PALUMBO et al., 1989; ISCHIA et al., 1988; GUO et al.,
1986). No entanto, a principal fonte de obtencdo deste nucleo é através da sintese

o}
-
N
H

(13)

organica.

Figura 8. Estrutura quimica da isatina (13)

A diferengca da reatividade das carbonilas C-2 e C-3 torna a isatina um
material de partida versatil e amplamente utilizado para a preparacdo de outras
classes de substancias. A carbonila C-2 é tipicamente uma amida e a C-3 é
essencialmente cetbnica, tornando-as quimiosseletivas frente a nucledfilos (POPP,
1975, SUMPTER, 1944).

Dentre os produtos obtidos a partir deste ndcleo podemos citar os N-
acetilados 14a (PINTO & SILVA, 1994), N-alquilados 14b (JORDAN et al., 2014),
desoxofluorados na carbonila C-3 15 (BOECHAT et al., 2008), iminas 16 (ZARI,
2014) oxidados 17 (COPPOLA, 1980), alquilados na carbonila C-3 18 (BOECHAT
et al., 2007), substituidos através de reacdes eletrofilicas aromaticas 19 (KARALI et
al., 2007), dentre outras (Esquema 1).
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H

(18)

Esquema 1. Reag¢Bes mais comuns a partir de isatinas para a sintese de outras

classes de compostos.

A isatina e seus derivados estdo presentes em Varios compostos com
atividade bioldgica, tais como, antiarritmicos 20 (JENSEN et al., 2000), anti-
iflamatorios 21 (BOECHAT & PINTO, 2000), citostatiscos 22 (GAETA et al.,2000)
antimicrobiano 23 (PANDEYA et al., 1999a, 1999b, 1999c), anticonvulsivante 24
(VERMA et al., 2004) e antivirais 25 (DO VALLE et al., 1965). Como ITK, podemos
destacar, o sunitinibe 26, nintedanibe 27, semaxanibe 28 e TSU-68 29 (XIANG et
al., 2011; KRUG & HILGEROTH, 2008; MOTZER et al., 2007) (Quadrol).
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Quadro 1. Exemplos de substancias bioativas obtidas a partir da isatina.

I Antiarritmico I

I Antiinflamatéril

I Citostatico I

(23)

Ry  NOX F F
R; NHR, o
(0]
(0]
R, N NH ,;l,o
R, R o)\ ©jg:o
X= H, Alquil, Ar, Ac, . ) ) N Cl
CH,CN; Ry= Isopro_pll, fenil,
R=H, Alqui, Ar; p-clorofenil
R4-R4= H, Hal, Alquil, Ar, el
NO,, CN, CF; SO,NH,
(20) (21) (22)
I Antimicrobianol
N-Rz
R, /
(0]
N
Cl
Ri= . 3RS N N | N
g Y ’ )\N ] S \ S
HN
R,= Br, Cl ;
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Anticonvulsivante

Cl
N
Br /
(o)
N

\

(24)

Antiviral

S§/NH2

N-NH
/
o
N
H

(25)
Metisazona

. Inibidores de Tirosinas Quinase

Iz

(26)
Sunitinibe

/\
-

(0

H Descontinuado no
ensaio clinico
(28)

Senaxanibe

{ e

(27)

Nitendanibe
(0]
OH
7\
N

/ H

(o]

u
(29)
TSU-68
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1.5.1. Reacdes para a Preparacao de Isatinas

A literatura descreve diversos métodos para a obtencdo das isatinas. A
primeira sintese foi descrita por Sandmeyer em 1919, e apesar de ser um método
antigo, até o momento, € o mais empregado. Ele consiste na reagdo entre uma
anilina apropriada 30, hidrato cloral, cloridrato de hidroxilamina e sulfato de sadio,
formando o intermediario isonitroacetanilida 31, e este, na presenca de acido
sulfarico concentrado (H2SO4) é ciclizado, resultando na isatina de interesse

(Esquema 2) (LAVANYA et al., 2015; SANDMEYER, 1919).

______________________________________________________________________________________________________

CI;CCH(OH), o)
NOH
NH, Na;SO4 HCI/H,0 H (o) 10 min / 60-70°C H
50 min/ t.a 78%
(30) (31) (13)

Esquema 2. Método de Sandmeyer.

Um outro método empregado na preparacdo das isatinas utiliza as
nitroacetanilidas 32. O produto 32 é facilmente ciclizado em acido sulfurico
concentrado ou acido trifluorometano-sulfénico, e apds o intermediario 35 sofrer
uma desidratagéo forma-se a 3-oximaisatinas 36 (Esquema 3) (KEARMEY et al.,
1992; BUSCARONS & SANCHEZ, 1967; WIECHERT et al., 1961).
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NO,
I\ L CF3SO;H ou @\ O OH @ 0o o0
_— —_—

R O  H;80,20¢ | g HLN\OH — & HJ\/N\OH

N
R H 42-89%
(32) L (33) l (34) .
NOH HO\N,oH
X
R H R N
(36) (35)

Esquema 3. Metodologia de sintese de derivados de isatina a partir de

nitroacetanilidas 32.

No método de Stolle, a anilina correspondente reage com cloreto de oxalila,
formando o derivado de isatina, esse método pode ser catalisado ou ndo por acido
de Lewis. E uma das metodologias mais empregadas, depois do método de
Sandmeyer (Esquema 4) (GUNGOR et al., 2006; STOLLE, 1914).

o)
~

~
(o) | (0]
Cl)k[(c 2
o °
~ ~ N
o o H

NH, HCI 165°C/ 30 min
80%

(37) (38)

Esquema 4. Método de Stolle.

A sintese de Martinet envolve a reacdo de um derivado aminoaromatico 39 e
um éster oxomalonato, levando a formacdo do derivado 40, que apoés
descarboxilagéo oxidativa, fornece a respectiva isatina (Esquema 5) (BENINGTONI

et al., 1955; GUYOT & MARTINET, 1913).
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HO o

CO,Et
| A O:<0Et A 10min @fgzoz A | A
+ (o]
RS N, OEt ta 2h = AF TN 5% NaOH S~

86% R H 10 min R H
CH,0,
(39) (40) 33% (13)

Esquema 5. Sintese de Martinet.

1.6. Compostos Organofluorados Usados como Inibidores de Tirosina
Quinase (ITK)

Os compostos organicos contendo flior, conhecidos como organofluorados,
tém grande destaque, devido as suas muitas aplicacdes industriais (BANKS, 1994;
1982; 1979). Os organofluorados sdo amplamente encontrados em varios produtos,
tais como, gases refrigerantes, extintores de incéndio, solventes, surfactantes,
propelentes em aerossois, bateria de litio recarregavel (ZHANG et al., 2015;
DOLBIER, 2005), polimeros de alta resisténcia quimica e térmica (AMEDURI et al.,
2004), cristais liquidos (KIRSCH, 2015), radiofarmacos em tomografia por emisséo
de pésitrons (PET, do inglés “positron emission tomography”) (TRESSAUD et al.,
2008), agroquimicos (FUJIWARA et al., 2014) e, principalmente em farmacos
(KIRK, 2006). Em 2011, 7 dos 35 novos medicamentos aprovados e 3 dos 10 mais
vendidos eram organofluorados (RITTER, 2012).

A introducdo de um ou mais atomos de flior, em substituicdo ao atomo de
hidrogénio € capaz de proporcionar mudancas fisicas, quimicas e biologicas
significativas em uma molécula. Isso se deve ao fato do fllor ser altamente
eletronegativo e alterar as caracteristicas eletrdnicas do composto. De modo geral,
os organofluorados possuem maior lipoficilidade, facilitando a sua passagem
através das barreiras lipidicas e, desta forma, favorecendo a absorcao in vivo e sua
atividade intracelular. O atomo de fluor é capaz de mimetizar o hidrogénio no
receptor, devido ao fato de possuir um raio de van der Waals (1,35 A) ndo muito
maior que o hidrogénio (1,20 A), essa semelhanca no entanto, é apenas no
parametro estereoquimico, ja que o flior pode participar de diferentes interacdes.

Além disso, a alta energia atribuida & ligacdo C-F (450 KJ mol?), quando
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comparada com a C-H (413 KJ mol?), aumenta a estabilidade quimica da molécula
(KIRK et al., 2006; RENASTI, 1993; WELCH et al., 1991)

O arsenal terapéutico para tratamento do cancer mostra que os derivados
fluorados estdo presentes em grande namero de ITK, sendo empregados na terapia

de diversos tipos de oncologias (Quadro 2).

Quadro 2. Exemplos de ITK contendo o atomo de fluor.

INIBIDORES DE TIROSINA QUINASE
CF,
NN
H H =
PR
N I LMC l
S Nilotinibe
0=8 Lapatinibe F ®
0 41
41 I Cancer de Mama l
F AN
/YO /©: EN]/ { (N/
= HN Cl
HN N AN NJ
) HN
ﬁN/\/\O N/
0\) Cancer Gastro Intestinal o CF,
Canertinibe Ponatinibe
(42) (10)
jgu S ¢
NH
o HN cl N
o ; ~ I~
N N —I Cancer de Pulmaol . Y
H
o e o
Gefitinibe I':ll
(43) I Céncer de Préstatal Sunitinibe
(26)
H
N
- 3 /N
/[ I ) Céncer de Rins -N N
HN Q\N NH, F
N0 N/) \I Cancer de Célon. 0” N
Cediranibe Dovitinibe
(44) (45)
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o planejamento e a obtencdo de novas
substancias (46-48a-e), contendo em suas estruturas um fragmento do esqueleto
FAP e outro de derivado de isatinas, para serem avaliadas quanto as potenciais
atividades antimieloproliferativas. A Figura 9 apresenta as estruturas das moléculas

planejadas.

o
AN A N ©
| R, |
s >
N)\N N)\N
H H

(46a-e) (47 a-e)
Ry
F s
N F | @ Ry=H !
_ HN ' (b) Ry=CHs !
HNT 0 L © Ry=F
ZN © l Ed; 21 =E?' E
| ' (&) R4y=Br
\N)\N ___________ i
H
(48a-e)

Figura 9. Estrutura das moléculas planejadas.
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2.2. Objetivos Especificos

Sintetizar e caracterizar estruturalmente quinze moléculas inéditas 46-48a-e
com potencial atividade antimieloproliferativa.

Avaliar biologicamente os produtos obtidos 46-48a-e frente as células que
contenham a proteina tirosina quinase Bcr-abl constitutivamente ativas.
Selecionar os compostos que serdo testados em células resistentes que
expressam a proteina tirosina quinase Bcr-abl constitutivamente ativada.
Realizar estudos tedricos de ancoragem molecular na presenca da proteina
Bcr-abl, com o objetivo de colaborar na escolha dos compostos que serdo
avaliados sobre a enzima Bcr-abl.

Avaliar a influéncia da introducdo do atomo de flior nas moléculas sobre a

atividade biolégica.
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3. PLANEJAMENTO E JUSTIFICATIVAS

Os compostos planejados 46-48a-e foram agrupados em trés séries, de
acordo com as suas estruturas quimicas. A primeira série (46a-e) foi planejada com
base na hibridacdo entre o FAP com as isatinas. As séries 47-48a-e foram
planejadas a partir de modificacdes sob o imatinibe, dando origem a analogos do

mesmo.

3.1. Planejamento dos Compostos da Primeira Série 46a-e

A ferramenta utilizada no planejamento dos novos derivados 46a-e foi a
hibridacdo molecular, que consiste na juncdo das caracteristicas estruturais de
duas moléculas, com atividades biologicas reconhecidas, em uma Unica estrutura.
Esta técnica tem sido amplamente empregada por quimicos medicinais para o
desenho de novos compostos biologicamente ativos (BARREIRO & FRAGA, 2015).

Em geral, as moléculas hibridas sdo capazes de ligar-se a dois alvos
distintos de uma mesma fisiopatologia, sendo esta chamada de hibridacdo dual.
Outro exemplo de hibridacdo consiste na unido estrutural completa de duas
substancias bioativas, ou dois farmacos. Estes hibridos podem apresentar as
atividades farmacoldgicas das substancias que |he deram origem, recebendo o
nome de gémeas. Em avaliacdes in vivo elas podem ser capazes de, apds
hidrélise, liberar ambas as substancias de origem, sendo este um método
diferenciado de hibridacdo molecular (BARREIRO & FRAGA, 2015). O uso desta
abordagem gera moléculas multialvos, que sdo de grande valia no tratamento de

doencas multifatorias, tal como a LMC.

Como descrito anteriormente, o esqueleto FAPP é um fragmento
farmacoforico importante no imatinibe e foi mantido no nilotinibe (CHOI et al., 2010;

DRUKER et al., 2000). Desta forma, para esta série foi planejado a hibridacéo
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molecular do FAPP juntamente com as isatinas, presente no sunitinibe, também um
potente inibidor de multiquinase (MOTZER et al., 2009).

Os substituintes do anel isatinico (CHs, F, Cl, Br) foram escolhidos a fim de
verificar as respectivas contribuicdes eletronicas e estéricas, através dos resultados
a serem observados na avaliacdo biologica. O fluor, além de estar presente no
sunitinibe, pode promover alteragdes significativas quando introduzido em uma

molécula (Figura 10).

Imatinibe

Sunitinibe

Figura 10. Planejamento dos compostos da primeira série 46a-e.

Todas as moléculas propostas atendem a regra de Lipinski. Apenas o
substituido com bromo 46e violou a regra em um dos parametros e apresentou
cLogP ligeiramente acima de 5 (5,13). Este trabalho que originou a “regra dos 5 de
Lipinski” trata-se das propriedades estruturais comuns aos farmacos oralmente
ativos, tais como (LIPINSKI et al., 2001):
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e Massa Molar abaixo de 500 g/moal;

e Até 10 aceptores de ligacao de hidrogénio (ALH);

e Doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 5 (DLH);

e Coeficiente de particdo octanol-agua calculado ou experimental (ClogP /
LogP) (parametro que mede a lipofilicidade da molécula, quanto maior o

LogP, maior a lipofilicidade) menor ou igual a 5.

Na Tabela 2 sdo mostrados todos os parametros da regra dos 5 de Lipinski para

as moléculas planejadas nesta série.

Tabela 2. Estrutura, massa molar, doadores de ligacdo de hidrogénio (GLH),
aceptores de ligacdo de hidrogénio e LogP calculado dos derivados planejados
46a-e.

Massa Molar

Estruturas DLH* ALH* cLogP
(g/mol)
*
NH
406 2 6 4,34
*
*
N* o) NH
*
N/
N 420 2 6 4,81
[ %%
N
H
(46b)
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424 2 6 4,48

440 2 6 4,86

o e o

484 2 6 5,13

] %% Br

3.2. Planejamento dos anélogos do imatinibe 47a-e

A segunda série de compostos 47a-e, obtidas a partir de derivados das
isatinas, apresentam muitas semelhancas estruturais com imatinibe. Em relacdo ao
protétipo, as principais modificacdes observadas nos novos derivados plenejados

47a-e foram:

e Introducdo da carbonila cetdnica como espacador entre a amida e o anel

aromatico;
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e Introducéo de diferentes substituintes, tais como, CHs, F, Cl, Br, na posicao
meta do anel aromatico;
¢ Retirada do grupo metilpiperazina;

¢ Introducdo de uma amida adicional na posi¢ao orto do anel aromatico.

Todas essas modificacdes foram propostas com objetivo de verificar os seus
efeitos frente as avaliagdes bioldgicas em células que expressam a proteina tirosina

quinase Bcr-abl constitutivamente ativa (Figura 11).

Introducao de
diferentes substituintes
Introducao da

na posicao meta
cetona como
espacador

N Ry :
| Retirada do
[ grupo metil
N o) piperazina
H H HNSg
0]

N YN N
N (@) Introducdo de uma
amida adicional na
posicao orto
N Imatinibe (47a-e)

(6) R=H, CH; F, Cl, Br

Figura 11. Planejamento dos analogos do imatinibe 47a-e.

Todos os compostos planejados 47a-e, atendem a regra de Lipinski. Apenas
o substituido com bromo 47e violou a regra em um dos parametros e apresentou

massa molar ligeiramente acima de 500 g/mol (Tabela 3).
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Tabela 3. Estrutura, massa molar, doadores de ligacdo de hidrogénio (GLH),
aceptores de ligacdo de hidrogénio e cLogP calculado dos derivados planejados

47a-e.
Massa
Estruturas molar cLogP
(g/mol)
* *
| N ; *
= * HN
HN" g j(
*
ZN Q 466 3,83
- | %%
N~ N
* H
(47a)
* *0
| N *
P * HN
L 480 4,30
~Z \| /@ 9
- [| %%
N~ N
* H
(47b)
F
* *0
N *
* HN
L AN 4 3,97
2N Q
*%k
N
H
(47c)
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Cl

HN
e 500 3 7 4,35
Q
Br
* F
SN
* *
P HN OHN
i T 545 3 7 4,63
=~ "N &%
o xx
N N
* H

(47¢)

3.3. Planejamento dos anélogos do imatinibe 48a-e

A ultima série de compostos 48a-e, analogos do imatinibe, foi planejada com
modificacdes estruturais semelhantes a segunda série. No entanto, para estes
compostos foi escolhido como espacador o grupo gem-difluorometil (CF2). O 4tomo
de fldor foi introduzido na molécula a fim de verificar os efeitos de suas
propriedades, ja descritas anteriormente, na atividade biol6gica desta classe de

compostos.

Nesta série, apenas o0 48e, substituido com bromo violou a regra de Lipinsk
em dois parametros, enquanto 48a ndo violou nenhuma e 48b-d apresentaram
massa molar acima de 500 g/mol. Mesmo sabendo que 48e nao atende a regra de
Lipinsk ele foi sintetizado, visto que nas avaliagdes bioldgicas iniciais isto ndo é um

fator preponderante e esta € uma regra tedrica. (Tabela 4).
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Tabela 4. Estrutura, massa molar, doadores de ligacdo de hidrogénio (GLH),
aceptores de ligacdo de hidrogénio e cLogP calculado dos derivados planejados
48a-e.

Massa
Estruturas molar DLH ALH cLogP
(g/mol)
% F
B
* *
L HN OHNY
* * 9 488 3 6 448
~ "N *
- | %%
N~ "N
* H
(48a)
F
F
* HN*
HN” 0
* \[0( 502 3 6 4,95
*
W
N~ "N
* H
(48b)
F
* F
S
/ * HN*
HN™ S0y 506 3 6 4.62
* (o)
Z | *
o x*
N
* H
(48c)
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Cl

522 5,00
Br
* g F
~N
* *
= HN
Wy e 567 5,27
2\
L
N N
* H
(48e)
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4. METODOLOGIA

4.1. Metodologia sintética para a preparacéo das moléculas inéditas (46-
48a-e)

A metodologia proposta para a obtencdo dos compostos da série 46a-e
consiste na reacdo entre as isatinas correspondente (13a-e) e o esqueleto fenil

amino-pirimidina piridina (FAPP, 49) (Esquema 6).

A sintese dos produtos da série 47a-e inicia-se com preparacdo dos
derivados N-acetilados da isatina 50a-e, seguida da reacdo de adi¢cdo a carbonila
(Esquema 6). Para obtencéo da série 48a-e, foi realizada uma etapa adicional, que
consiste na reacédo de gem-difluoracdo dos derivaros N-acetilados 50a-e, utilizando
DAST como agente de fluoracdo. Posteriormente, estes foram reagidos o FAPP
para a formacéao dos produtos finais (Esquema 6).
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Esquema 6: Metodologia para obtencédo das moléculas 46-47a-e

4.2. Metodologia de avaliacdo do perfil biolégico em células da
linhagem K562 e K562 Lucena.

A viabilidade celular foi avaliada através de ensaio de 3-(4,5-dimetilazol-2il)-
2,5-brometo de difeniltetrazolio (MTT). A linhagem celular humana usada nestes
ensaios foi a K562, derivada da LMC, que expressa a proteina quimérica Bcr-abl,
constitutivamente ativada. As células foram incubadas com os novos derivados
sintetizados 46-48a-e e com imatinibe, em concentracdes variando entre 0,05 — 5,0
MM. Os compostos que apresentaram atividade semelhante ao imatinibe foram
submetidos a avaliagbes com a linhagem K562-Lucena. Esta linhagem,
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desenvolvida a partir da K562, por exposicdo continua e crescente ao
quimioterapico vincristina, possui o fendtipo de resisténcia a mdltiplas drogas
(MDR) e exibe a expressao e atividade da bomba de efluxo glicoproteina P (Pgp);

além de expressar a proteina quimérica Bcr-abl, constitutivamente ativada.

4.2.1. Ensaio de Viabilidade Celular através do método de MTT

As células K562, originada de uma LMC em crise blastica, foram submetidas
ao ensaio MTT para analise da reducdo na viabilidade celular, produzida pelos
derivados planejados 46-48a-e, e estes resultados foram comparados ao imatinibe.
MTT é um método colorimétrico que mede a atividade da desidrogenase
mitocondrial, baseado na capacidade das células vivas de reduzirem o sal 3-(4,5-di-
metilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo. As células foram cultivadas em
placas de 96 pocos, na concentracdo de 1 x 10# células/pogo, em 200 pL do meio
“‘Roswell Park Memorial Institute” RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino. Foram adicionados 10 pL de cada um dos novos derivados 46-48a-e, ou do
imatinibe, previamente diluidos em meio RPMI, em diferentes concentracdes, sendo
que ao grupo controle ndo se adicionou nenhuma molécula ou o imatinibe. As
placas foram mantidas em atmosfera umida, contendo 5% de COz, a 37 °C, por 72
horas. Quatro horas antes do término do tempo estabelecido, foram adicionados 20
puL de MTT (concentracédo final de 10 pg/mL). As placas foram mantidas na estufa
pelas quatro horas restantes. Foram retirados 180 pL do sobrenadante de cada
poco, e posteriormente 150 uL de dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados, para
a completa dissolucéo dos cristais de sal formados pelo metabolismo mitocondrial,
resultando assim em uma coloracéo. A coloracéo obtida possui densidades épticas
diferentes, que variam de acordo com o metabolismo mitocondrial, apoés o
tratamento das células com as diferentes concentracbes dos novos derivados 46-
48a-e ou na auséncia destes. A placa de 96 pocos foi lida utilizando o
espectrofotdmetro (Spectramax Plus 384), em um comprimento de onda de 570 nm.

Os resultados foram analisados através da absorbancia de cada poco. O percentual
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de viabilidade foi obtido através da férmula: [(Absorbancia das células tratadas com
0s novos derivados 46-48a-e ou imatinibe / Absorbancia das células ndo tratadas) x
100]. Todos os testes foram realizados em trés diferentes ocasides e para cada
concentracdo triplicatas foram feitas. Através desse método pdde-se detectar o
percentual de inibicdo celular de cada nova molécula e comparar com o percentual

de reducgéo da viabilidade causada pelo imatinibe.

4.3 Metodologia de avaliacao in silico dos compostos planejados.

Os compostos em avaliagao foram desenhados e as geometrias otimizadas,
para se adaptarem ao campo de forca MMFF94 (HALGREN, 1996), no programa
Spartan (Spartan’14). No programa AutoDock 4.0 (TROTT & OLSON, 2011), cargas
Gasteiger (GASTEIGER & SALLER, 1985), foram atribuidas aos compostos. O
estudo de ancoramento molecular foi realizado no programa AutoDock Vina
(MORRIS et al., 1998).

Os arquivos das proteinas empregados foram obtidos por extracdo das
cadeias protéicas (cadeias A) dos arquivos originais das proteinas de cddigos
2HYY e 3GOE, seguido por preparo de acordo com as condi¢cdes padrbes do
programa AutoDock 4.0. Cargas Gasteiger foram igualmente selecionadas. Para
cada arquivo de proteina, construiram-se caixas centradas nos ligantes co-
cristalizados: STI-575, com centro em 14,878 A, 16,836 A, 17,241 A, e B-49, com
centro em 34,578 A, -3,255 A, -78,191. Os volumes adotados foram proporcionais
aqueles dos compostos em estudo, a saber, 44x38x36 e 30x30x40 pontos para 0s
eixos X, y e z, respectivamente, com discretizacdo de 0,375 A. A construcéo desta
caixa tem por objetivo restringir o calculo dos diferentes tipos de interacéo
(eletrostatica, hidrofobica e estérica) entre o ligante/composto e proteina a
determinado volume préximo daquele em que se encontra o ligante co-cristalizado.

Para a execucédo da etapa de ancoramento molecular no programa AutoDock
Vina, adotou-se os parametros de energy-range = 5 kcal/mol, que representa o

valor maximo permitido da diferenca de energia de interacdo calculada entre o
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melhor (e respectivo menor valor de energia de interacdo) e pior (maior valor de
energia de interag&o), encontrado entre os 20 modelos gerados, e considerando-se
o parametro de exhaustiveness = 150, que define o esfor¢co do algoritmo na busca
por um minimo global préximo da conformacdo do ligante co-cristalizado
(conformacéo nativa) (HAMMES, 2012). Um total de sete corridas foram efetuadas
para cada composto. Inicialmente, foram realizados os estudos de redocking, ou
seja, 0 estudo de ancoramento molecular do ligante co-cristalizado. Este estudo é
necessario para que os parametros selecionados possam ser calibrados, e assim
dar prosseguimento ao ancoramento dos compostos que serdo avaliados, dos
guais ndo se conhece os modos de ligagdo. Se o valor calculado da raiz quadrada
do desvio médio quadratico (RMSD, do inglés “Root Mean Square Deviation”) entre
as coordenadas tridimensionais da conformacdo de menor energia fornecida pelo
algoritmo, e daquelas da estrutura cristalografica do ligante estiver entre 1,5 a 2,0
A, o algoritmo é considerado confiavel para a analise de ancoramento molecular, e
€ dada a sequéncia na andlise dos compostos de interesse.

A andlise visual das interacfes presentes nos complexos ligante/composto -
proteina foi realizada no programa PyMol (The PyMOL Molecular Graphics
System). Diagramas bidimensionais ilustrativos destas interacdes foram construidos
empregando-se o programa Pose View (SITERAND, 2010). Nestes diagramas,
linhas pretas tracejadas indicam interacdes dipolo-dipolo, como as ligacGes de
hidrogénio, interacdes entre cargas opostas e com metal. Interacdes hidrofébicas
sao representadas por linha verde continua, e interacdes do tipo - T e cation-1r

sao representadas por linha verde tracejada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese

Para a obtencao de todos os compostos planejados com potencial atividade
antimieloproliferativa foram utilizadas as isatinas 13a-e e o esqueleto FAP. A isatina
nao substituida 13a e as substituidas em C-5 por flior 13c, cloro 13d e bromo 13e
foram adquiridas comercialmente. A isatina 13b, substituida em C-5 por metila, foi
sintetizada através do método de Sandmeyer (SANDMEYER, 1919).

Para a sintese dos compostos finais (46-48 a-e) foi necessério realizar uma
série de reacdes no anel da isatina, tais como adicdo/eliminacéo a carbonila C-3, N-
acetilacao e gem-difluoracéo da carbonila C-3.

Para este trabalho fez-se necesséria a obtencao do FAPP (49). A sintese do
intermediario FAPP é amplamente descrita na literatura através de rotas classicas
para preparacdes de sistemas pirimidinicos (FENG et al., 2009; REWCASTLE et
al.,, 2000; ZIMMERMANN et al.,, 1996a,b; ZIMMERMANN, 1996). Em 1996,
Zimmermann e colaboradores relataram a obtencdo do imatinibe através de uma
rota que envolvia a formagcdo do esqueleto FAPP. Esta metodologia apresenta
algumas desvantagens, tais como o0 uso de reagentes de dificil manipulacdo e a
necessidade de trés etapas de reacdo para a obtencdo da enaminona 53
(ZIMMERMANN et al., 1996a,b,; ZIMMERMANN, 1996) (Esquema 7). Além disso,

neste trabalho os rendimentos reacionais nao foram descritos.
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Esguema 7. Rota sintética desenvolvida por Zimmermann e colaboradores para a

sintese do esqueleto FAPP.

Posteriormente, Liu e colaboradores desenvolveram uma rota sintética
diferente com grande potencial para ser reproduzida em escala industrial. Nesta
metodologia, ocorre reducdo do grupo nitro, utilizando agua como solvente,
hidrazina (N2H4) e cloreto de ferro (FeCls). Os rendimentos variaram entre 82% e
92% (LIU et al., 2008) (Esquema 8).
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Xileno, DMF-DMA
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83%

(49) (56)

Esquema 8. Rota sintética desenvolvida por Liu e colaboradores.

Recentemente, 0 nosso grupo otimizou a sintese de Zimmermann e o
esqueleto FAPP foi obtido com bom rendimento global de 20% (BOECHAT et al.,
2013) (Esquema 9). Contudo, para esse trabalho, o intermediario FAPP foi obtido
através de doacdo da empresa Cristélia S.A., com grau de pureza de 99%.

| —N —N
| _ \ Fe/NH,CI _ \
HC(OCHj3),NMe, O isopropanol / NaOH >_N >_N
S - HN H,O/EtOH  HN
U Ny, HLci1sh 80°C/ 17h
| \ o NO, 89% NH,
(52) Z
(53) (56) (49)
' H,N NO N 3
} EtOH, 0 - 74 °C NH 1
! 26h, 37% 1
‘ (54) (55)

Esquema 9. Rota sintética desenvolvida por Boechat e colaboradores para a

sintese do esqueleto FAPP.
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5.1.1. Sintese das moléculas da Primeira Série 46a-e

A literatura descreve uma série de meétodos para a preparacao de iminas a
partir de isatinas (ZARI et al., 2014; AZIZIAN et al.,, 2012; IKOTUN et al., 2012;
DIGHE et al., 2011; CHEN et al., 2007). A maior parte delas envolve 0 uso de um
acido e/ou um agente dessecante. O &cido atua como catalisador e o agente
dessecante € utilizado para deslocar o equilibrio para a obtencdo das iminas

aromaticas, também denominadas como base de Schiff.

Recentemente, Zari e colaboradores descreveram a sintese de uma série de
iminas a partir de isatinas. A metologia empregada neste trabalho consiste no uso
de metanol como solvente e acido acético como catalisador. Os produtos foram
obtidos como uma mistura de isbmeros E/Z, na propor¢gdo 10:1 (Esquema 10)
(ZARI et al., 2014).

E Q
NH2 MeOH/ AcOH | /
o+ o
N Refluxo N o

H 57% N N
(13b) (60) (61) E/Z=10:1 (62)

Esquema 10. Sintese de iminas através do método descrito por Zari e

colaboradores.

Ikotun e colaboradores sintetizaram bases de Schiff através do uso do acido
benzenossulfébnico como catalisador, em tolueno, sob refluxo. Neste método, o
“‘dean-stark” é utilizado para a remogao da agua, no presente trabalho o autor n&o

menciona a formacao de isémeros (Esquema 11) (IKOTUN et al., 2012).
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93%
(13) (63) (64)

Esquema 11. Método descrito por Ikotun e colaboradores para a obtencéo de

iminas.

Em 2011, Shah e colaboradores descreveram a formacao de bases de Schiff
através do uso do metanol como solvente. Neste processo, o meio reacional foi
ajustado para pH 4, com acido acético glacial, e a reacdo foi mantida sob refluxo
por 7 a 11 horas (SHAH et al., 2011). Contudo, foi observado que o uso do sulfato
de sddio anidro (Na2S0a4), como agente dessecante, proporcionou uma melhora do
processo, no entanto ndo foram descritos os rendimentos e se houve a formacéo de

isémeros (Esquema 12).

. T
2 N
02 R, /
o + MeOH/ AcOH (o)
N N
H H

Refluxo 7-11h

(13) (65) §R1= R,=H, CH; NO, | (66)

_____________________

Esquema 12. Obtenc&o de iminas a partir da metodologia descrita por Shah e

colaboradores.

Inicialmente, os compostos desta primeira série 46a-e foram obtidos através
da metodologia descrita por Shah e colaboradores (SHAH et al., 2011), que
empregava MeOH/ AcOH e NaSOas. Os produtos finais foram obtidos como uma

mistura de isbmeros, na proporgdo de 7:3, como pode ser ilustrado na Figura 12.
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Posteriormente, inUmeras tentativas de separagdo foram empregadas, tais
como, coluna cromatografica e cromatografia em placa preparativa, porém
nenhuma destas logrou sucesso.

o 4500
X NH
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Z N
- 3500
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| cl
\N y 3000
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Figura 12. Espectro de RMN H (400,00 Hz; CD2Cl2) do composto 46d, mostrando

a formacéao dos isbmeros na propor¢ao 7:3.

Na busca de uma metodologia mais eficiente, as reacdes para a formacao
dos compostos 46a-e foram realizadas sem o uso do &acido. A reacao foi
acompanhada por cromatografia de camada fina (CCF), por 21 dias, e apés este

periodo ndo houve a completa conversdo do material de partida.

Desta forma, foi empregada a metodologia adaptada descrita por Ikotun e
colaboradores (IKOTUN et al.,2012). Os produtos finais 46a-e foram obtidos através

de uma reacdo sem o uso do acido, em tolueno, sob refluxo por 24 horas (Esquema
13).
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Esquema 13. Metodologia sintética empregada para obten¢do dos compostos 46a-

e.

A metodologia empregada permitiu a formagdo dos produtos finais 46a-e

como uma mistura dos isdmeros na proporg¢ao 9:1.

As estruturas quimicas dos produtos finais 46a-e foram confirmadas por
analises de espectrometria de massas por ionizacdo electrospray (EM-IES),
espectrofotometria na regido do infravermelho (1V), ressonancia magnética nuclear
(RMN) para os nucleos 'H, 13C e °F e espectrometria de massas de alta resolugdo
(EMAR). O grau de pureza foi determinado através de andlises de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Vale ressaltar que, todos os produtos finais desta

série 46a-e sdo inéditos.

Os EM-IES para o0s compostos 46a-e apresentaram ions moleculares
compativeis com as estruturas propostas (Tabela 5), indicando a formacédo dos

produtos desejados.

Os espectros na regido do IV para 0os compostos 46a-e apresentaram
bandas de absorcdo entre 3256 e 3722 cm!, correspondentes ao estiramento N-H;
2984 e 3068 cm, correspondentes ao estiramento C-H sp?; 1727 e 1740 cm?,
correspondentes ao estiramento C=0; 1608 e 1620 cm, correspondentes ao
estiramento C=N; 705 e 867cm correspondentes as deformacdes angulares fora

do plano das ligacdes C-H aromaticas (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados de ponto de fuséo, EM-IES e IV dos produtos finais 46a-e.

IVcm?
EM-IES C-H C-H
Compostos P.F. (°C) N-H C=0 C=N
(m/z) sp? (ar)
405 838, 795,
46a) R=H 184-185 3444 3068 1727 1614
(M*-1) 755
443 798, 749,
46b) R=CHs  195-197 - 2984 1727 1616
(M*+Na) 705
423 867, 822,
46c) R=F 237-239 3452 - 1739 1620
(M*-1) 784
439 819, 792,
46d) R=Cl 247-248 3449 3115 1740 1608
(M*-1) 747
483/485 3450, 817, 787,
46e) R=Br 163-164 3115 1741 1606
(M*-1) 3223 740

Os assinalamentos dos hidrogénios e carbonos foram feitos com base nos
espectros de RMN de H e 3C. Foram considerados os valores de deslocamentos
quimicos dos sinais, suas multiplicidades, constantes de acoplamento e

integracoes.

Com objetivo de elucidar estruturalmente os compostos 46a-e, foram
realizadas técnicas de RMN unidimensionais (para todos oS compostos) e
bidimensionais para o composto 46¢. As técnicas bidimensionais utilizadas nesse
trabalho foram a correlagdo homonuclear (COSY, do inglés “Homonuclear
Correlation Spectroscopy”), correlagao heteronuclear de multiplas ligacées (HMBC,
do inglés “Heteronuclear Multiple Bond Coherence”) e correlagao heteronuclear de
quantum-simples (HSQC-ED, do inglés “Heteronuclear Single Quantum Coherence
— Editing”).

As andlises de COSY permitem estabelecer as correlagbes entre os

hidrogénios que acoplam por 23Jun (acoplamentos geminais e vicinais,
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mensuraveis no espectro 1D), e distinguir a multiplicidade dos sinais constatados
no espectro de RMN H. O resultado do COSY para o composto 46¢ indicou que o
hidrogénio em 7,20 ppm, acopla com os hidrogénios em 6,89 ppm e em 6,52 ppm,
respectivamente; e estes s6 acoplam com o 7,20 ppm. A partir destes dados foi
possivel estabelecer que esses sinais fazem parte de um anel aromatico com trés

hidrogénios (Figura 13).

M ppm
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Figura 13. Analise de COSY (400,0 MHz; DMSO- ds) do composto 46c.

As andlises de HSQC visam estabelecer as correlagdes entre as ligacdes
diretas de YJcH. Estes dados, aliados aos do COSY, permitiram determinar que os
hidrogénios com descolamentos em: 7,20; 6,89 e 6,52 ppm encontram-se
diretamente ligados a carbonos pertencentes a um anel substituido com o fldor.
Estes carbonos apresentaram-se na forma de dupletos, com constantes de
acoplamento (C-F) caracteristicos para substituicdes em orto, meta e para (Figura
14).
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Figura 14. Analise de HSQC (400,00 / 100,0 MHz; DMSO- ds) e expansao
de RMN *3C (100,0 MHz; DMSO-ds) do composto 46c¢.

As andlises de HMBC permitem realizar a correlacdo heteronuclear de duas
a trés ligacoes 2Juc e 3Juc. O resultado deste experimento para o composto 46¢
indicou que o hidrogénio em 2,32 ppm, caracteristico de metila, esta correlacionado
com outros trés carbonos com deslocamentos em: 129,1; 131,3; 137,7 ppm (Figura

15). O carbono com sinal em 131,3 ppm, através das analises de HSQC, mostrou-
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se associado ao carbono, que esté ligado ao hidrogénio com deslocamento em 7,39
ppm (Figura 16).
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Figura 15. Analise de HMBC (400,00 / 100,0 MHz; DMSO- ds) do composto 46c,

correlacdes dos hidrogénios da metila com os carbonos.
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Figura 16. Analise de HSQC (400,00 / 100,0 MHz; DMSO- ds) para o produto 46c,
mostrando a correlagéo entre o carbono em 131,3 ppm com o hidrogénio em 7,39

ppm.

As andlises de RMN de 'H dos produtos finais 46a-e evidenciaram os sinais
dos hidrogénios metilénicos, que se apresentaram como simpletos, com
deslocamentos na regido entre 2,31 e 2,34 ppm. Os hidrogénios ligados ao anel
aromatico (H-4, (46a) H-5, H-6, H-7, H-10, H-13, H-14, H-20, H-21, H-24, H-26, H-
27, H-28), mostraram-se com deslocamentos na faixa entre 6,52 a 9,22 ppm. O
hidrogénio H-28 apresentou-se com um duplo tripleto, devido ao seu acoplamento
com H-27 (J= 8,0 Hz), H-26 (J=1,8 ou 1,9 Hz) e H-24 (J= 1,8 ou 1,9 Hz). No anel
da pirimidina, o H-21 acoplou com H-20, exibindo-se como um dupleto, com
constante de acoplamento variando entre 4,9 a 5,2 Hz. Os hidrogénios da amina
foram assinalados com deslocamento quimico entre 8,99 e 9,07 ppm, enquanto 0s
hidrogénios da amida apresentaram-se entre 10,85 e 11,12 ppm. Todos o0s

assinalamentos encontram-se descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores de deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 'H do

isémero E dos produtos finais 46a-e.

Numeros
dos 'H
RMN (400 ou 500 MHz, DMSO- ds,  em ppm, J em Hz)
46a 46b 46¢ 46d 46e
Ri=H Ri= CHs Ri=F Ri1=Cl Ri=Br
1 10,96 10,85 10,99 11,12 11,11
4 6,67-6,76 6,55 6,52 6,73 6,73
(m, 3H) (dd,J=8,5 (d,J=2,0) (d, J=6,3)
e24)
5 6,90 - - - -
(d, J=7,8)
CHs-5 - 1,88 - - -
6 6,67-6,76 6,73 7,20 6,92 6,84-6,86
(m, 3H) (dd,J=7,8 (dt,J=89e (d,J=8,4) (m, 2H)
e2]1) 2,5)
7 6,67-6,76 6,78 6,89 6,76 6,84-6,86
(m, 3H) (d,J=8,0) (dd,J=8,6 (dd,J=7,9 (m, 2H)
e 4,3) e 2,0)
10 7,27 7,38-7,43 6,75 7,31 7,30
(d,J=1,8) (m, 2H) (dd,J=79 (d,J=1,9)
e21l)
13 7,32-7,38 7,13 7,35-7,42 7,36-7,44 7,35-7,42
(m, 3H) (dd, J=8,0 (m, 3H) (m, 4H) (m. 3H)
e 1,0)
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14 7,32-7,38 7,35 7,35-7,42 7,36-7,44 7,35-7,42
(m, 3H) (m, 3H) (m, 4H) (m. 3H)
(d, J=8,1)
15 2,32 2,31 2,32 2,34 2,32
16 8,99 9,05 9,05 9,07 9,05
20 7,42 7,38-7,43 7,35,7-42 7,36-7,44 7,35-7,42
(d, J=5,1) (m, 2H) (m, 3H) (m, 4H) (m. 3H)
21 8,49 8,48 8,44 8,49 8,49
(d, J=5,2) (d,J=51) (d,J=5,1) (d, J=5,1) (d, J=4,9)
24 9,21 9,21 9,20 9,22 9,21
(d,J=1,7) (d,J=16) (d,J=16) (d,J=1,4)
26 8,65 8,65 8,64 8,65 8,64
(dd,J=4,7e (dd,J=4,7 (dd,J=4,6 (dd,J=4,6 (d, J=2,9)
1,4) e 1,6) el]l) el,2)
27 7,32-7,38 7,22 7,27 7,36-7,44 7,48
(m, 3H) (d,J=1,8) (m, 4H) (d, J=8,4)
(d, J=2,0)
28 8,31 8,31 8,31 8,32 8,32
(dt,J=8,0e (dt,J=8,0e (dt,J=80e (dt,J=80e (d,J=7,8)
1,8) 1,9) 1,8) 1,8)

Os espectros de RMN 3C dos produtos finais 46a-e mostraram os sinais das
metilas com deslocamento quimico variando entre 17,5 ppm a 17,7 ppm. Os
carbonos C-2 apresentaram seus deslocamentos quimicos entre 163,1 e 163,6
ppm. No intermediario 46¢, todos os carbonos do anel aromatico, contendo fllor,
mostraram-se como dupletos com constantes de acoplamento caracteristicos. O C-
5 apresentou-se com J= 236,0 Hz; o carbono em orto C-4 com J= 20,4 Hz; o C-6
com J= 23,6 Hz; o C-3a com J=8,0 Hz; 0 C-7 com J= 12,8 Hze 0 C-7acom J=1,1

Hz. O RMN 1°F do derivado 46¢c mostrou-se como um sinal Unico, com
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deslocamento de -121,15 ppm. Todos o0s assinalamentos encontram-se descritos
na Tabela 7.

Tabela 7. Valores de deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 3C e °F dos

produtos finais 46a-e.

NUmeros dos 13C e

19+
RMN (100 MHz 3C e 376 MHz °F, DMSO- ds,5 em ppm,
J em Hz)
46a 46b 46¢C 46d 46e
Ri=H Ri= CHs Ri=F Ri1=ClI Ri=Br
2 163,5 163,6 163,6 163,3 163,1
3 148,2 148,1 154,3 148,0 148,0
(d, J=2,3)
3a 113,7 113,7 116,0 113,6 117,3
(d, J=8,0)
4 125,6 128,7 112,5 1254 128,1
(d, J=20,4)
5 115,6 115,6 156,8 116,8 123,6
(d, J= 236,0)
CHs-5 - 20,2 - - -
F-5" - - -121,1 - -
6 131,9 132,0 120,7 132,1 132,1
(d, J= 23,6)
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7 111,3 111,0 112,4 1129 113,0

(d, J=12,8)
7a 146,8 1445 143,2 145,6 146,0
(d,J=1,1)
9 147,9 147,9 147.,6 1477 1477
10 1135 113,6 113,8 113,5 113,4
11 138,7 138,6 138,7 138,8 138,8
12 128,4 130,3 129,1 128,9 128,8
13 1311 1311 131,3 131,2
131,3
14 121,5 123,5 123,6 123,6 125,3
15 17,5 17,6 17,7 17,7 17,7
17 160,9 160,9 161,0 161,0 160,9
19 1547 154,8 148,0 153,8 153,6
20 107,6 107,6 107,8 107,9 107,9
21 161,4 161,4 161,6 161,6 161,6
23 133,9 134,0 132,0 133,7 134,1
24 151,2 151,2 151,3 151,3 151,3
26 159,3 159,3 159,2 159,4 159,4
27 123,5 126,0 1139 1251 127,9
28 134,2 134,6 134,0 1341 134,4

Todas as andlises de RMN dos compostos 46a-e evidenciaram a formacao
dos isbmeros na propor¢cdo de 9:1 (Figura 17). Com intuito de elucidar a
conformacdo mais abundante, as amostras foram enviadas para estudos de
cristalografia de raio-X. Em paralelo, foram realizados experimentos de RMN
bidimensionais utilizando a espectroscopia de efeito nuclear Overhauser (NOESY,
do inglés “Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy”), através desta técnica é
possivel estabelecer as correlacdes entre hidrogénios que estdo espacialmente
proximos, e com isso definir a geometria da molécula. Porém, os dados obtidos

nao foram suficientes para a elucidacédo da estrutura isomérica abundante. Pode-se
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propor que o isébmero E seja 0 mais abundante, devido a possibilidade de repulsdo
entre 0s anéis aromaticos na conformacao Z.
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Figura 17. Espectro de RMN *H (400,00 Hz; DMSO-ds) do composto 46d,

mostrando a duplicacéo dos sinais na proporcédo 9:1.

As andlises de EMAR mostraram que o0s produtos obtidos 46a-e
apresentaram massa compativel com as estruturas propostas. Para verificacdo do

grau de pureza destas substancias foram realizadas as analises de CLAE, com
resultados satisfatérios (Tabela 8).
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Tabela 8. Resultados de EMAR e CLAE para os compostos 46a-e.

EMAR
Compostos : : CLAE (%, 261 nm)
Teorico Obtido

46a) R=H 406,1542 406,1540 96
46b) R= CHs 420,1699 420,1702 88

46c) R=F 424,1448 424,1447 96

46d) R=CI 440,1152 440,1173 98

46e) R= Br 484,0647 484,0634 89

Os dados fisicos e espectroscopicos dos produtos finais 46a-e foram

compativeis com as estruturas propostas e estdo descritos na parte experimental.

5.1.2. Sintese das moléculas da Segunda Série 47a-e

Os compostos desta série foram obtidos a partir de uma rota sintética com
duas etapas reacionais. Para a primeira etapa foi empregada a reacdo de N-
acetilacdo de isatinas. Posteriormente, o anel dioxoinddlico foi submetido a reagéo

de adicdo nucleofilica a carbonila, utilizando o esqueleto FAPP (Esquema 14).
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Ry )J\ok R, NH,
0 —_—
N Refluxo
H 4h
(72-89%)
(13a-e)
MeCN  (51-64%)
R , t.a/24h
' a)R=H !
' b) R=CHj! R4
' ¢)R=F
+ d)R=Cl |
. e)R=Br | (o)
HN oHNj(
o]
N
H
(47a-e)

Esquema 14. Rota sintética empregada para a obtencédo dos compostos da

segunda série 47a-e.

Ha duas metodologias descritas na literatura para a N-acetilacdo de isatinas.
A primeira consiste na utilizacdo de cloreto de acetila e etoxido de sodio, em etanol.
Nesta, o principal inconveniente € a necessidade de trabalhar em condi¢Bes anidras
(TOMCHIM et al. 1986). A segunda consiste de uma solvélise, utilizando-se o
anidrido acético. Este processo apresenta menor custo e maior facilidade
experimental, visto que ndo € necessario o uso de atmosfera inerte (CHEAH et al.,
2008; TOMCHIM, 1981).

Neste trabalho as isatinas foram acetiladas através da metodologia de
Cheah e colaboradores. Foram utilizados 20 equivalentes de anidrido acético,
previamente destilado. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética, em

refluxo, por 4 horas. Apés o resfriamento, todas as isatinas precipitaram e foram
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recristalizadas utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (1:1). Todas as

N-acetilisatinas 50a-e foram obtidas com rendimentos variando entre 72 a 89%

(Esquema 15).
o Refluxo R o o
R 1
1 o) fo) 4h o )J\
N 0 +)J\0)J\ N * OH
H | 64a)R,=H, 82% | /=0
| 64b) Ry= CH; 89% |
(13a-e) | 64c)R,=F,72% | (50a-e)
' 64d) R=Cl, 87%
' 64e)R,=Br, 85%

Esquema 15. N-acetilagéo das isatinas 13a-e.

Todas as N-acetilsatinas sintetizadas 50a-e encontram-se amplamente
descritas na literatura (CHEAH et al., 2008; TOMCHIM, 1981). Desta forma, a
caracterizacdo destes compostos foi realizada através de analises de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Os espectros de CG-EM
apresentaram em sua totalidade, o ion molecular do fragmento referente a perda do
grupamento acetila e das carbonilas (Esquema 16). Também foram obtidos os

pontos de fusdo e estes foram confrontados com os da literatura.
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; R1 F: m/z 164 (100) ‘;R1 F: m/z 207 (14) ,C=C=0

' Ry=Cl: m/z 180 (100) e 182 (35) | Ry= Cl: m/z 223 (9)

' Ry=Br: m/z226 e 224 (100) ' .R,=Br: m/z268 e 267 (22) A‘w
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, .. o

.
' Ry= H: m/z 147 (23) :
! Ry= CHy: m/z 161 (52) |

R o | !
1 ! R1—F m/z 165 (50) ;
N ! Ry=Cl: m/z 181 (53) ‘

! R1 Br: m/z 227 e 225 (64)

' R,=H: ! ' Ry=H: m/z 119 (6)

R ez e | | Ry= CHy: m/z 133 (20)
By Pt A B ' Ry=F: m/z 137 (16)
CRZG 11034(?:1)) ! | Ry=Cl: m/z 153 (19)

| 1= m/z ! '

! Ry=Br: m/z168 e 170 (33) ; R1 Br: m/z197e199(17)

Esquema 16. Proposta de fragmentacao para os espectros de CG-EM dos
derivados N-acetilados 50a-e.

A literatura descreve que a abertura do anel heterociclo de 1l-acetilindolin-
2,3-diona (50a-e) pode ocorrer com facilidade, quando este é reagido com aminas
ou alcoois, dando origem as acetamidas ou ésteres, respectivamente (BERGMAN
et al., 1976). Em 2012, Craig e colaboradores descreveram que a acetonitrila € um
bom solvente para essa reacdo (CRAIG et al., 2012), levando a formacdo das

acetamidas em excelentes rendimentos e alto grau de pureza.

A Ultima etapa de sintese dos compostos da segunda série 47a-e foi

realizada através da reacdo entre as 50a-e e o esqueleto FAPP, utilizando o
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método descrito por Craig e colaboradores. Nesta reagdo, a acetonitrila foi usada
como solvente, a temperatura ambiente, sob agitacdo por 24 horas. O produto
formado precipitou no meio, sendo isolado por filtracdo, com elevado grau de

pureza. Os rendimentos reacionais variaram entre 51 a 64% (Esquema 17).

R4
o (o)
NH, R, HN
+ C[&o MeCN/24 h/t.a HNT S0y
N oo > o
)50 . Rendimentos: .
| Ry=H,58% |
| Ry=CH; 51% |
(49) (50a-e) ' Ry=F, 63% ! (47a-e)

| Ry=Cl,54%
| Ry=Br, 64% |

Esquema 17. Reacdes de abertura das N-acetilisatinas 50a-e para a formagé&o dos

compostos da segunda série 47a-e.

As estruturas quimicas dos produtos finais 47a-e foram confirmadas por EM-
IES, IV, RMN para os nucleos 'H, 3C e F e EMAR. O grau de pureza foi
determinado através de andlises CLAE. Vale ressaltar que todos os produtos finais

desta série 47a-e sdo inéditos.

Os EM-IES dos compostos finais 47a-e indicaram a formacgao dos produtos
desejados, apresentando ions moleculares compativeis as estruturas propostas
(Tabela 9).

Os espectros na regiao do IV para as substancias finais 47a-e apresentaram
bandas de absorcéo entre 3110 a 3442 cm, correspondentes aos estiramentos N-
H; entre 3061 e 3071 cm™, correspondentes aos estiramentos C-H sp?; entre 1662
e 1691cm, correspondentes aos estiramentos C=0; entre 763 e 875 cm,
correspondentes as deformacgBes angulares fora do plano das ligacbes C-H

aromaticas (Tabela 9).
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Tabela 9. Dados de ponto de fuséo, EM-IES e IV dos produtos finais 47a-e.

IV (cm?)
Compostos P.F. (°C) EM-IES N-H C-H C=0 C-H
(m/z) sp? (ar)
465 1691, 875, 821,
47a) R=H 211-214 3246 3061
[M+1]* 1670 763
479 1687, 827, 800,
47b) R=CHs  226-228 3242 3066
[M+1]* 1670 787
483 1687, 832, 815,
47c) R=F 231-233 3329 3065
[M-1]* 1669 801, 787
1687,
523 3442, 829, 818,
47d) R=ClI 217-218 - 1672,
[M+Na]* 3252 797
1662
1688, 852, 818,
543 3247,
47e) R=Br 211-212 3071 1674, 797
[M-1]* 3110
1662

Os assinalamentos dos hidrogénios e carbonos foram feitos com base nos
espectros de RMN de H e 3C.

Com objetivo de elucidar estruturalmente as moléculas 47a-e, foram
realizadas técnicas de RMN unidimensionais (para todos 0s compostos) e
bidimensionais (para um composto desta série). A molécula 47a foi utilizado como
referéncia para a discussdo das atribuicbes dos sinais de RMN 'H e 3C nas
técnicas de COSY, HSQC e HMBC.

No experimento de COSY da molécula 47a foi possivel observar que o
hidrogénio com deslocamento em 9,29 ppm acopla com o hidrogénio em 8,47 ppm,
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e este Ultimo, também acopla com o hidrogénio em 7,50 ppm. Para o hidrogénio em
7,50 ppm também foi verificado um acoplamento adicional com o hidrogénio em
8,70 ppm, e este Ultimo, também acopla com o hidrogénio em 7,50 ppm. Estes
dados possibilitaram estabelecer que estes sinais fazem parte de um anel

aromatico com quatro hidrogénios (Figura 18).
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Figura 18. Analise de COSY (400,00 MHz; DMSO- ds) do composto 47a.

As analises de HSQC, aliadas aos resultados do COSY, permitiram

determinar que:

e O hidrogénio com descolamento em 9,29 ppm esta diretamente ligado
ao carbono em 148,1 ppm;

e O hidrogénio com deslocamento em 8,70 ppm esta diretamente ligado
ao carbono em 151,3 ppm;
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Ambos fazem parte do anel piridinico, devido ao fato de estarem mais desblindados
gue carbonos e hidrogénios pertencentes a um benzeno (Figura 19).
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Figura 19. Analise de HSCQ (400,00 / 100,0 MHz; DMSO- ds) do composto 47a.

O experimento de HMBC do composto 47a mostrou duas metilas com
deslocamentos em 2,03 e 2,24 ppm. Os hidrogénios metilénicos em 2,03 ppm estéo
correlacionados com o carbono em 168,95 ppm. Na anélise de HSQC, verificou-se
que o hidrogénio em 10,64 ppm € uma amina, visto que nao esta diretamente ligado
a nenhum carbono. Este sinal, na analise de HMBC, foi correlacionado com o
carbono deslocado em 168,9 ppm. Todos estes dados permitiram os apontamentos

de outra parte da molécula, como mostrado na Figura 20.
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Figura 20. Analise de HMBC (400,00 / 100,0 MHz; DMSO- ds) do composto 47a.

As andlises de RMN de 'H dos produtos finais 47a-e mostraram 0s
hidrogénios metilénicos ligados a amida com deslocamentos quimicos entre 1,96 a
2,03 ppm. Os hidrogénios metilénicos ligados diretamente ao anel apresentaram
seus descolamentos na faixa de 2,23 a 2,24 ppm. Os hidrogénios do anel aroméatico
(H-3, (47a) H-4, H-5, H-6, H-14, H-18, H-19, H-24, H-25, H-28, H-30, H-31, H-32),
deslocaram-se quimicamente entre 7,21 a 9,30 ppm. Os hidrogénios da piridina
apresentaram-se mais desblindados, quando comparados aos hidrogénios do
benzeno (H-3, H-4, H-5, H-6). Todos o0s assinalamentos encontram-se descritos na

Tabela 10.
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Tabela 10. Valores de deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 'H dos

produtos finais 47a-e.

n R o A e
24 2 N2 1413 19 o
NGmeros 258 A 208 -
dos 'H " 16
RMN (400 MHz, DMSO-ds, 8 em ppm, J em Hz)
Ri=H Ri= CHs Ri=F Ri1=ClI Ri=Br
3 7,72 7,49-7,52 7,47-7,53 7,64-7,66 7,76-7,79
(d,J=78e (m, 2H) (m, 5H) (m, 2H) (m, 2H)
1,4)
4 7,28 - - - -
(td, J=7,7 e
1,0)
CHs-4 - 2,31 - - -
5 7,62-7,66 7,49-7,52 7,47-7,53 7,45-7,55
(m, 1H) (m, 2H) (m, 5H) 7,41-1,52 (m, 3H)
(m, 3H)
6 7,79 7,66 7,47-7,53 7,64-7,66 7,76-7,79
d,J=77 (d,3=82)  (m,5H) (m, 2H) (m, 2H)
7 10,64 10,52 10,49 10,55 10,51
9 2,03 2,00 1,95 1,97 1,99
12 10,69 10,65 10,62 10,60 10,47
14 7,46 7,42-7,46 7,47-7,53 7,45-7,55
(d, J=2,0) (m, 3H) (m, 5H) 1AT-1.52 (m, 3H)
(m, 3H)
16 2,24 2,24 2,24 2,23 2,24
18 7,23 7,23 7,22 7,22 7,22
d,J=84) (d,J=83) (d,J=82) (d,J=57) (d,J=8,4)
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19 8,15 8,15 8,19 8,17 8,14
d,J=1,8)  (d,J=16) d,J=11) (d J=20)
20 9,00 8,98 8,99 8,97 8,85
24 7,44 7,42-7,46 7,43 7,43 7,41
(d, J=5,1) (m,3H)  (d,J=51) (d,J=51) (d,J=5,2)
25 8,52 8,51 8,52 8,51 8,51
d,J=51) (d,J=51) (d,J=54) (d,J=51) (d, J=52)
28 9,29 9,29 9,30 9,28 9,26
d,J=17 (d,JI=17) d,J=17) (d,J=1,6)
30 8,70 8,70 8,69 8,69
(dd, J=4,7 e 8,70 d,J=4,1) (dd,J=4,7 (dd,J=44
1,4) (dd, J=4,7 el4) el,.22)
e l1,4)
31 7,51 7,42-7,46  7,47-7,53 7,45-7,55
(dd,J=79e  (m, 3H) (m, 5H) LR (m, 3H)
4.7) (m, 3H)
32 8,46 8,46 8,47 8,47 8,46
@dt,J=79e (dt,J=6,2 (d,J=7,8) (dt,J=8,0 (dt,J=6/4¢e
2,0) e 1,4) e 1,8) 1,6)

Os espectros de RMN 3C dos produtos finais 47a-e mostraram os sinais das

metilas ligadas as carbonilas entre 20,1 a 23,8 ppm. Os carbonos metilénicos

ligados ao benzeno apresentaram-se com deslocamentos quimicos entre 17,5 a

17,6 pmm. As carbonilas cetbnicas mostraram-se mais desblindadas, deslocando-

se quimicamente entre 187,1 a 190,2 ppm. Os carbonos C-11 apresentaram

deslocamentos entre 160,9 a 161,5 ppm. No composto 47c, todos os carbonos do

anel aromatico contendo flior mostraram-se como dupletos com constantes de

acoplamento caracteristicos. O carbono C-4 com J= 241,1 Hz; o carbono C-3 com
J= 22,3 Hz; o C-5 com J= 23,8 Hz; o carbono C-2 com J= 7,5 Hz; o C-6 com J= 6,5
Hz e 0 C-1 com J= 2,3 Hz. O RMN °F deste composto mostrou-se como um sinal
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Gnico com deslocamento de -118,00 ppm. Todos 0s assinalamentos encontram-se

na Tabela 11.

Tabela 11. Valores de deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 3C, 19F dos

produtos finais 47a-e.

Ri

30 29 6
? 11
93 27 Nyo
NGmeros 247N i@
dos 8C e B \N NS 17
19
RMN (100,0/376,00 MHz, DMSO-ds, & em ppm, J em Hz)
Ri=H R1= CHs Ri=F Ri= Cl Ri= Br
1 134,4 134,4 133,0 134,4 135,4
(d, J=2,3)
2 123,7 - 1245 123,7
(d, J=7,5)
3 131,4 132,1 119,6 132,1 132,4
(d. J=22,3)
4 124,5 124,6 157,9 127,7 128,4
(d, J-241,1)
CHs-4 - 23,70 - - -
F-4" - - -118,00 - -
5 134,0 133,0 136,1 132,5 134,4
(d, J=23,8)
6 121,7 122,0 128,8 123,7 116,7
(d, J=6,5)
8 168,9 168,7 168,7 168,8 168,8
9 23,8 20,1 23,0 23,3 23,3
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10 190,2 190,3 187,2 187,2 187,1
11 161,5 161,5 160,9 161,0 161,0
13 137,9 137,9 137,8 136,0
137,9
14 116,3 116,2 116,3 116,4 1155
15 138,2 135,9 135,8 138,8 137,9
16 17,6 17,6 17,5 17,6 17,6
17 128,1 128,1 128,0 128,1 128,1
18 130,3 130,2 130,1 129,6 130,1
19 116,6 116,6 123,7 116,7 116,4
21 161,7 161,8 160,3 160,2 160,2
23 161,0 161,0 161,4 161,5 161,5
24 107,6 107,6 107,5 107,5 107,5
25 159,5 159,4 159,4 159,4 159,4
27 132,1 131,1 132,1 130,1 132,1
28 148,1 148,1 148,0 148,1 148,1
30 151,3 151,3 151,2 151,2 151,3
31 1238 1237 116,7 1239 1242
32 135,9 134,5 134,4 135,6 135,8

As andlises de EMAR mostraram que o0s produtos obtidos 47a-e

apresentaram massas compativeis com as estruturas propostas. Para verificacdo

do grau de pureza destas substancias foram realizadas as anélises de CLAE, que

foram satisfatorias (Tabela 12).

Tabela 12. Resultados de EMAR e CLAE para os compostos 47a-e.

Composto

EMAR

Tedrico

Obtido

CLAE (%, 261 nm):

47a) R=H

466,1753

466,1754

100
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47b) R=CHs 480,1910 480,1897 97

47c) R=F 484,1659 484,1656 98
47d) R=CI 500,1364 500,1362 98
47e) R=Br 544,0859 544,0852 98

Os dados fisicos e espectroscopicos dos produtos finais 47a-e foram

compativeis com as estruturas propostas e estéo descritos na parte experimental.

5.1.3. Sintese das moléculas da Terceira Série 48a-e

Até 1975, as reacOes de desoxofluoracdo eram realizadas com tetrafluoreto
de enxofre (SF4), que é capaz de fluorar diferentes grupos funcionais, como
cetonas, aldeidos, &cidos carboxilicos e outros (SMITH, 1962). No entanto, o
emprego deste reagente apresenta inUmeros inconvenientes, tais como, ser um gas
altamente toxico, possuir baixa seletividade e necessitar do uso do acido fluoridrico

anidro (HF) como solvente e catalisador.

Em 1975, Middeton desenvolveu um novo agente de desoxofluoracdo
derivado do SF4, o dietilaminotrifluoreto de enxofre (DAST), que pode ser preparado
através da reacao entre o dietilaminotrimetilsilano e o SF4 (MIDDLETON, 1975). O
DAST apresenta uma série de vantagens, quando comprado ao SF4, pois € liquido
a temperatura ambiente, e apresenta alta seletividade para carbonilas de aldeidos e
cetonas (MIDDLETON, 1975).

O nosso grupo tem utilizado a gem-difluoracdo seletiva da carbonila
cetbnica de N-acetilisatinas 50a-e, utilizando DAST como reagente, levando a
formacado dos indois gem-difluorados 51a-e, com rendimentos variando entre 65 a
94% (BOECHAT et al., 2008).

As moléculas desta série foram obtidas a partir das N-acetilsatinas 50a-e,
através de uma rota sintética com duas etapas reacionais. Para a primeira etapa foi

empregada a reagdo de gem-difluoracdo de 50a-e. Posteriormente, os 3,3-
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difluroxoindoéis 51a-e foram submetidos a reacéo de abertura, utilizando o esqueleto
FAPP (Esquema 18).

R 9 NH,
1\©j1$: DAST
o ,
N t.a/4h
)<o (70-95%)
(50a-e) 1a-
(51a-e) (49)
MeCN  (45.76%)
P . t.a/24h
Ca)R=H
' b) R= CHj! R,
' c)R=F .
. d)R=Cl E
' e)R=Br !
| @) R=Br | F
HN
HN" S0 \ﬂ/
o]
N
H
(47a-e)

Esquema 18. Rota sintética empregada para a obtencdo dos compostos da terceira

série 48a-e.

Neste trabalho, os intermediarios 51a-e foram obtidos a partir da metodologia
descrita Boechat e colaboradores. As reagbes foram conduzidas empregando 4
equivalentes de DAST, em diclorometano anidro, por 4 horas, a temperatura
ambiente. Os intermediarios 51a-e foram obtidos com rendimentos variando entre
70 a 91% (Esquema 19).
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o F
R R, F
1 —\ _F CH,Cl,/t.a, 4h
o+ N-S-F o
N —  F Rl et N
' a)R;=H, 91% /&
)<o ' b) Ry= CH; 95% o
' ¢)Ri=F,95%
' d) Ry=CI, 85%
50 = ' 1 ’ 1 .
(50a-e) ' e) Ry=Br, 70% | (51a-e)

Esquema 19. Reacao de desoxofluoracdo das N-acetilisatinas 50a-e com DAST.

A caracterizacdo dos intermediarios 51a-e foi realizada através de andlises

de CG-EM. Os espectros apresentaram fragmentacdes compativeis com as suas

estruturas (Esquema 20). Também foram obtidos os pontos de fusédo, e estes foram

comparados com os da literatura.

-+
: |
R1 F IE R1 F
o —— o
N /_N
#o H\QQO
' Ry= H: m/z 211 (14) |
| Ry=CHg: m/z225 (12) !
' Ry=F: m/z 229 (113) 1
| Ry= Cl: m/z 245 (14) 1
' Ry=Br: m/z 288 €290 (13)!
+ o+
F
R : CNH
1\E>:<F R4 =~ F
F NH
' Ry=H: m/z 114 (10) !
' Ry= F: m/z 132(16) |

R4 F
- (=0
N

H,C=C=0 H
| Ry= H: m/z 169 (100) |
' Ry= CHg: m/z 183 (100) ;
. Ry=F: m/z 187 (100) |
| Ry= Cl: m/z 203 (100) e 205 (35)
| Rqy= Br: m/z 246 (100) e 248 (99)’

' Ry=H: m/z 141 (64)

' R4= CHy: m/z 155 (73)

' Ry=F:m/z 159 (64)

' R4=Cl: m/z 175 (55)

' Ry=Br: m/z 218 (35) e 220 (34)

Esquema 20. Proposta de fragmentagéo

para os compostos 5la-e.
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A Ultima etapa para a sintese dos compostos 48a-e consiste na reacdo de
adicdo nucleofilica a carbonila dos intermediarios 1-acetil-3,3-difluoroindolin-2-ona
(51a-e) com o esqueleto FAPP. As reacbes foram realizadas a temperatura
ambiente, utilizando acetonitrila como solvente, sob agitacdo magnética, por 24
horas. O produto formado precipitou no meio, sendo isolado por filtragdo, com
elevado grau de pureza. Os rendimentos reacionais variaram entre 45 a 76%

(Esquema 21).

R4
F
F F
NHz Ry F HN
+ \Cﬁ;o MeCN / 24 h NS0y
N e : (0]
)to ' Ry=H,58% !
| Ry=CH; 45% |
(51 ) : R1= F, 760/0 :
(49) a-e ' Ry=Cl, 65% ! )
' Ry=Br, 72% | (48a-e)

Esquema 21. Reacgdes de abertura das 1-acetil-3,3-difluoroindolin-2-ona 51a-e.

As estruturas quimicas dos produtos finais 48a-e foram confirmadas por EM-
IES, IV, RMN para os nucleos 'H, 13C e °F e EMAR. O grau de pureza foi
determinado através de analises CLAE. Vale ressaltar que, todos os produtos finais

desta série 48a-e também sao inéditos.

Os EM-IES para os compostos 48a-e indicaram a formacdo dos produtos
desejados, apresentando ions moleculares compativeis com as estruturas

propostas (Tabela 13).

Os espectros na regidao do IV para os compostos 48a-e apresentaram
bandas de absor¢édo entre 3222 a 3442 cm?, correspondentes ao estiramento N-H;
2073 a 2984 cm, correspondentes ao estiramento C-H sp?; 1660 a 1714 cm?,
correspondentes ao estiramento C=0; 765 a 862 cm, correspondentes as

deformacgbes angulares fora do plano das ligagbes C-H aromaticas (Tabela 13).
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Tabela 13. Dados de ponto de fusao, EM-IES e IV dos produtos finais 48a-e.

IV cm?

Compostos P.F. (°C) EM-IES (m/z) N-H C-H C=0 C-H
sp? (ar)

48a) R=H 211-214 512 3392, - 1689, 862, 794,
[M+Na]* 3307 1662 765

48b) R=CHs  225-227 501 3222 2984 1693, 823,804,
[M-1]* 1682 790

48c) R=F 133-135 505 3239 2073 1693, 835, 809,
[M-1]* 1678 789

47d) R=CI 218-220 546 3442, 1714, 812,801,
[M+Na]* 3338, - 1668 776

3263

47e) R=Br 237-238 565 3441, 2970 1688, 844, 806,

[M-1]* 3278 1660 792

Os assinalamentos dos hidrogénios e carbonos foram feitos com base nos
espectros de RMN de H e 3C.

Com objetivo de elucidar estruturalmente os compostos 48a-e, foram
realizadas técnicas de RMN unidimensionais (para todos o0s compostos) e
bidimensionais (para um composto desta série). O composto 48d foi utilizado como
referéncia para a discussdo das atribuicdes dos sinais de RMN H e 13C nas
técnicas de COSY, HSQC e HMBC.

No experimento de COSY do composto 48d foi possivel observar que o
hidrogénio em 8,50 ppm acopla com o hidrogénio em 7,44 ppm. Estes dados,
aliados ao efeito de desblindagem observado, permitiram estabelecer que esses

sinais sao caracteristicos dos hidrogénios pirimidinicos (Figura 21).
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Figura 21. Analise de COSY (400,00 MHz, DMSO-ds) para o composto 48d.

As analises do HSQC, aliadas aos dados fornecidos pelo COSY, permitiram

determinar que (Figura 22):
¢ O sinal em 8,50 ppm esta correlacionado ao carbono em 159,4 ppm;

e O hidrogénio com deslocamento quimico em 7,44 ppm esta diretamente

ligado ao carbono em 107,6 ppm;

e Os sinais em 8,50 e 159,4 ppm correspondem ao hidrogénio H-25 e ao

carbono C-25, respectivamente;

e Os sinais em 7,44 e 107,6 ppm correspondem ao hidrogénio H-24 e ao

carbono C-24, respectivamente.
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Figura 22. Analise de HSQC (400,00/100,0 MHz, DMSO-ds) para o0 composto 48d.

A analise de HMBC permitiu verificar que:

e O hidrogénio em 8,50 ppm estéa correlacionado com os carbonos em 107,6 e
161,5 ppm;

e O hidrogénio com deslocamento quimico em 7,44 ppm esta correlacionado
com os carbonos em 159,4 e 161,0 ppm.

e A partir destes dados conclui-se que:

e O sinal em 161,5 ppm esté associado ao carbono C-21;
e O sinal em 161,0 ppm esta associado ao carbono C-23 (Figura 23). Além
disso, foram assinalados todos os hidrogénios e carbonos do anel

pirimidinico (Figura 24).
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Figura 23. Analise de HMBC (400,00/100,0 MHz, DMSO-ds) do composto 48d.
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Figura 24. Identificacdo dos hidrogénios e carbonos do composto 48d por COSY,
HSQC e HMBC.
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As andlises de RMN de !H dos produtos finais 48a-e mostraram os
hidrogénios das metilas ligadas as amidas com deslocamentos quimicos entre 1,94
e 196 ppm. Os hidrogénios metilénicos ligados diretamente ao benzeno
apresentaram-se com sinais entre 2,22 e 2,23 ppm. Os hidrogénios arométicos (H-
3, (47a) H-4, H-5, H-6, H-14, H-18, H-19, H-24, H-25, H-28, H-30, H-31, H-32),
deslocaram-se quimicamente entre 7,22 e 9,27 ppm. Todos os assinalamentos

encontram-se descritos na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 'H dos

produtos finais 48a-e.

NUumeros
dos 'H
RMN (400 MHz, DMSO-ds, 8 em ppm, J em Hz)
Ri=H Ri= CHs Ri=F Ri= ClI Ri1i= Br
3 7,62 7,43-7,50 7,43-7,57 7,65 7,76
(d, J=17,8) (m, 4H) (m, 5H) (s, 2H) (dd,J=16¢e
2,7)
4 7,36-7,39 - - - -
(m, 2H)
CHs-4 - 2,36 - - -
5 7,56 7,43-7,50 7,43-7,57 7,36 7,59
(t, J=7,4) (m, 4H) (m, 5H) (dd,J=28¢ (d, J=8,4)
8,2)
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6 7,68 7,43-7,50 7,43-7,57 7,71 7,33
(d, J=7,6) (m, 4H) (m, 5H) (s, 1H) (dd,J=18¢e
8,0)
7 10,68 10,65 10,64 10,67 10,69
9 1,96 1,94 1,94 1,95 1,94
12 9,38 9,31 9,36 9,41 9,41
14 7,36-7,39  7,35-7,40 7,43-7,57 7,65 7,82
(m, 2H) (m, 2H) (m, 5H) (s, 2H) (d,J=2,4)
16 2,22 2,23 2,23 2,22 2,22
18 7,22 7,23 7,23 7,23 7,22
(d,J=83) (d,J=8,4) (d,J=8,4) (d, J=8,0) (d, J=8,4)
19 7,99 8,01 7,99 7,97 7,97
(d,J=1,7) (d,J=15) (d,J3=1,7) (d, J=1,6)
20 8,97 9,00 8,99 8,97 8,96
24 7,43 7,35-7,40 7,43-7,57 7,44 7,43
(d,J=5,1) (m, 2H) (m, 5H) (d,J=5,1) (d, J=4,8)
25 8,50 8,51 8,51 8,51 8,50
(d,J=51) (d,J=51) (d,J=5,1) (d,J=5,1) (d, J=4,8)
28 9,26 9,27 9,27 9,26 9,25
(d,J=1,8) (d,J=1,2) (d,J=1,3) (d, J=1,8) (d, J=1,6)
30 8,68 8,69 8,68 8,69 8,68
(dd, J= (dd, J= (dd,J=4,7 (dd,J=4,7e (dd,J=12e
47e14) 45el1) e1,5) 1,4) 0,8)
31 7,46 7,43-7,50 7,38 7,48 7,45
(dd, J= (m, 4H) (d,J=82e (dd,J=79e (dd,J=76¢€
7,9 e 4,8) 2,0) 4,8) 4,6)
32 8,43 8,44 8,44 8,43 8,42
(dt,J=8,0 (dt,J=7,7 (dt,J=8,2e (dt,J=8,2e (d, J=8,0)
e 1,8) e 1,9) 1,8) 1,8)
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Os espectros de RMN 3C dos produtos finais 48a-e mostraram os sinais das
metilas ligadas as carbonilas com deslocamentos quimicos entre 20,5 e 23,8 ppm.
Os carbonos metilénicos apresentaram-se entre 17,5 e 17,6 ppm. Os carbonos C-
11 mostraram-se como tripletos, devido aos acoplamentos com os atomos de fltor,
com constante de acoplamento de 30,0 - 30,3 Hz, deslocando-se entre 160,8 e
161,8 ppm. Os carbonos C-8 apresentaram-se com sinais entre 168,68 e 161,57
ppm. Os carbonos C-10 mostraram-se como tripletos, com constante de
acoplamento entre 251,5 Hz e 254,8 Hz. No intermediario 48c, todos os carbonos
do anel aromatico contendo flior mostraram-se como dupletos com constantes de
acoplamento caracteristicos. O carbono C-4 com J= 241,1 Hz; o C-3 com J= 23,8
Hz; o C-5 com J= 22,3 Hz; 0 C-2 com J= 7,5 Hz; 0 C-6 com J= 6,5 Hz e 0 C-1 com
J= 2,3 Hz. O RMN *°F do composto 48c mostrou um sinal Gnico com deslocamento
quimico de -118,00 ppm. Todos os assinalamentos encontram-se descritos na
Tabela 15.

Tabela 15. Valores de deslocamentos quimicos nos espectros de RMN 13C e °F

dos produtos finais 48a-e.

NUumeros
dos 3Ce
19F*
RMN (100 MHz 13C e 376 MHz °F, DMSO-ds, & em ppm, J em Hz)
Ri=H Ri= CHs Ri=F Ri= Cl Ri1= Br
1 126,3 126,5 133,7 126,2 -
tLJ=75  GJ=7.8 (dJI=23) (,JI=8,0)
2 128,9 - 116,3 128,3 128,4
(d, J=7,5) (t, J= (t, J= 23,7)
23,4)
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3 1254 127,7 118,9 129,3 128,0
(d, J=23,8) (t, J=9,0)
4 132,0 132,0 159,5 131,5 -
(d, J= 241,1)
CHz-4 - 23,2 - - -
F-4' - - -115,28 - -
5 127,4 126,8 132,4 129,1 129,1
(d, J=22,3)
6 135,7 134,9 128,5 134,7 134,7
(d, J=6,5)
8 168,6 168,8 168,9 168,8 168,7
9 23,3 20,5 23,8 23,2 23,3
10 114,3 114,3 114,4 113,4 113,3
(t, J= 252,7) t, J= (t, J= 254,2) (t, J= (t, J=
251,5) 254,8) 253,7)
F2-10° -99,00 -99,01 -99,11 -99,00 -99,00
11 161,7 161,8 160,2 161,2 161,2
(t, J= 30,3) (t, J=30,0) (t, J=30,3)
13 148,0 137,9 139,0 137,9
138,0
14 117,6 117,6 116,4 117,6 117.,6
15 137,9 135,0 135,6 134,8 135,2
16 17,5 17,6 17,6 17,6 17,6
17 130,1 128,9 128,2 129,6 129,4
18 131,4 130,2 131,1 130,2 130,2
19 117,2 117,2 117,0 117,2 117,2
21 162,0 161,5 162,9 161,5 161,5
23 161,5 161,0 161,7 161,0 161,0
24 107,6 107,6 108,7 107,6 107,6
25 160,9 159,4 160,1 159,4 159,4
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27 134,3 1331 133,0 132,1 132,1

28 151,2 148,1 149,2 148,1 148,1
30 159,3 151,3 152,1 151,3 151.3
31 123,6 123,7 124,2 123,7 123,7
32 134,8 134,3 135,0 134,3 134,4

As andlises de EMAR mostraram que os produtos obtidos 48a-e
apresentaram massa compativel com as estruturas propostas. Para verificacdo do
grau de pureza destas substancias foram realizadas as andlises de CLAE, que

mostraram resultados satisfatorios (Tabela 16).

Tabela 16. Resultados de EMAR e CLAE para os compostos 48a-e.

EMAR
Composto : : CLAE (%, 261 nm):
Tedrico Obtido

48a) R=H 488,1772 488,1754 99
48b) R= CHs 502,1929 502,1925 98

48c) R=F 506,1678 506,1677 97

48d) R= Cl 522,1383 522,1384 99

48e) R=Br 566,0877 566,0872 99

Os dados fisicos e espectroscopicos dos produtos finais 48a-e foram

compativeis com as estruturas propostas e estdo descritos na parte experimental.

5.2. Avaliacéo Biologica

Para a avaliacdo bioldgica destes compostos foram realizados testes de
citotoxicidade nas linhagens celulares K562, K562 Lucena e macréfagos da

linhagem J774A.1. Os testes em células K562 e K562 Lucena foram feitos em
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colaboragdo com o Laboratério de Hemato-oncologia Celular e Molecular do
Instituto Nacional do Céancer (INCA), sob a supervisdo da Dra. Raquel Maia e da
Dra. Flavia Vasconcelos. Ja os testes na linhagem de macrofagos J774A.1 foram
realizados em colaboracdo com o Laboratério de Farmacologia Aplicada de
Farmanguinhos, Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sob a coordenacao do Dr.
Thadeu Estevam.

5.2.1. Ensaios de Citotoxicidade na linhagem K562 E K562

Lucena

Os resultados obtidos com este estudo foram separados de acordo com
cada série, e serdo descritos sob a forma de graficos, para facilitar a visualizacao e
a discussdo. Os compostos que se mostraram mais citotoxicos foram testados
também na linhagem K562 Lucena. No gréafico apresentado na Figura 25 foi
possivel observar que, os derivados iminicos da primeira série 46a-e, ndo foram
capazes de reduzir a viabilidade celular de forma significativa. Sendo esta
viabilidade maior que 50%, n&o foi possivel calcular o valor exato da concentracao
citotoxica (CCso). Para compostos que visam “eliminar” as células € calculado a

concentragao citotoxica ao invés da concentracao inibitéria (ICso).
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Figura 25. Efeito dos compostos 46a-e e do imatinibe base na viabilidade celular

em linhagem de K562.
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Cabe ressaltar, que os produtos desta série 46a-e também séo analogos do
sunitinibe, e desta forma, serd necesséario a realizacdo de avaliacbes bioldgicas

com células de tirosina quinase especificas para este farmaco.

Para a segunda série de produtos 47a-e, a molécula substituida por fltor 47¢c
ndo promoveu uma reducéo celular significativa. O composto 47a, ndo substituido,
exibiu uma redugdo na viabilidade celular de 50%. As substancias que
apresentaram melhores resultados foram as substituidas por metila 47b, cloro 47d
e bromo 47e, atingindo uma viabilidade celular de 20%, equivalente ao padréo
imatinibe. Para os compostos que foram capazes de reduzir a viabilidade celular em
mais 50% foi calculada a CCso. A molécula ndo substituida 47a apresentou CCso de
3,89 uM; a substituida por bromo 47e foi de 1,82 uM e a substituida por metila 47b
foi de 1,45 uM. O composto substituido com cloro 47d foi o mais potente desta
série, apresentando CCso de 0,51 puM, proximo ao padrdo imatinibe (CCso de 0,27
puM) (Figura 26).

Os compostos 47b, 47d e 47e, que apresentaram os melhores resultados de
reducdo celular, juntamente com o padrdo imatinibe, foram testados na linhagem
celular K562-Lucena 1. As substancias mostraram-se ativas, contudo, os resultados
foram inferiores ao imatinibe. Vale ressaltar a necessidade dos testes serem feitos
em concentragdes abaixo de 1uM e a cima de 5uM para se obter uma melhor curva
(Figura 27).

No momento, os compostos 47b, 47d e 47e estdo sendo submetidos a

outros ensaios, tais como:

Avaliacdo da morte celular (apoptose) através do ensaio de anexina V por
citometria de fluxo;

Deteccdo dos niveis de Crkl fosforilado antes e apds o tratamento com 0s
compostos selecionados, visto que esta é a principal proteina tirosina fosforilada em
pacientes com LMC (NICHOLS et al., 1994; TEN HOEVE et al., 1994). Este ensaio

permite avalilar de forma indireta a atividade da enzima Bcr-abl
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Figura 26. Efeito dos compostos 47a-e e do imatinibe na viabilidade celular em
linhagem de K562.
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Figura 27. Efeito dos compostos 47a-e e do imatinibe na viabilidade celular em

linhagem de K562-Lucena 1.
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Para a terceira série de compostos 48a-e, ndo foi observada atividade
significativa para nenhuma das substancias testadas. O produto 48a foi o que
apresentou a maior reducdo na viabilidade celular (40%), na concentracdo de 5,0

MM. No entanto, esta reducédo foi muito inferior ao padréo imatinibe (Figura 28).
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Figura 28. Efeito dos compostos 48a-e e do imatinibe na viabilidade celular em
linhagem K562.




5.2.2. Ensaios de Citotoxicidade

A viabilidade celular na presenca e na auséncia dos compostos foi
determinada através um ensaio de reducao de resazurina (Alamar Blue). Para este
ensaio, utilizou-se células de macréfagos da linhagem J774A.1, originada de
murinos. Neste ensaio, a resazurina é reduzida pelas mitocéndrias para resofurina,

apos essa reducao é possivel realizar a deteccdo colorimétrica e fluororimétrica.

As células foram cultivadas em placas planas de 96 pocos de fundo preto,
com uma densidade 2,5 x 10°. As placas foram mantidas em atmosfera Gmida,
contendo 5% de COz, s 37 °C. Ap6s 1 hora de incubacao as células receberam um
novo meio de cultura, com ou sem Tween 20 (3%), DMSO (0,5%) e os compostos
sintetizados 46-48a-e ou o imatinibe em quadriplicata. Apos 20 horas de incubacéo,
foi adicionado 20 uL de uma solugéo de Alamar Blue em cada poco, e depois de 4
horas a fluorescéncia foi lida através do espectrofotdmetro SpectraMax M5 / leitor

de microplacas M5e (Molecular Devices; kexc = 555 nm, kem = 585 nm).

Os resultados obtidos neste estudo foram separados de acordo com cada
série, e serdo descritos sob a forma de tabelas para facilitar a discusséo. Para os
compostos que foram capazes de reduzir a viabilidade celular em mais de 50% foi
calculado o CCso.

Nos derivados iminicos da primeira série 46a-e, 0 composto nao substituido
46a foi o mais seguro, ndo sendo citotdbxico em nenhuma das concentracoes
testadas. As moléculas substituidas por cloro 46d e bromo 46e mostraram-se
citotdxicas, e para esses compostos foram calculados os CCso e comparados com 0
padréo imatinibe (CCso= 51,3 puM). Esta comparacdo mostrou que os produtos 46d
e 46e foram menos toxicos que o padrdo, com CCso de 56,6 uM e 64,6 uM,

respectivamente (Tabela 17).
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Tabela 17. Efeito dos compostos 46a-e e do imatinibe na viabilidade celular em

macrofagos da linhagem J774A.

N NH
N e
N
Concentracéo < M R4
N™ "N
da amostra H
Viabilidade celular (%)
46a 46b 46¢C 46d 46e o
Imatinibe
Ri=H R1= CHs Ri=F Ri=CI R1i=Br
100 uM 100,0 87,7 11,3 12,3 19,1 54
10 uM 100,0 89,2 81,2 92,6 100,0 845
1uM 100,0 89,6 84,0 91,9 100,0 91,8
100 nM 99,5 90,6 86,6 90,2 100,0 945
10 nM 100,0 93,6 89,4 93,1 100,0 100,0
inM 100,0 94,1 97,9 100,0 100,0 100,0

Para os compostos da segunda série 47a-e, que apresentaram bons
resultados de atividade em células leucémicas, foram testadas concentracdes
maiores, com objetivo de definir o valor exato de CCso. Contudo, na maior
concentracdo testada (10 mM), eles foram seguros, apresentando reducdo da
viabilidade celular em torno de 13%, ndo permitindo o calculo do CCso. Os
compostos 47c e 47e foram testados até a concentracdo de 100 puM, e atingiram
reducdo de 20% e 60%, respectivamente. Apesar disso, estas substancias

mostraram-se menos citotoxica que o padréo (Tabela 18).
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Tabela 18. Efeito dos compostos 47a-e e do imatinibe na viabilidade celular em
macrofagos da linhagem J774A.

R1
@]
B
HN
7 HNTSe Y
Concentragédo - |N 0
da amostra \NXH

Viabilidade celular” (%)

47a 47b 47c 47d 47e N
Ri=H Ri=CHs Ri=F Ri=Cl Ri=Br imatinibe
10 mM 87,2 85,3 - 88,0 - -
1 mM 98,4 90,5 - 97,0 - -
100 pM 93,6 96,8 80,4 1000 39,5 5,4
10 uM 99,1 95,6 80,8 99,5 74,6 84,5
1 uM 99,0 95,8 89,0 99,2 95,7 91,8
100 nM 100,0 95,9 90,5 97,5 96,3 94,5
10 nM 100,0 95,8 90,3 97,6 99,7 100,0
1nM 100,0 94,9 93,5 99,5  100,0 100,0

Na terceira série de compostos 48a-e, o produto 48d foi 0 mais seguro, nao
apresentando citotoxicidade em nenhuma das concentracdes testadas. A molécula
48e também ndo se mostrou toxica, com reducdo da viabilidade celular de no
maximo 19%. O composto 48a reduziu em 37% a viabilidade celular, e os derivados
48b e 48c mostraram ser 0s mais citotéxicos. No entanto, quando comparados com
o imatinibe (CCso= 51,3 uM), ambos foram menos citotoxicos com CCso de 56,2 uM

e 87,1 uM, respectivamente (Tabela 19).
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Tabela 19. Efeito dos compostos 48a-e e do imatinibe na viabilidade celular em

macrofagos da linhagem J774A.

Ri

Concentracao
da amostra Viabilidade celular” (%)
48a 48b 48c 48d 48e
Imatinibe
Ri=H Ri= CHs Ri=F Ri=Cl Ri=Br
100 uM 62,8 6,1 41,9 94,0 81,3 54
10 uM 97,1 92,9 90,9 100,0 90,6 84,5
1uM 97,9 100,0 93,2 99,7 99,4 91,8
100 nM 97,3 100,0 93,8 100,0 98,0 94,5
10 nM 97,4 100,0 92,6 100,0 97,8 100,0
1nM 98,1 100,0 91,8 100,0 98,3 100,0

O indice de seletividade (IS) consiste na razdo entre a concentracao

citotdxica (CCso) e a concentragdo inibitéria (Clso), ou neste caso, por se tratar de

ensaios realizados em células tumorais, o0 CCso. No entanto, como 0s ensaios foram

realizados com diferentes tempos de incubacéo, nao foi possivel o calculo do IS.

5.3. Estudo da Relagéo Estrutura Atividade (REA)

Como descrito anteriormente, o imatinibe foi desenvolvido a partir de estudos

de ensaios cegos robotizados, conhecidos como “High-throughput screening
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(HTS)”. Na aplicagdo desta técnica foi identificado o esqueleto 2-
fenilaminopirimidina (12) como um inibidor de proteina quinase C, que consiste
numa familia da serina e treonina quinase (ZIMMERMANN et al.,, 1996a,b).
Contudo, foi necessério realizar a otimizacdo dessa estrutura (ZIMMERMANN et al.,
1997), e posteriormente, foi realizado um “screening” contra v-Abl (uma tirosina
quinase codificada pelo gene ABL1) e um numero de outras proteinas quinases,
com objetivo de encontrar um composto especifico Abl. Os resultados indicaram
que a insercdo de uma unidade benzoamida ligada ao grupo fenila foi essencial
para aumentar a atividade frente a v-ABL. Além disso, a adicdo de uma metila em
C-6 deste mesmo anel serviu para eliminar a atividade indesejada na proteina
quinase C, sem alterar a atividade agonista na v-ABL (DEADMAN et al., 2013)
(Figura 29). Apesar de ter apresentado excelente atividade na proteina quinase v-
ABL, o derivado 67, ndo apresentou uma boa biodisponibilidade oral, e em
condi¢des neutras sua hidrossolubilidade era muito baixa, ndo favorecendo o uso
como um farmaco (ZIMMERMANN et al., 1996a,b). A adicdo da N-metilpiperazina
resultou na molécula do imatinibe (12), que apresenta uma maior solubilidade em

agua e biodisponibilidade oral (Zimmermann et al., 1997) (Figura 29).
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Figura 29. Génese estrutural do imatinibe (6).

Os resultados das avaliacbes biologicas deste trabalho permitiram
estabelecer as relagdes de estrutura atividade dos compostos sintetizados 46-48a-

e, e confronta-los com os descritos para o imatinibe.

5.3.1. Relagdo Estrutura Atividade dos Compostos da Primeira
Série 46a-e

Em relagdo ao imatinibe, os resultados das avaliagbes bioldgicas obtidos
para as substancias da série das iminas 46a-e, serviram para validar a importancia
da amida para atividade da molécula, uma vez que nestes compostos a atividade
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foi cessada quando essa foi substituida por uma imina, uma hipotese é que a maior
restricdo conformacional na imina contribua para perda do efeito. Outra importante
observacdo foi que a introducdo de diferentes substituintes, ndo contribuiu

significativamente para melhorar a atividade biolégica (Figura 30).

Como descrito anteriormente, as avaliacbes biolégicas com linhagens
celulares especificas do sunitinibe sdo necessarias para a série de compostos 46a-
e, devido a similaridade estrutural entre estas substancias e o sunitinibe. Posterior a
estas avaliacdes, deverao ser realizados estudos de relacdo estrutura atividade que
permitam estabelecer quais as principais vantagens e/ou desvantagens estruturais

dos compostos desta série, em relacdo ao farmaco sunitinibe.

A amida é (\N”

essencial para N \)

a atividade Perda total

a atividad
A atividade ndo e

) )
7~ |HN 7 N
Z "N 2\
~ | \NJ\
influenciada pelos efeitos

R¢=H, CH; F, Cl, Br |eletrénicos e estérico dos
substituintes

N
H

Imatinibe Xa-e
CCyo=0,27 pM Inativos

Figura 30. Relagé&o estrutura atividade do imatinibe versus os compostos da

primeira série 46a-e.

5.3.2. Relacdo Estrutura Atividade dos Compostos da Segunda

Série 47a-e

Em relacdo ao imatinibe, nos derivados 47a-e as principais modificacdes

estruturais realizadas foram:
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O grupamento p-metilpiperazina presente na estrutura do imatinibe, foi

removido;
¢ A fenila foi substituida na posi¢cédo orto por uma amida adicional;
e Houve a inclusédo de uma carbonila cetdnica como espagador.

e Diferentes substituintes foram introduzidos na posicdo para da fenila, em

relacdo ao grupo amida.

Todas as alteragcbes estruturais, com excecdo dos diferentes substituintes,
nao alteraram de forma significativa a atividade biol6gica. Contudo, em relacédo as
substituicbes na fenila em posi¢cao para ao grupo amida, de acordo com 0s ensaios
realizados, a ordem de atividade para o0s substituintes foram:
cloro>metila>bromo>hidrogénio>flior (Figura 31). Os substituintes utilizados neste
trabalho apresentam uma série de propriedades que permite propor uma

interpretacdo razoavel para estes resultados.

A refratividade molar (RM) foi descrita em 1945 por Pauling e Pressman, e
trata-se de uma propriedade de polarizabilidade muito empregada em estudos de
REA (TAVARES, 2004). Ela é fortemente dependente da estrutura quimica do
composto, pois expressa uma propriedade fisico-quimica de carater constitutivo-
aditiva. Alguns parametros correlacionados com a polarizabilidade sédo: volume de
van der Walls, indice de conectividade molecular e parametros relacionados ao
volume (KUBINYI, 1993). Estas correlacdes estdo descritas na equacao a seguir:

RM= (PM/r) (n? -1/ n?=2)
PM - peso molecular
r — densidade a 20 °C

n — indice de refratividade do composto a 20 °C

Entdo, como pode-se observar, a RM esta relacionada ao volume, tamanho

e polarizabilidade, caracteristicas representadas pelo peso molecular, densidade e
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indice de refratividade. De forma geral, o coeficiente de refratividade molar tem
auxiliado na compreensédo da interacdo do composto, ou dos substituintes com o
sitio de ligacdo do receptor. Assim, foi feito uma correlacdo entre a ordem de
atividade apresentada nos ensaios biologicos e os valores de RM para cada
substituinte. Foi observado que, com excecdo do &tomo de bromo, a resposta
biolégica seguiu o padrdo de RM, ou seja, quanto maior a atividade, maior o valor
de RM. Podemos propor que, a falta de correlacao entre a atividade do composto
substituido com bromo e o RM, devem estar associados a outras propriedades

deste atomo (Tabela 20).

Tabela 20. Parametros biolégicos e RM dos substituintes utilizados neste trabalho.

Substituinte na ordem decrescente

de atividade RM*
Cl 6,03

CHs 5,65

Br 8,88

H 1,03

= 0,92

1valores descritos na referéncia: BARREIRO & FRAGA, 2015.
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Figura 31. Relagé&o estrutura atividade do imatinibe versus os compostos da

segunda série 47a-e.
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5.3.3. Relagdo Estrutura Atividade dos Compostos da Terceira Série
48a-e

Os compostos da terceira série 48a-e mostraram o efeito deletério da
natureza do grupo CF2 como espacador para atividade biolégica em células da
linhagem K562. Os resultados de atividade desta série, quando comparados com a
série 48a-e, mostraram uma consideravel perda da atividade. A comparacao entre o
produto substituido por cloro 48d, com maior valor de atividade na série 48a-e, e a
substancia substituida por cloro desta série 48d, mostra uma reducédo de atividade
de 80% para 25%. Na Figura 32, encontram-se destacados 0S principais grupos e

as suas influéncias para atividade dos compostos da série 48a-e.

A atividade ndo é
Aintrodugdo do CF, influenciada pelos efeitos
como espagador reduz eletrénicos e estérico dos
a atividade substituintes

Essencial a
para
atividade F O
SN [E=A

@)
=
. )
H \N N A introdugao de um
H isdstero da piperazina
manteve a atividade

Ry=H, CH; F, Cl, Br

Imatinibe Xa-e
CC;5,= 0,27 pM Inativos

Figura 32. Relacéo estrutura atividade do imatinibe versus os compostos da

terceira série 48a-e.
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5.4. Estudo de Ancoramento Molecular dos compostos 46-48a-e

Os compostos que apresentaram bons resultados de reducdo celular nas
linhagens de K562 (47b, 47d e 47e), foram selecionados para avaliacao frente a
enzina tirosina quinase Bcr-abl. Desta forma, os estudos tedricos de ancoramento
molecular com esta proteina foram realizados, a fim de corroborar com a escolha
destes compostos e entender um possivel mecanismo de acado dessas moléculas.
Os testes in silico foram realizados pela Dra. Carla Meneses do laboratério de
sintese organica de Farmanguinhos, Fiocruz.

Por serem os compostos em avaliagdo planejados pela metodologia de
hibridacdo molecular do fragmento farmacoférico FAP, contido no imatinibe, e
derivados de isatina, o0 estudo de ancoramento molecular foi realizado
considerando-se a proteina humana tirosina quinase, alvo molecular destes
farmacos antineoplasicos, co-cristalizada com o imatinibe (STI-575), proteina
codigo PBD ID 2HYY (JABBOUR et al., 2007), e, uma segunda proteina, codigo
PBD ID 3GOE (GAJIWALA et al., 2009), co-cristalizada com a molécula resultante
da hidrélise metabdlica do sunitinibe (B49), por ser este um pré-farmaco.

Os compostos avaliados pertencem a trés classes quimicas que diferem
quanto ao sistema que se liga a amina primaria do FAP, aqui denominadas:
primeira série 46a-e, segunda série 47a-e e terceira série 48a-e (Figura 33). A
selecdo dos compostos que foram estudados em cada série considerou a natureza
do substituinte (CHs, F, Cl e Br), com objetivo de avaliar a importancia da natureza
eletrdnica, estérica e hidrofébica do substituinte, em relacdo aos analogos nédo
substituidos. No estudo considerando-se a proteina codigo PBD ID 2HYY, os
produtos 47a-e tiveram os resultados de todos os substituintes apresentados. Para
a primeira e terceira série, apenas os derivados sem substituinte, metila e cloro
foram expostos. No estudo de ancoramento na proteina codigo PBD ID 3GOE,
somente a primeira série 46a-e tiveram o0s resultados com todos os substituintes

apresentados. Vale ressaltar que esta série contém isdmeros E e Z.

105



@“%ﬁ%ﬁ

R4= H, CHs Cl

Figura 33. Moléculas usadas nos estudos de ancoramento molecular.

5.4.1. Estudo de Ancoramento Molecular na Proteina 2HYY

O reancoramento do imatinibe na proteina codigo PDB ID 2HYY mostrou o
ligante com excelente sobreposicdo ao ligante co-cristalizado (STI-575), como
demonstra o valor de RMSD igual a 1,199 A. O valor calculado para a energia de
interacdo foi -12,7 kcal/mol. Em adicdo, a sobreposicdo dos primeiros modelos
(M01), nas sete corridas realizadas (R01 a R07), corrobora o emprego do programa
AutoDock Vina e parametros selecionados para a realizacao deste estudo.

A analise no sitio ativo da proteina cédigo PDB ID 2HYY indica que o
imatinibe reancorado reproduz as interagcdes do ligante co-cristalizado STI-575,
conforme pode ser verificado na Figura 34. Interacdes dipolo-dipolo sdo observadas
entre o atomo de nitrogénio piridinico presente no sistema FAPP do imatinibe
reancorado, e do STI-575 com o grupo amino da Met318, assim como, entre o
atomo de hidrogénio ligado ao grupo amino secundario do FAP com o grupo
hidroxila da Thr315, entre o hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo amida com o
oxigénio alfa-carbonilico do Asp381. Ressalta-se que, no STI-575 € o oxigénio do
grupo amida que interage com o grupo amino do mesmo residuo enquanto, o grupo
amino interage com grupo carboxilato presente no Glu286. Esta diferenca pode ser
atribuida ao fato deste estudo ndo considerar a molécula de agua co-cristalizada
HOH146, com a qual o grupo amida do STI-571 forma ligacdo de hidrogénio.
Interacdo dipolo-dipolo também ocorre entre o atomo de nitrogénio piperidinico
protonado e o grupo alfa-carbonilico da 11e360. Interag6es hidrofobicas e do tipo 1r-
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T sS40 observadas entre o sistema FAP, e a parte correspondente ao anel aromatico
ligado por grupo metileno ao anel N-metil-piperazina di-protonado do imatinibe
reancorado, e do STI-575 com os residuos Tyr253, Leu248, Met290, Thr315,
Leu370 e Phe382. Através destas interacbes, o STI-575 se liga a conformacao
inativa do dominio ABL quinase, e promove a inibicdo da atividade catalitica da
oncoproteina Bcer-abl. Estudos cristalograficos a respeito da ligagdo do imatinibe ao
dominio ABL quinase possibilitaram o esclarecimento do mecanismo de acéo, e a
compreensao do efeito antineoplasico de uma nova classe terapéutica, os ITK da
oncoproteina Bcr-abl, a qual tem o imatinibe como composto protétipo (JABBOUR
et al., 2007). A conformacdo do dominio ABL quinase sera aqui definida como sitio
ativo da proteina cédigo PDB ID 2HYY.
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Figura 34. A. Representacgao do ligante co-cristalizado STI-575 (carbono na cor

verde) e do imatinibe reancorado (carbono na cor azul ciano) no sitio ativo da
proteina cédigo PDB ID 2HYY (em cinza) (& esquerda). Sobreposi¢céo do imatinibe
reancorado ao STI-575 com ilustracdo das interacdes com residuos do sitio ativo da
proteina (a direita). Demais atomos nas cores: oxigénio (vermelho), nitrogénio (azul
escuro), hidrogénio polar (branco) e enxofre (amarelo). B. Diagramas
bidimensionais ilustrativos da interacdo STI-575 (a esquerda) e do imatinibe

reancorado (a direita) no sitio ativo da proteina.

A andlise dos resultados observados para a 0s compostos da primeira série
46a, 46d e 46e, mostra energias de interacdo proximas ao valor de imatinibe
reancorado (inferiores a 2,5 kcal/mol) (TROTT et al., 2010), em especial para os

isdmeros Z (Tabela 21). Isto poderia indicar que nesta configuracdo geométrica, os
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compostos interagiriam mais favoravelmente com o sitio ativo da proteina cédigo

PDB ID 2HYY, do que os correspondentes isbmeros E.

Tabela 21. Energia de interacdo, com o modelo e corrida correspondentes, e
indicacdo do comportamento de sobreposicdo das conformacgdes do reancoramento
do imatinibe e dos compostos da primeira série 46a, 46d e 46b na proteina codigo
PDB ID 2HYY.

Composto Energia de Numero do modelo Superposicédo das
interacao (M) e numero da conformacdes
(kcal/mol) corrida (R)
correspondente
Imatinibe -12,7 MO1RO01 MO01 de RO1 a RO7
reancorado
E-46a -9,5 MO1R01 MO1 de RO1 a RO7
-9,2 MO2R01 MO02 de RO1 a RO7
Z-46a -11,8 MO1RO01 MO01 de RO1 a RO7
E-46d -9,4 MO1R01 MO1 a M02 de RO1 a
RO7
Z-46d -11,6 MO1RO1 MO1 e MO2 de RO1 a
RO7
E-46b -9,5 MO1R01 MO1 a M03 de RO1 a
RO7
Z-46b -11,9 MO1RO1 MO1 e MO2 de RO1 a
RO7

Na maior energia de interacdo se observa maior sobreposicdo dos isdbmeros
Z ao imatinibe co-cristalizado (STI-575), conforme pode ser verificado na Figura
35A. Os primeiros modelos das primeiras corridas (M01, M02 a até M03), os quais
sdo idénticos até a sétima corrida (RO1 a R07) (Tabela 21), de Z-46a, Z-46d e Z-
46b tém suas estruturas sobreponivies entre si, e quase que totalmente
sobrepostas ao STI-575, porém apresentam-se em orientacdo oposta a este. O
anel indolin-2-ona se sobrepde a parte do piridinil-pirimidina do FAP do STI-575,
com sobreposi¢cao do nitrogénio iminico ao nitrogénio aminico do FAP do STI-575 e
dos respectivos anéis benzilicos dos sistemas FAP. Em contrapartida, o atomo de

nitrogénio aminico do FAP de Z-46a, Z-46d e Z-46b se sobrepde ao nitrogénio
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amidico do STI-575. Estas sobreposi¢cfes garantiriam aos compostos Z-46a, Z-46d
e Z-46a a possibilidade de interacbes de naturezas semelhantes as do STI-575 na
conformacao inativa do dominio ABL quinase. Dentre as interacfes observadas
estdo a de natureza dipolo-dipolo, entre o nitrogénio iminico e o residuo Thr315
(distancia de 3,10 A) e do grupo amino de Z-46d, com o residuo Glu286 (distancia
de 2,93 A). Em adicao, interacdes hidrofébicas semelhantes também se observam,
conforme pode ser visualizado pelas interacbes formadas entre as partes
aromaticas destacadas dos analogos Z-46 com os residuos Tyr253, Leu248 e
Leu370 (Figura 35).
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Figura 35. A. Sobreposi¢cédo atdmica do Z-46d (carbono na cor laranja) e E-46d
(carbono na cor amarelo) ao STI-575 (carbono na cor verde) com ilustracdo de
interacBes com residuos do sitio ativo da proteina cédigo PDB ID 2HYY (em cinza).
Cores dos demais atomos: oxigénio (vermelho), nitrogénio (azul escuro), hidrogénio
polar (branco), cloro (verde claro) e enxofre (amarelo). B. Diagrama bidimensional
ilustrativo da interacao do Z-46d no sitio ativo da proteina.

Os correspondentes isbmeros E por apresentarem configuragcdo geométrica
oposta em relacdo aos isdbmeros Z, tém o anel indolin-2-ona sobreponivel ao anel
benzamidico do STI-575, como pode ser visto para E-46d (Figura 36). Entretanto,
enquanto conformacdes indiferentes ao substituinte cloro (E-46d) ou grupo metila
(E-46b) sao observadas, comportamento distinto ocorre para E-46a. Na

conformacdo de menor energia (MO1R01) deste composto, a parte do FAP se
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encontra superposta a do STI-575, porém, em dire¢cdo oposta. S&o conservadas
apenas as interacdes com os residuos Tyr253 e Phe382. O nitrogénio iminico da
indolin-2-ona interage com o grupo amino de um novo residuo, Gly249 (distancia de
3,3 A) (Figura 36A e B). Na segunda conformacdo de menor energia (M02R01), a
parte correspondente ao anel indolin-2-ona se sobrepde ao anel benzamidico do
STI-575, contudo em direcdo oposta a observada para o E-46d e E-46b. Desta
forma, ndo se mantém as interacdes dipolo-dipolo com os residuos Asp381 e
glu286, observadas ao STI-575.
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Figura 36. A. Sobreposigéo atbmica do E-46a MO1RO1 (carbono na cor amarelo
claro) e E-46a MO2RO01 (carbono na cor marrom) ao STI-575 (carbono na cor verde)
com ilustracdo de interac6es com residuos no sitio ativo da proteina cédigo PDB ID

2HYY (em cinza). Demais &tomos nas cores: oxigénio (vermelho), nitrogénio (azul
escuro), hidrogénio polar (branco) e enxofre (amarelo). B. Diagrama bidimensional
ilustrativo da interagédo do E-46a MO1RO1 no sitio ativo da proteina.

A analise dos resultados do ancoramento molecular para os compostos da
segunda série 47a-e mostraram energias de interacdo variando entre -9,7 a -12
kcal/mol (Tabela 22). Considerando-se a variacdo permitida de até 2,5 kcal/mol
para conformacdes semelhantes (TROTT et al., 2010), os valores calculados estéao

proximos ao do reancoramento do imatinibe (-12,7 kcal/mol), ou inferior, condicdo
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observada especialmente para duas conformacdes de energia de interagdo minima,
idénticas, do composto substituido por bromo 47e (47e-M0O1RO05 e 47e-M01R07).

Como consequéncia, as conformacfes de menor energia de interacdo das
primeiras corridas (MO1R01) de todos os compostos desta série, as quais sao
idénticas até a sétima corrida (RO1 a RO7), com excecdo de 47e-MO1RO05 e 47e-
MO1RO05, sdo sobreponiveis entre si assim como a molécula do STI-575 (Figura
37). Esta sobreposicdo ocorre até a regido da amida, embora se observem
pequenas variacdes na angulacdo deste grupo em razdo da presenca da carbonila
cetbnica. Desta forma, sdo observadas interacdes com residuos da proteina, aos
quais o STI-575 interage entre o hidrogénio ligado ao nitrogénio amidico com o
grupo carboxilato do residuo Glu286 (distancia de 2,80 A) e/ou oxigénio da alfa-
carbonila do Asp381 (distancia de 2,50 A). Interacdes hidrofébicas comuns também
sdo mantidas. Estas interacdes podem ser visualizadas no diagrama bidimensional

que complementam a Figura 37.

Tabela 22. Energia de interacdo, com o modelo e corrida correspondentes, e
indicacdo do comportamento da sobreposi¢cdo das conformacdes do reancoramento
do imatinibe e dos compostos da segunda série 47a-e na proteina cédigo PDB ID
2HYY.

Composto Energia de Numero do modelo Sobreposicédo das
interacao (M) e numero da conformagdes
(kcal/mol) corrida (R)
correspondente
Imatinibe -12,7 MO1RO01 MO1 de RO1 a RO7
reancorado
47a -12,0 MO1RO1 MO1 de RO1 a RO7
47c -11,9 MO1RO1 MO1 de RO1 a RO7
47d -11,5 MO1RO01 MO1 de RO1 a RO7
47e -10,7 MO1RO01 MO01 de RO1 a R04 e RO5 a
-9,7 MO1RO05 RO6
MO1 de RO5 e RO7
47b -11,4 MO1RO1 MO1 de RO1 a RO7
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Figura 37. A. Sobreposi¢céo atomica das conformat;ﬁesfMOlROl de 47a (carbono
na cor magenta), 47c (carbono na cor verde claro), 47d (carbono na cor laranja),
47e (carbono na cor azul escuro) e 47b (carbono na cor marrom) e do 47e-M01R05
(carbono na cor azul claro) ao STI-575 (carbono na cor verde) com ilustracdo de
interacdes com residuos no sitio ativo da proteina cédigo PDB ID 2HYY (em cinza).
Demais atomos nas cores: oxigénio (vermelho), nitrogénio (azul escuro), hidrogénio
polar (branco), flior (azul claro), cloro (verde claro), bromo (rosa claro) e enxofre
(amarelo). B. Diagrama bidimensional ilustrativo da interacédo do 47d-M01R01 no

sitio ativo da proteina.

Estes resultados apontam que a introducdo do grupo amida, da carbonila
cetbnica como espacador e do grupo metil-ceto-anilina, em substituicdo ao grupo
benzamida e anel piperazinico do imatinibe, manteve a maioria das interacdes
observadas para o protétipo STI-575, quando se liga a conformacgdo inativa do
dominio ABL quinase da proteina. Excecéo para o composto 47e, que apresentou
duas conformacdes (47e-MO1R05 e 47e-M01R07), num total das sete de energia
de interacdo minima, parcialmente sobreponiveis ao STI-575, as quais ocupam
regido mais externa ao sitio ativo (47e-M01R05) (Figura 37).

Entretanto, nenhuma interacdo adicional foi observada para o oxigénio da
carbonila cetdnica, conforme observado em andlise de corte em torno de 5 A (o
qual englobou os residuos Glu286, Met290 e Asp381) ao redor do respectivo
atomo, nas conformacdes de energia de interacdo minima (exceto 47e-M01R05).
Nota-se a possiblidade da formacao de ligacao de hidrogénio intramolecular entre o

oxigénio da carbonila cetbnica e o hidrogénio da amida (distancia de 2,15 A e
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105,84° para 47d-R01MO01), é o que poderia contribuir para a estabilidade da
conformagao.

Em relac&o ao substituinte de 47, observou-se que, em corte de 5 A ao redor
do respectivo atomo de halogénio (F, Cl e Br), ou do carbono do grupo metila, se
encontram os residuos Leu298, Leu354, His361, Val379, Ala380 e Asp381. Trés
destes residuos de contorno compdem o bolso hidrofébico identificado na estrutura
do receptor, proteina codigo ID 2HYY, formado por [1€293, Leu298, Leu354 e
Val379. Em adicédo, foi verificado que a presenca de substituinte na posi¢cdo 3 do
anel benzoamidico do imatinibe interage com este sitio hidrofébico, favorecendo o
efeito inibidor (ASAKI et al.,, 2006). Os substituintes dos compostos da segunda
série 47a-e ocupam a mesma posicdo no anel metil-ceto-anilina. Como
apresentaram conformacfes sobreponiveis (Tabela 22), pode-se inferir que a
contribuicdo de 47 ao interagir com parte deste sitio hidrofébico dependera da
natureza intrinseca do atomo substituinte. Maiores semelhancas s@o reconhecidas
entre os pares flior/hidrogénio e cloro/grupo metil. O bromo se diferencia, por
exemplo, em razdo do maior raio atébmico (H = 0,29; F=0,64; CI=0,99e Br=1,14
A), maior lipofilicidade (1) (H= 0,00; F= 0,14; Cl = 0,71, Br = 0,86 e CHs = 0,56) e
indice de refratividade molar (H= 1,03; F= 0,92; Cl = 6,03, Br = 8,88 e CH3 = 5,65)
(WERMUTH, 1996). Associa-se a estas caracteristicas, as menores energias de
interacdo observadas para 47e bem como a ocorréncia das conformacbes 47e-
MO1RO05 e 47e-MO01R07, que se posicionaram mais externamente ao sitio ativo da
proteina.

A presenca do grupo gem-difluormetila na terceira série de compostos 48a-e,
proporcionou valores de energia proximos para 0s compostos analisados (X= H, Cl
e CHs), cerca de menos de 1,5 kcal/mol (TROTT et al., 2010), assim como ao valor
observado para o reancoramento do imatinibe (Tabela 23).

Entretanto, observa-se que estas conformacdes se orientam distintamente no sitio
ativo da proteina (Figura 38A). As conformacdes 48a-M01R04, 48d-MO01R02 e 48b-
MO1RO01, que sao sobreponiveis entre si, se sobrepbem até a regido do grupo da
amida do STI-575, em semelhanca aos compostos 47a-e. Interagcbes com residuos
comuns ao STI-575 s&o observadas como com a Met318 e Thr315, bem como

interacdes dipolo-dipolo entre o hidrogénio amidico do anel metil-ceto-anilina aos
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grupos carbonil e carboxilato dos residuos Glu286 e Asp381 (distancias de 2,01 a
2,61 A). Nova interacdo surge entre o grupo amida da metil-ceto-anilina com o
grupo carboxilato do residuo Glu286. Num segundo conjunto de conformacdes,
igualmente sobreponiveis entre si, exemplificado por 48a-M01R01, 48d-M01R01 e
48b-M01R02, se observa menor sobreposi¢do ao STI-575. Contudo, sdo mantidas
interacdes comuns a este Ultimo, como a interacao hidrofébica do anel piridinico do
sistema FAP com o residuo Phe382, ligacdo de hidrogénio entre o grupo amina e o
oxigénio alfa-carbonilico do Asp381 e entre o grupo amida da metil-ceto-anilina com

o grupo carboxilato do residuo Glu286 (Figura 38B).

Tabela 23. Energia de interacdo, com o modelo e corrida correspondentes, e
indicacdo do comportamento da sobreposicdo das conformacdes do reancoramento
do imatinibe e dos compostos da terceira série 48a-e na proteina cédigo PDB ID
2HYY.

Composto Energiade  Numero do modelo Sobreposicédo das
interagao (M) e nimero da conformagdes
(kcal/mol) corrida (R)
correspondente
Imatinibe -12,7 MO1RO01 MO1 de RO1 a RO7
reancorado
48a -11,1 MO1RO01 MO01 de RO1 a RO3 e R05
-12,0 MO01R04 MO1 de R04, R06 e RO7
48d -10,2 MO1RO1 MO1 de R0O1, R0O6 e RO7
-11,5 MO1R02 MO1 de RO2 a R05
48b -11,6 MO1RO01 MO1 de R0O1, R03 a RO7
-10,2 MO1R02 MO01 de R0O2

Quando realizadas andlises de corte em torno de 5 A ao redor dos atomos
de fldor do grupo gem-difluormetil das conformagdes com maior grau de
sobreposicao ao STI-575, como por exemplo, 48a-M01R04, 48d-M01R02 e 48b-
MO1RO01, verifica-se a presenca dos residuos Glu286, Asp381, Phe382 e Met290.
Dado o posicionamento dos atomos de flior em relacdo a estes residuos, apenas
interacdes hidrofobicas sdo observadas. Destaca-se, entretanto, a possiblidade de

ligagdo de hidrogénio intramolecular entre os atomos de flior e o atomo de
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hidrogénio ligado ao nitrogénio benzoamidico (distancia/angulo de 2,39 A/102,19°)
e, uma segunda, entre o hidrogénio amidico presente no grupo da metil-ceto-anilina
e o atomo de flior mais proximo (distancia/angulo de 3,07 A/101,87°) para 48b-
MO1RO1. Estas interacbes poderiam orientar as respectivas conformacdes, e o

modo de liga¢cBes destes compostos no sitio ativo da proteina.
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Figura 38. A. Sobreposicao atdmica do 48d-M01R02 (carbonouna COr rosa escuro)
e ao 48d-MO01R01 (carbono na cor azul claro) ao STI-575 (carbono na cor verde) no
sitio ativo da proteina coédigo PDB ID 2HYY (em cinza). Demais &tomos nas cores:
oxigénio (vermelho), nitrogénio (azul escuro), hidrogénio polar (branco), cloro (verde
claro) e enxofre (amarelo). B. Diagramas bidimensionais da interagcdo do 48d-
MO1RO02 (a esquerda) e do 48d-M0O1R01 (a direita) com residuos do sitio ativo da
proteina.
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O corte de 5 A ao redor do atomo de carbono do grupo CHs para 48b-
MO1RO1 e 48b-MO1R02 apresentou 0os mesmos residuos de contato (Glu286,
Asp381, Phe382 e Met290) que para os atomos de fldor. E, igualmente, apenas
interacOes hidrofobicas sdo observadas, em especial para 48b-M01R01, uma vez
que o grupo metila de 48b-M0O1R02 encontra-se orientado externamente ao sitio
ativo da proteina (Figura 38). Os mesmos residuos sédo observados contornando o
atomo de cloro. Ressalta-se, entretanto, que embora presentes ha mesma posicao
do anel metil-ceto anilina, os substituintes da terceira série 48a-e ndo ocupam parte
do sitio hidrofébico da proteina como ocorreu para os analogos carbonilados 47a-e.

Destaca-se que, em contrario ao observado para os compostos 47a-e, a
substituicdo do grupo benzamido e anel piperazinico do STI-575 pelo grupo gem-
difluormetil como espacador e do grupo metil-ceto-anilina foi menos promissora.
Menor niumero de conformacgfes sobrepostas ao STI-575 foram observadas, em
adicdo a ocorréncia de dois conjuntos de conformacdes.

5.4.2. Estudo de Ancoramento Molecular na Proteina PDB ID
3GOE

Os valores de energia de interacdo e informacfes sobre a analise de
reancoramento da molécula resultante da hidrélise metabdlica do sunitinibe em
relacdo ao ligante co-cristalizado B49, e o comportamento do ancoramento
molecular dos compostos da primeira série 46a-e na proteina codigo PDB ID 3GOE,

encontram-se na Tabela 24.

Tabela 24. Energia de interacdo, com o modelo e corrida correspondentes, e

indicacdo do comportamento de sobreposicdo das conformacdes do reancoramento

da molécula resultante da hidrélise metabdlica do sunitinibe e dos compostos 46a-e na

proteina cédigo PDB ID 3GOE.

Composto Energia de Numero do modelo Superposicéo das
interagao (M) e numero da conformacgdes
(kcal/mol) corrida (R)
correspondente
Sunitinibe -10,1 MO1R01 MO1 de RO1 a RO7

117



Reancorado*

E-46a -10,5 MO1RO01 MO1 de RO1 a RO7
Z-46a -9,8 MO1RO1 MO01 a MO5 de RO1 a RO7
E-46b -10,4 MO1RO1 MO1 a MO3 de RO1 a RO7
Z-46b -9,5 MO1RO1 MO1 de RO1 a RO7
E-46d -10,4 MO1RO1 MO01 a MO3 de RO1 a R0O3
Z-46d -9,5 MO1RO01 MO1 de RO1 a RO7

* molécula resultante da hidrélise metabdlica do sunitinibe.

O reancoramento da molécula resultante da hidrdlise metabdlica do
sunitinibe na proteina cédigo PDB ID 3GOE mostrou excelente sobreposi¢cdo ao
ligante co-cristalizado (B49) (Figura 39A). O valor calculado de RMSD foi igual a
1,112 A. A sobreposicéo dos primeiros modelos (M01) nas sete corridas realizadas
(RO1 a RO7), corroborou o emprego do programa Autodock Vina e parametros
escolhidos para a realizacdo do estudo de ancoramento molecular.

A andlise no sitio ativo da proteina codigo PDB ID 3GOE mostra que a
molécula resultante da hidrélise metabdlica do sunitinibe quando reancorada,
realiza interacdes dipolo-dipolo e hidrofébicas com residuos da proteina, conforme
determinado para ligante co-cristalizado B49. Ligagbes de hidrogénio sé&o
observadas entre o grupo amino e oxigénio do anel da isatina com o residuo
Glu671 e residuo Cys673, em distancias proximas as determinadas para o B49, a
saber, 2,90 e 3,25 A em comparacio a 2,74 e 2,98 A, respectivamente. Outras
interacdes hidrofébicas sao observadas com residuos como Gly676, Tyr672,
Leu799 e Phe811, em distancias variaveis entre 3,40 e 4,40 A, semelhantes
aguelas para o ligante co-cristalizado. Algumas destas interacdes sao apresentadas
no diagrama bidimensional da Figura 39B da molécula resultante da hidrélise
metabdlica do sunitinibe, o qual é idéntico ao obtido para o B49.
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Figura 39. A. Representacao do ligante co-cristalizado B49 (carbono na cor verde)
e da molécula resultante da hidrélise metabdlica do sunitinibe reancorada (carbono
na cor azul ciano) no sitio ativo da proteina cédigo PDB ID 3GOE (em cinza) (a
esquerda). A sobreposicao atdbmica da molécula resultante da hidrolise metabdlica
do sunitinibe reancorada ao B49 (a direita). Demais atomos nas cores: oxigénio
(vermelho), nitrogénio (azul escuro), hidrogénio polar (branco), fldor (azul claro) e
enxofre (amarelo). B. Diagrama bidimensional ilustrativo da molécula resultante da
hidrélise metabdlica do sunitinibe reancorada com residuos do sitio ativo da

proteina.

Os isdbmeros E e Z dos compostos 46a-e apresentam energias de interacao
semelhantes (inferiores a 2,5 kcal/mol) (TROTT et al, 2010), sendo esta

caracteristica comum aos trés compostos em avaliacdo (X = Cl, CHs e H). Estes
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valores também se encontram préximos ao observado no reancoramento da
molécula resultante da hidrélise metabdlica do sunitinibe. Contudo, a andlise no
sitio de ancoramento do B49 mostra que os compostos 46a-e se sobrepbem a
estrutura co-cristalizada, mas ndo € o anel indolin-2-ona que se sobrepde ao anel
da isatina de B49, mas sim o sistema FAP (Figura 40A).

Em razdo desta inversao de orientagcdo, novas interacOes dipolo-dipolo
ocorrem entre o nitrogénio pirimidinico e o grupo alfa-amino da Cys673 e entre o
oxigénio da carbonila e grupo amino do anel indolin-2-ona com os residuos Lys593
e Glu758, respectivamente, para os isbmeros E-46; e, com a Asn680 para o0 grupo
amino do anel indolin-2-ona nos correspondentes Z-46 derivados (Figura 40B).
Interacdes hidrofébicas estdo presentes com residuos comuns a interacdo do B49,
como Leu595, Val603, Cys809 e Phe811. Este comportamento conformacional é

observado para maioria dos modelos, como pode ser verificado na Tabela 24.
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Figura 40. A. Sobreposi¢cao atdmica do Z-46a (carbono na cor magenta) e E-46a
(carbono na cor amarela) ao B49 (carbono na cor verde) no sitio ativo da proteina
codigo PDB ID 3GOE. Demais atomos nas cores: oxigénio (vermelho), nitrogénio
(azul escuro), hidrogénio polar (branco), fltor (azul claro) e enxofre (amarelo). B.
Diagramas bidimensionais da interacdo do Z-46a (a esquerda) e do E-46a (a

direita) com residuos do sitio ativo da proteina.

A orientacdo inversa adotada pelos compostos 46a-e em relacdo ao
sunitinibe, com ressalva da igual inversdo na sobreposi¢céao do anel indolin-2-ona de
Z-46a, Z-46d e Z-46b ao sistema FAP do STI-575 no sitio ativo da proteina cédigo

PDB ID 2HYY, pode ser relacionada a atividade inibitéria do imatinibe, em

semelhanca ao sunitinibe, em receptores do dominio tirosina quinase do tipo KIT
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(RTK-KIT) e PDGFRs, os quais sdo responsaveis por causar tumor no estroma
gastrintestinal (GAJIWALA et al., 2009). Estudos de cristalografia de raios-X
demonstraram a sobreposicdo do anel isatina do sunitibine, ao sistema FAP do
imatinibe no sitio de ligac&o do receptor (RTK)-KIT, em que se observam interacdes
do imatinibe com os residuos Val654 e Thr670 (MOL et al., 2003). Entretanto, como
0 sunitinibe ndo realiza interacédo forte com o residuo Thr670, como faz o imatinibe
em células selvagem (WT KIT), o sunitinibe continua a manter atividade em cepas
em que houve a mutacdo da treonina por isoleucina (T670l), ao contrario do
observado para o imatinibe (GAJIWALA et al., 2009). Comportamento semelhante
quanto a inversao da orientacao foi observado para os compostos da segunda e
terceira séries, em que o sistema FAP correspondente se sobrepde ao anel da
isatina de B49.

5.4.3. Conclusfes do Estudo de Ancoramento Molecular

As melhores conformacBes dos compostos avaliados das trés séries, com
especial atencdo aquelas conformacdes de menor energia de interacdo, e geradas
nos primeiros modelos de corridas, preferencialmente (MO1RO01), apresentam
interagbes com residuos comuns aos ligantes co-cristalizados STI-575 e B49 nos
sitios ativos de ambas as enzimas, o que permitiria sugerir serem estes compostos
capazes de inibi-las. Entretanto, cada série mostrou particularidades:

a) A maior semelhanca estrutural entre os compostos das segunda e terceira séries
ao imatinibe, conduziu a sobreposi¢cées em igual orientacdo e maior extensao de
area em relacdo a estrutura do STI-575 (especialmente para os compostos 47a-e),
no sitio ativo da proteina de cédigo PDB ID 2HYY. Interagdes com a maioria dos
residuos considerados importantes para o STI-575, ligaram-se a conformacéo
inativa da proteina e exerceram seu efeito inibidor. Destaca-se ainda que, quando o
bromo € o atomo substituinte (47e) observaram-se menores energias de, e maiores
variagbes conformacionais, com menor semelhanga ao comportamento do ligante
co-cristalizado STI-575;

b) Os compostos 46a-e mostraram comportamento distinto ao se ancorarem no
sitio ativo da proteina cédigo PDB ID 2HYY. Os isbmeros Z se sobrepuseram em
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consideravel extensao, porém com orientacdo inversa ao STI-575. O anel indolin-2-
ona se sobrepds ao sistema FAP do STI-575. Interacbes polares e hidrofébicas
foram mantidas com residuos do sitio ativo. Os isdmeros E, se sobrepuseram muito
parcialmente ao STI-575, e em partes distintas do ligante co-cristalizado. Estes
passaram a ocupar outras regides da enzima,;

c) O ancoramento molecular dos compostos em estudo no sitio catalitico da
proteina cédigo PDB ID 3GOE se deu de forma semelhante ao observado para a os
isbmeros Z da primeira série. Desta vez, observou-se a sobreposi¢cdo da parte do
sistema FAP ao anel isatina do B49. Entretanto, surgem novas interacdes com
residuos comuns do sitio ativo proteina cédigo PDB ID 3GOE, como com a cisteina
673A, lisina 593A e glutamato 758A;

d) A sobreposicdo observada do anel indolin-2-ona presente nos compostos 46a-e,
e, em especial dos isbmeros Z, de conformacdes mais estendidas quando
comparados aos isébmeros E, a parte do sistema FAP do STI-575 (proteina codigo
PDB ID 2HYY), é inversamente a sobreposicdo do sistema FAP dos compostos das
séries em estudo ao anel isatina do B49 (proteina cédigo PDB ID 3GOE), indicando
serem estas regides indolin-2-ona (Série 46, Z) e FAP (STI-575) e FAP (Séries 46,
47 e 48) e anel isatina (B49) de maior semelhanca quanto a caracteristicas
moleculares como, por exemplo, distribuicéo eletronica e hidrofobicidade;

e) A esta similaridade fisico-quimica se associam os valores de energia de
interagdo proximos (inferiores a 2,5 kcal/mol) (TROTT et al.,, 2010) entre os
compostos propostos, e os calculados na andlise reancoramento dos ligantes co-
cristalizados;

f) O conjunto destes resultados indica que, teoricamente, oS compostos propostos

podem agir com os alvos moleculares dos dois farmacos que lhe deram origem.

Atenta-se que neste estudo ndo foram consideradas as moléculas de agua
co-cristalizadas HOH37, HOH87, E HOH146 presentes da cadeia A, em razao
destas ndo estarem presentes nas mesmas posi¢cdes em relacdo a molécula do
STI-575, em todas as cadeias da proteina de cédigo PDB ID 2HYY. Entretanto,
analises preliminares considerando estas moléculas de agua apontam energias de

interacdo e conformacgdes semelhantes as descritas neste texto.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Através de um planejamento racional, utilizando a ferramenta da Quimica
Medicinal conhecida como hibridacdo molecular, trés séries inéditas, contendo 15
moléculas inéditas, foram idealizadas, sintetizadas, caracterizadas e testadas
quanto a sua atividade frente as células da linhagem K562.

Em relacdo a série das iminas 46a-e, a metodologia se mostrou eficiente
para a obtencdo do produto, no entanto, o0 mesmo foi adquirido na forma de

isbmeros, sendo necessario desenvolver métodos de separacdo dos mesmos.

Para as séries 47a-e e 48a-e, a rota sintética mostrou-se eficiente e os

produtos foram obtidos em bons rendimentos e com alto grau de pureza.

As avaliagcdes bioldgicas evidenciaram a importancia do grupo amida,
presente no imatinibe, uma vez que na série das iminas 46a-e, a auséncia deste
grupo resultou em total perda da atividade. Outro fator importante, observado
através das analises de REA, foi a natureza do grupo espacador utilizado entre a
amida e o anel aromatico nas séries 47a-e e 48a-e. O uso da carbonila cetbnica
como espacador forneceram produtos muito ativos 47a-e, quando comparados ao
grupo CF2 48a-e.

Os estudos tedricos de ancoramento molecular permitiram concluir que todos
0S compostos avaliados apresentam interacdbes comuns aos ligantes co-
cristalizados (STI). Para a primeira série 46a-e, avaliadas também com o padréo
sunitinibe, é proposto que podem agir com bons resultados no mesmo alvo deste

farmaco.

Por fim, como perspectivas, obter os resultados da cristalografia de raios-X
para oS compostos da primeira série 46a-e, com objetivo de definir qual é a
conformacao predominante nos isbmeros. Espera-se também realizar as avaliagdes
biolégicas na enzima tirosina quinase dos derivados 47a-e e com base nesses

dados planejar novos compostos.

Sabendo-se que o FAP é uma unidade estrutural importante em moléculas

com atividade anticancerigenas, pretende-se fazer a triagem dos produtos obtidos
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46-48a-e para ensaios antiproliferativos, em diferentes linhagens de células

tumorais.

No momento, um artigo de revisdo baseado na evolucédo do tratamento da
LMC e o uso dos ITK, assim como as suas sinteses, encontra-se submetido; e um

outro com 0S resultados dessa dissertacao sera elaborado.
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7. EXPERIMENTAL

7.1. Solventes e reagentes

Os reagentes utilizados foram na maioria dos casos adquiridos da Sigma-
Aldrich Co, e usados sem purificacéo prévia.

Os solventes utilizados foram adquiridos na Tedia e Vetec, e secos conforme
as técnicas descritas e apropriadas para cada tipo de solvente, sendo estocados

sob atmosfera de nitrogénio.

7.2. Instrumentacgao

As analises foram monitoradas por cromatografia em camada fina (CCF),
utilizando cromatofolhas de silica gel suportadas em aluminio de Kieselgel 60 F2s4
da marca Merck, com indicador na regido do ultravioleta (UV) (254 e 366 nm).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi
realizada utilizando o cromatégrafo da marca Agilent modelo 6890 com modulo de
massas Agilent modelo 5973 a 70 eV. Os valores das fragmentacBes e ion
molecular estdo expressos em relacdo massal/carga (m/z). A coluna usada foi
Agilent 122-5532 DB-5MS (5% difenil: 95% dimetilpolisiloxano). As corridas foram
realizadas utilizando a rampa de temperatura de 50°C a 350°C.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Bichi B-545 e os

valores nao foram corrigidos.

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram obtidos por ionizacao por
eletrospray (EM-IES) em um aparelho Micromass ZQ4000. O ion molecular foi
descrito com relacéo entre a unidade de massa atbmica e a carga do mesmo (m/z)

e a abundancia relativa foi expressa em percentagem.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em

espectrofotdbmetro da marca ThermoScientific, modelo Nicolet 6700. Os valores das
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absorcdes foram referidos em numero de onda, utilizando-se como unidade o

centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrometro Bruker HC a 400,00 MHz para hidrogénio; 100,00 MHz para carbono
e 376,00 MHz para fldor. O trimetilsilano (TMS) foi utilizado como padréo referencial
interno para hidrogénio e carbono (0 ppm). Os deslocamentos quimicos foram
referidos em unidades adimensionais (8), representando partes por milh&o (ppm).
As areas relativas dos sinais foram obtidas por integracdo eletronica e suas
multiplicidades descritas da seguinte forma: s - simpleto, d — dupleto, dd — duplo
dupleto, dt — duplo tripleto, t — tripleto, m — multipleto.

Os espectros de massa de alta resolucdo (EMAR) foram registrados usando
um espectrometro de massas por ionizagao eletrospray (EM-IES) em um aparelho
Maxis 3G.

As analises de CLAE analitica foram obtidas em um aparelho Shimadzu (VP)
com bombas modelo LC-10AD, degaseificador DGU-12A, detector por arranjo de
fotodiodos (DAD) modelo SPD-M10A. As aquisicbes de dados e controle foram
realizadas utilizando o software Shimadzu CLASS-VP verséo 6.13 SP2. As corridas
cromatograficas foram acompanhadas a 190-800 nm. Nas analises, a fase mével
utilizou como eluente (A) metanol: 4gua (1:2) e eluente (B) acetonitrila, com eluicao
isocratica por 45 min de 25% de (B); o fluxo da fase mével foi de 1,7 mL/min e o
volume injetado foi de 20 uL. A separacgao foi obtida em coluna Shimpack MRC-C8,

250 mm x 6 mm, com didametro de particula de 5 ym.
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7.3. Obtencao dos Produtos Finais 46a-e

Em um baldo monotubulado de 100 mL, acoplado com condensador de
refluxo, dean-stark e agitador mecanico, foram adicionados 1 mmol das isatina
correspondentes 13a-e, 1 mmol de FAPP, em 50 mL de tolueno. O meio reacional
foi mantido sob refluxo, por 24 horas. O término da reacao foi evidenciado por CCF,
e em seguida, o meio foi resfriado a temperatura ambiente. Ocorreu a formacéo de

sélido, e este foi filtrado por filtracdo simples e lavado com tolueno gelado.
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7.3.1. 3-(4-metil-3-(4-(piridin-3-il)pirimidin-2-

ilamino)fenilimino)indolin-2-ona (46a)
Rendimento: 96%
Ponto de fuséo: 184-185 °C
EM-IES ([M-1]*, m/z, %): 405 (100)

IV (cm™): 3444 (N-H); 3068 (C-H sp?); 1727 (C=0); 1614 (C=N); 832; 795; 755 (anel

aromatico).

RMN de 'H (400 MHz; DMSO, 8, ppm): 2,32 (s, 3H, H-15); 6,73 (m, 3H, H-4, H-6,
H-7); 6,90 (d, J= 7,8 Hz, 1H, H-5); 7,27 (d, J= 1,8 Hz, 1H, H-10); 7,35 (m, 3H, H-13,
H-14, H-27); 7,42 (d, J=5,1 Hz, 1H, H-20); 8,31 (dt, J=1,8 e 8,0 Hz, 1H, H-28); 8,49
(d, J=5,2 Hz, 1H, H-21); 8,65 (dd, J=1,4 e 4,7 Hz, 1H, H-26); 8,99 (s, 1H, H-16);
9,21 (d, J= 1,7 Hz, 1H, H-24); 10,96 (s, 1H, H-1)
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RMN de 3C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,59 (CHs, C-15); 107,65 (C-20); 111,30
(C-7); 113,52 (C-10); 113,72 (C-3a); 115,64 (C-5); 121,55 (C-14); 123,55 (C-27);
125,64 (C-4); 128,47 (C-12): 131,16 (C-13): 131,99 (C-6); 133,99 (C-23); 134,25 (C-
28); 138,72 (C-11); 146,82 (C-7a); 147,95 (C-9); 148,26 (C-3); 151,29 (C-24);
154,74 (C-19); 159,34 (C-26): 160,98 (C-17); 161,41 (C-21); 163,52 (C-2)

EMAR
Valor tedrico (C24H1sN6O): 406,1542
Valor obtido: 406,1540

CLAE (%, nm): 97 (261)

7.3.2. 5-metil-3-((4-metil-3-((4-(piridin-3-il)pirimidin-2-

il)amino)fenil)imino)indolin-2-ona (46b)
Rendimento: 62%
Ponto de fuséo: 195-197 °C
EM-IES ([M+Na]*, m/z, %): 443 (100)
IV (cm™): 2984 (C-H sp?); 1727 (C=C); 1616 (C=N); 798; 749; 705 (anel aromatico)

RMN de 1H (400 MHz; DMSO, &, ppm): ): 1,88 (s, 3H, 5-CHs); 2,31 (s, 3H, H-15);
6,55 (s, 1H, H-4); 6,73 (dd, J= 2,1 e 7,8 Hz, 1H, H-6); 6,78 (d, J= 8 Hz, 1H, H-7);
7,13 (dd, J= 1,0 e 8,0 Hz, 1H, H-13); 7,22 (d, J= 2,0 Hz, 1H, H-27); 7,35 (d, J= 8,1
Hz, 1H, H-14); 7,39 (m, 2H, H-20 e H-10); 8,31 (dt, J= 1,9 e 8,0 Hz, 1H, H-28); 8,48
(d, J= 5,1 Hz, 1H, H-21); 8,65 (dd, J= 1,6 e 4,7 Hz, 1H, H-26); 9,05 (s, 1H, H-16);
9,21 (d, J= 1,6 Hz, 1H, H-24); 10,85 (s, 1H, H-1)

RMN de 13C (100 MHz;, DMSO, &, ppm): 17,67 (CHs, C-15); 20,29 (CHs-C-5);
107,64 (C-20); 111,07 (C-7); 113,66 (C-10); 113,73 (C-3a); 115,62 (C-5); 123,54 (C-
14); 126,00 (C-27); 128,70 (C-4); 130,30 (C-12); 131,13 (C-13); 132,00 (C-6);
134,00 (C-23); 134,60 (C-28); 138,64 (C-11); 144,55 (C-7a); 147,93 (C-9); 148,13
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(C-3); 151,27 (C-24); 154,81 (C-19): 159,31 (C-26); 160,94 (C-17); 161,45 (C-21);
163,61 (C-2)

EMAR
Valor tedrico(C2sH20NsO): 420,1699
Valor obtido: 420,1702

CLAE (%, nm): 88 (261)

7.3.3. 5-fluor-3-((4-metil-3-((4-(piridin-3-il)pirimidin-2-
il)Jamino)fenil)imino)indolin-2-ona (46¢)

Rendimento: 68%
Ponto de fusao: 237-239 °C
EM-IES ([M-1]*, m/z, %): 423 (100)

IV (cm): 3452; 3256 (N-H); 2853 (CHa); 1739 (C=0); 1620 (C=N); 867; 822; 784

(anel aromatico)

RMN de 'H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 2,32 (s, 3H, H-15); 6,52 (dd, J= 2,4 e 8,5
Hz, H-4); 6,75 (dd, J= 2,1 e 7,9 Hz, 1H, H-10); 6,89 (dd, J= 4,3 e 8,6 Hz, 1H, H-7);
7,20 (td, J= 2,5 e 8,9 Hz, 1H, H-6); 7,27 (d, J= 1,8 Hz, 1H, H-27); 7,37 (m, 3H, H-13,
H-14 e H-20); 8,31 (dt, J= 1,8 e 8,0 Hz, 1H, H-28); 8,44 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-21);
8,64 (dd, J= 1,1 e 4,6 Hz, 1H, H-26): 9,05 (s, 1H, H-16); 9,20 (d, J= 1,6 Hz, 1H, H-
24): 10,99 (s, 1H, H-1)

RMN de 13C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,72 (CHa, C-15); 107,86 (C-20) 112,43
(d, J= 12,8 Hz, C-7); 112,52 (d, J= 20,4 Hz, C-4); 113,88 (C-10); 113,97 (C-27);
116,07 (d, J= 8,0 Hz, C-3a); 120,76 (d, J= 23,6 Hz, C-6) 123,63 (C-14); 129,10 (C-
12): 131,37 (C-13); 132,07 (C-23); 134,09 (C-28); 138,76 (C-11); 143,28 (d, J= 1,1
Hz, C-7a); 147,69 (C-9); 148,06 (C-19); 151,37 (C-24); 154,33 (d, J= 2,3 Hz, C-3);
156,87 (d, J= 236,05 Hz, C-5); 159,27 (C-26); 161,07 (C-17); 161,66 (C-21): 163,67
(C-2)

RMN de °F (376 MHz; DMSO, &, ppm): -121,15 (Ar-F)
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EMAR
Valor teorico (C24H17FNeO): 424,1448
Valor obtido: 424,1447

CLAE (%, nm): 96 (261)

7.3.4. 5-cloro-3-((4-metil-3-((4-(piridin-3-il)pirimidin-2-

illamino)fenil)imino)indolin-2-ona (46d)
Rendimento: 75%
Ponto de fuséo: 247-248 °C
EM-IES ([M -1]*, m/z, %): 439 (100)
IV (cm1): 3449 (N-H); 3115 (C-H sp?); 1740 (C=0); 1623 (C=N); 819; 792; 747 (anel
aromatico)

RMN de 'H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 2,34 (s, 3H, H-15); 6,73 (d, J= 2,0 Hz, 1H,
H-4); 6,76 (dd, J= 7,9 e 2,0 Hz, 1H, H-7); 6,92 (d, J= 8,4 Hz, 1H, H-6); 7,31 (d, J=
1,9 Hz, 1H, H-10); 7,39 (m, 4H, H-13, H-14, H-20 e H-27); 8,32 (dt, J= 8,0 e 1,8 Hz,
1H, H-28); 8,49 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-21); 8,65 (dd, J= 4,6 e 1,2 Hz, 1H, H-26); 9,07
(s, 1H, H-16); 9,22 (d, J= 1,4 Hz,1H, H-24); 11,12 (s, 1H, H-1)

RMN de 3C (100 MHz; DMSO, 5, ppm): 17,79 (CHs, C-15); 107,90 (C-20); 112,99
(C-7); 113,58 (C-10); 113,66 (C-3a); 116,86 (C-5); 123,63 (C-14); 125,15 (C-27);
125,40 (C-4); 128,98 (C-12); 131,35 (C-13); 132,11 (C-6); 133,70 (C-23); 134,14 (C-
28); 138,84 (C-11); 145,67 (C-7a); 147,75 (C-9); 148,09 (C-3); 151,36 (C-24);
153,83 (C-19); 159,40 (C-26); 161,00 (C-17); 161,66 (C-21); 163,36 (C-2)

EMAR
Valor tedrico (C24H17CIN6O): 440,1152
Valor obtido: 440,1173

CLAE (%, nm): 98 (261)
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7.3.5. 5-bromo-3-((4-metil-3-((4-(piridin-3-il)pirimidin-2-

illamino)fenil)imino)indolin-2-ona (46e)
Rendimento: 77%
Ponto de fuséo: 163-164 °C
EM-IES ([M+Na]*, m/z, %): 508 (99); 506 (100)

IV (cm1): 3450; 3223 (N-H); 3115 (C-H sp?); 1741 (C=0); 1606 (C=N) 817; 787; 740
(anel aromatico)

RMN de 'H (500 MHz; DMSO, &, ppm): 2,32 (s, 3H, H-15); 6,73 (d, J= 6,3 Hz, 1H,
H-4); 6,85 (m, 2H, H-6 e H-7); 7,30 (s, 1H, H-10); 7,39 (m, 3H, H-13, H-14 e H-20);
7,48 (d, J= 8,4 Hz, 1H, H-27); 8,32 (d, J= 7,8 Hz, 1H, H-28); 8,49 (d, J= 4,9 Hz, 1H,
H-21); 8,64 (d, J= 2,9 Hz, 1H, H-26); 9,05 (s, 1H, H-16); 9,21 (s,1H, H-24); 11,11 (s,
1H, H-1)

RMN de 3C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,79 (CHs, C-15); 107,90 (C-20); 113,04
(C-7); 113,45 (C-10); 117,34 (C-3a); 123,61 (C-5); 125,30 (C-14); 127,92 (C-27);
128,16 (C-4); 128,88 (C-12); 131,29 (C-13); 132,11 (C-6); 134,13 (C-23); 134,46 (C-
28); 138,82 (C-11); 146,01 (C-7a); 147,72 (C-9); 148,09 (C-3); 151,34 (C-24);
153,67 (C-19); 159,42 (C-26); 160,96 (C-17); 161,65 (C-21); 163,18 (C-2)

EMAR
Valor tedrico (C24H17BrNeO): 484,0647
Valor obtido: 484,0634

CLAE (%, nm): 89 (261)

7.4. Obtencao de N-acetilisatinas (50a-e)

Em um baldo ditubulado acoplado a um condensador de refluxo, foram

adicionados os derivados isatdicos 50a-e (1 mol) e 20 mols de anidrido acético,
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previamente destilado. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética em

refluxo, de 2 a 4 horas, até a reacdo se completar. O término da reacao foi

evidenciado por CCF. A mistura reacional foi resfriada em freezer por duas horas, e

apos este periodo o precipitado foi filtrado a vacuo, lavado com hexano e seco a

temperatura ambiente. Os solidos foram recristalizados com hexano e acetato de

etila (1:1).

Os derivados foram caracterizados por CG-EM e ponto de fusdo (BOECHAT,

1996; JAMES et al., 1989; TOMCHIN et al., 1986).

7.4.1. 1-acetilisatina (50a)
Rendimento: 82%
Ponto de fusédo: 139-140 °C (Lit. 143 °C)

CG-EM (70 eV, m/z, %): 189 (14); 147 (23); 146 (100); 119 (6); 90 (23)

7.4.2. 1-acetil-5-metilisatina (50b)
Rendimento: 89%
Ponto de fusdo: 173-174 °C (Lit. 173 °C)

CG-EM (70 eV, m/z, %): 203 (17); 161 (51); 160 (100); 133 (20); 104 (26)

7.4.3. 1-acetil-5-fluorisatina (50c)
Rendimento: 72%
Ponto de fusdo: 148-150 °C (Lit. 149 °C)

CG-EM (70 eV, m/z, %): 207 (14); 165 (50); 164(100); 137 (16); 108 (64)

7.4.4. 1-acetil-5-cloroisatina (50d)

Rendimento: 87%
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Ponto de fusao: 242-243 °C (Lit. 245 °C)
CG-EM (70 eV, m/z, %): 223 (9); 182 (35); 181 (53); 180 (100); 153 (19); 124

(41)

7.4.5. 1-acetil-bromoisatina (50e)
Rendimento: 85%
Ponto de fusédo: 169-170 °C (Lit. 173 °C)

CG-EM (70 eV, miz, %): 268 (22); 267 (22); 227 (64); 226 (100); 225 (64); 224
(100); 170 (33)

7.5. Obtencao dos Produtos Finais 47a-e

Em um baldo monotubulado 100 mL, foram adicionados 1 mmol das N-
acetilisatinas correspondentes 50a-e, 1 mmol de FAPP em 50 mL de acetonitrila. O
meio reacional foi mantido a temperatura ambiente, sob agitacdo mecanica, por 24
horas. O término da reacédo foi evidenciado por CCF, e o produto foi precipitado no

meio. O sélido foi isolado por filtracédo simples e lavado com acetonitrila gelada.
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7.5.1. 2-(2-acetamidafenil)-N-(4-metil-3-((4-(piridin-3-il)pirimidin-2-
illamino)fenil)-2-oxoacetamida (47a)

Rendimento: 58%
Ponto de fusao: 211-214 °C
EM-IES ([M+1]*, m/z, %): 465 (100)

IV (cm): 3246 (N-H); 3061 (C-H sp2); 2249 (CHs); 1691; 1670 (C=0); 875; 821; 763

(anel aromatico)

RMN de !H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 2,03 (s, 3H, H-9); 2,24 (s, 3H, H-16); 8,15
(s, 3H, H-19); 7,23 (d, J= 8,4 Hz, 1H, H-18); 7,28 (td, J= 1,0 e 7,7 Hz, 1H, H-4); 7,44
(d, J= 5,12 Hz, 1H, H-14); 7,51 (dd, J= 4,7 e 7,9 Hz, 1H, H-31); 7,79 (m, 1H, H-6);
7,64 (d, J=1,4 e 7,8 Hz, 1H, H-5); 7,72 (d, J= 7,7 Hz, 1H, H-3); 8,46 (dt, J=2,0e 7,9
Hz, 1H, H-32); 8,52 (d, J= 5,16 Hz, 1H, H-25); 8,70 (dd, J= 1,4 e 4,7 Hz, 1H, H-30);
9,00 (s, 1H, H-20); 9,29 (d, J= 1,7 Hz, 1H, H-28); 10,64 (s, 1H, H-7); 10,69 (s, 1H,
H-12)

RMN de 23C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,69 (C-16): 23,82 (C-9); 107,65 (C-24):
116,30 (C-14); 116,64 (C-19); 121,79 (C-6); 123,79 (C-2); 123,81 (C-31); 124,51 (C-
4):; 128,18 (C-17); 130,30 (C-18); 131,41 (C-3); 132,19 (C-27); 134,03 (C-5); 134,47
(C-1); 135,90 (C-32); 137,99 (C-13); 138,26 (C-15); 148,19 (C-28); 151,36 (C-30);
159,52 (C-25); 161,05 (C-23); 161,57 (C-11); 161,76 (C-21); 168,95 (C-8); 190,23
(C-10)

EMAR

Valor tedrico (C26H22N603): 466,1753

Valor obtido: 446,1754

CLAE (%, nm): 100 (261)

7.5.2. 2-(2-acetamida-5-metilfenil)-N-(4-metil-3-((4-(piridin-3-
i)pirimidin-2-il)Jamino)fenil)-2-oxoacetamida (47b)
Rendimento: 51%
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Ponto de fusao: 226-228 °C

EM-IES ([M+1]*, m/z, %): 479 (100)

IV (cm™): 3242 (N-H); 3066 (C-H sp?); 1687; 1670 (C=0); 827; 800; 787 (anel
aromatico)

RMN de 'H (400 MHz; DMSO, 3, ppm): 2,00 (s, 3H, H-9); 2,24 (s, 3H, H-16); 2,31
(CHs, C-4); 7,23 (d, J= 8,3 Hz, 1H, H-18); 7,44 (m, 3H, H-31, H-24 e H-14); 7,50 (m,
2H, H-3 e H-5); 7,66 (d, J= 8,2 Hz, 1H, H-6); 8,15 (d, J= 1,6 Hz, 1H, H-19); 8,46 (dt,
J=1,4 e 6,2 Hz, 1H, H-32); 8,51 (d, J= 5,1 Hz, 1-H, H-25); 8,70 (dd, J= 1,4 e 4,7 Hz,
1H, H-30); 8,98 (s, 1H, H-20); 9,29 (d, J= 1,7 Hz, 1H, H-28); 10,52 (s, 1H, H-7);
10,65 (s, 1H, H-12)

RMN de 13C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,65 (C-16); 20,16 (C-9); 23,70 (CHs, C-
4); 107,63 (C-24); 116,29 (C-14); 116,63 (C-19); 122,02 (C-6), 123,76 (C-31);
124,68 (C-4); 128,15 (C-17); 130,26 (C-18); 131,18 (C-27); 132,18 (C-3); 133,03 (C-
5); 134,43 (C-1); 134,55 (C-32); 135,91 (C-15); 137,97 (C-13); 148,17 (C-28);
151,30 (C-30); 159,47 (C-25); 161,04 (C-23); 161,56 (C-11); 161,82 (C-21); 168,78
(C-8); 190,31 (C-10)

EMAR
Valor tedrico (C27H24N603): 480,1910
Valor obtido: 480,1897

CLAE (%, nm): 97 (261)

7.5.3. 2-(2-acetamida-5-fluorfenil)-N-(4-metil-3-((4-(piridin-3-
i)pirimidin-2-il)Jamino)fenil)-2-oxoacetamida (47c)

Rendimento: 63%
Ponto de fusdo: 231-233 °C
EM-IES ([M-1]*, m/z, %): 483 (100)

IV (cm™): 3329 (N-H); 3065 (C-H sp?); 1687; 1669 (C=0); 832; 815; 801; 787 (anel

aromatico)
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RMN de 'H (400 MHz; DMSO, 3, ppm): 1,95 (s, 3H, H-9); 2,24 (s, 3H, H-16); 7,22
(d, J= 8,2 Hz, 1H, H-18); 7,43 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-24); 7,48 (m, 5H, H-14, H-31, H-
6, H-5 e H-3); 8,19 (s, 1H, H-19); 8,47 (d, J= 7,8 Hz, 1H, H-32); 8,52 (d, J= 5,4 Hz,
1H, H-25); 8,70 (d, J= 4,1 Hz, 1H, H-30); 8,99 (s, 1H, H-20); 9,30 (s, 1H, H-28);
10,49 (s, 1H, H-7); 10,62 (s, 1H, H-12)

RMN de 3C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,59 (CHs, C-16); 23,05 (CHs, C-9);
107,51 (C-24); 136,17 (d, J= 23,8 Hz, C-5); 116,38 (C-14); 116,72 (C-31); 119,66 (d,
J= 22,3 Hz, C-3); 123,71 (C-19); 124,59 (d, J= 7,5 Hz, C-2); 128,06 (C-17); 128,82
(d, J=6,5 Hz, C-6); 130,11 (C-18); 132,11 (C-27); 133,04 (d, J= 2,3 Hz, C-1); 134,40
(C-32); 135,87 (C-15); 137,81 (C-13); 148,08 (C-28); 151,27 (C-30); 157,96 (d, J-
241,1 Hz, C-4); 159,40 (C-25); 160,32 (C-21); 160,98 (C-11); 161,45 (C-23); 168,74
(C-8); 187,26 (C-10)

RMN de '°F (376 MHz; DMSO, 3, ppm): -118,00 (Ar-F)

EMAR

Valor tedrico (C2sH21FNeO3): 484,1659

Valor obtido: 484,1656

CLAE (%, nm): 98 (261)

7.5.4. 2-(2-acetamida-5-clorofenil)-N-(4-metil-3-((4-(piridin-3-

iDpirimidin-2-il)amino)fenil)-2-oxoacetamida (47d)
Rendimento: 54%
Ponto de fuséo: 217-218 °C
EM-IES ([M+Na]*, m/z, %): 523 (100)

IV (cmY): 3442; 3252 (N-H); 3110 (C-H sp2); 1687; 1672; 1662 (C=0); 829; 818; 797

(anel aromatico)

RMN de H (400 MHz; DMSO, 8, ppm): 1,97 (s, 3H, H-9); 2,23 (s, 3H, H-16); 7,22
(d, J=5,7 Hz, 1H, H-18); 7,43 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-24); 7,50 (m, 3H, H-5, H-31 e H-
14); 7,66 (m, 2H, H-3 e H-6); 8,17 (d, J=1,1 Hz, 1H, H-19); 8,47 (dt, J=1,8 e 8,0 Hz,
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1H, H-32); 8,51 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-25); 8,69 (dd, J= 1,4 e 4,7 Hz, 1H, H-30); 8,97
(s, 1H, H-20); 9,28 (d, J= 1,7 Hz, 1H, H-28); 10,55 (s, 1H, H-7); 10,60 (s, 1H, H-12)

RMN de 13C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,63 (C-16); 23,31 (C-9); 107,58 (24);
116,46 (C-14); 116,79 (C-19); 123,75(C-6); 123,97 (C-31); 127,72 (C-4); 128,16 (C-
17); 129,66 (C-18); 130,18 (C-27): 132,17 (C-3); 132,55 (C-5); 134,44 (C-1); 135,67
(C-32); 138,88 (C-15); 137,90 (C-13); 148,13 (C-28); 151,28 (C-30); 159,44 (C-25);
160,23 (C-21); 161,05 (C-11); 161,54 (C-23); 168,84 (C-8); 187,23 (C-10)

EMAR
Valor tedrico (C2sH21CINsO3): 500,1364
Valor obtido: 500,1362

CLAE (%, nm): 98 (261)

7.5.5. 2-(2-acetamida-5-bromofenil)-N-(4-metil-3-((4-(piridin-3-
i)pirimidin-2-il)Jamino)fenil)-2-oxoacetamida (47e)

Rendimento: 64%
Ponto de fusado: 211-212 °C
EM-IES ([M-1]*, m/z, %): 543 (100)

IV (cmY): 3247; 3110 (N-H); 3071 (C-H sp2); 1688; 1674; 1662 (C=0); 852; 818; 797

(anel aromatico)

RMN de !H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 1,96 (s, 3H, H-9); 2,23 (s, 3H, H-16); 7,21
(d, J=8,4 Hz, 1H, H-18); 7,47 (m, 4H, H-14, H-24, H-32 e H-5); 7,77 (m, 2H, H-6 e
H-3); 8,16 (d, J= 1,6 Hz, 1H, H-19); 8,46 (dt, J= 2,0 e 8,0 Hz, 1H, H-32); 8,51 (d, J=
5,2 Hz, 1H, H-25); 8,69 (dd, J=1,6 e 4,8 Hz, 1H, H-30); 8,97 (s, 1H, H-20); 9,27 (d,
J=1,6 Hz, 1H, H-28); 10,54 (s, 1H, H-7); 10,29 (s, 1H, H-12)

RMN de 3C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,64 (C-16); 23,34 (C-9); 107,59 (C-24);
115,55 (C-14); 116,47 (C-19); 116,79 (C-6); 123,77 (C-2); 124,20 (C-31); 128,18 (C-
17); 128,44 (C-4); 130,19 (C-18); 132,18 (C-27); 132,49 (C-27):; 134,45 (C-5);

135,45 (C-1); 135,88 (C-32); 136,08 (C-13); 137,91 (C-15); 148,13 (C-28); 151,30
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(C-30); 159,44 (C-25); 160,23 (C-21); 161,06 (C-11): 161,55 (C-23); 168,84 (C-8):
187,15 (C-10)

EMAR
Valor teorico (C26H21BrNeOs): 544, 0859
Valor obtido: 544, 0852

CLAE (%, nm): 98 (261)

7.6. Obtencdo de 1-acetil-3,3-Difluoro-2-oxoindéis (51a-e)

Em um baldo monotubulado de 250 mL, foram adicionados 1 mol de 50a-e e
50 mL de diclorometano (CH2Cl2), recém destilado. Em seguida, foram adicionados
4 mols de DAST e o meio reacional foi mantido sob agitacdo magnética, a
temperatura ambiente, por 4 horas. O término da reacgéo foi evidenciado por CCF, e
a mistura reacional foi vertida sob banho de gelo. A fase organica foi lavada com
agua destilada (3 x 30 mL), e a solugdo de CH2Cl: foi seca com sulfato de sodio
anidro e filtrada. O solvente foi evaporado no rotavapor e o produto obtido foi seco

no Vacuo.

Os derivados foram caracterizados por CG-EM e ponto de fusao
(BOECHAT, 1996).

7.6.1. 1-acetll-3,3-difluoroindolin-2-ona (51a)
Rendimento: 91%
Ponto de fusdo: 108-111 °C (Lit. 109-111 °C)

CG-EM (70 eV, m/z, %): 211 (13); 169 (100); 168 (10);141 (63); 114 (10)

7.6.2. 1-acetil-3,3-difluoro-5-metilindolin-2-ona (51b)

Rendimento: 95%
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Ponto de fusdo: 70-73 °C (Lit. 72-74 °C)

CG-EM (70 eV, m/z, %): 225 (12); 184 (9); 183 (100); 182 (8); 155 (73)

7.6.3. 1-acetil-3,3,5-trifluoroindolin-2-ona (51c)
Rendimento: 95%
Ponto de fusédo: 72-75 °C (Lit. 73-76 °C)

CG-EM (70 eV, m/z, %): 229 (13):187 (100); 159 (64); 131 (13)

7.6.4. 1-acetil-5-cloro-3,3-difluoroindolin-2-ona (51d)
Rendimento: 85%
Ponto de fusdo: 133-135 °C (Lit. 134-136 °C)

CG-EM (70 eV, m/z, %): 245 (14); 205 (32); 203 (100); 175 (55)

7.6.5. 1-acetil-5-bromo-3,3-difluoroindolin-2-ona (51e)
Rendimento: 70%
Ponto de fusdo: 143-145 °C (Lit. 144-145 °C)

CG - EM (70 eV, m/z, %): 290 (13); 288 (13); 248 (99); 246 (100); 220 (34); 218
(35); 74 (15)

7.7. Obtencao dos produtos finais 48a-e

Em um baldo monotubulado de 100 mL foram adicionados 1 mmol de 51a-e,
1 mmol de FAPP em 50 mL de acetonitrila. O meio reacional foi mantido a
temperatura ambiente, sob agitacdo mecanica, por 24 horas. O término da reagéo
foi evidenciado por CCF e o produto foi precipitado no meio. Este sdlido foi isolado

por filtracéo simples, e lavado com acetonitrila gelada.
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Rq:H, CH; F, Cl, Br

7.7.1. 2-(2-acetamidofenil)-2,2-difluor-N-(4-metil-3-((4-(piridin-3-

iDpirimidin-2-il)amino)fenil)acetamida (48a)
Rendimento: 58%
Ponto de fuséo: 211-214 °C
EM-IES ([M+Na]*, m/z, %): 512 (100)
IV (cm™): 3392; 3307(N-H); 1689; 1662 (C=0); 862; 794; 765 (anel aromatico)

RMN de H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 1,96 (s, 3H, H-9); 2,22 (s, 3H, H-16); 7,22
(d, J= 8,3 Hz, 1H, H-18); 7,37 (m, 2H, H-14 e H-4); 7,43 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-24);
7,46 (dd, J= 4,8 e 7,9 Hz, 1H, H-31); 7,56 (t, J= 7,4 Hz, 1H, H-5); 7,62 (d, J= 7,8 Hz,
1H, H-3); 7,68 (d, J= 7,6 Hz, 1H, H-6); 7,99 (d, J= 1,7 Hz, 1H, H-19); 8,43 (dt, J=1,8
e 8,0 Hz, 1H, H-32); 8,50 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-25); 8,68 (dd, J= 1,4 e 4,7 Hz, 1H, H-
30); 8,97 (s, 1H, H-20); 9,26 (d, J= 1,8 Hz, 1H, H-28); 9,38 (s, 1H, H-12); 10,68 (s,
1H, H-7)

RMN de 3C (100 MHz; DMSO, 5, ppm): 17,59 (CHs, C-16); 23,31 (C-9); 107,60 (C-
24); 114,31 (t, J= 252,3 Hz, C-10); 117,22 (C-19); 117,61 (C-14); 123,66 (C-31);
125,44 (C-3); 126,33 (t, J= 7,5 Hz, C-1); 127,42 (C-5); 128,96 (C-2); 130,14 (C-17);
131,47 (C-18); 132,06 (C-4); 134,30 (C-27); 134,82 (C-32); 135,73 (C-6); 137,91 (C-

141



15); 148,09 (C-13); 151,29 (C-28): 159,39 (C-30); 160,97 (C-25); 161,52 (C-23);
161,79 (C-11); 162,09 (C-21); 168,68 (C-8)

RMN de °F (376 MHz; DMSO, &, ppm): -99,00 (CF>)

EMAR
Valor tedrico (C2sH22F2N6O2): 488,1772
Valor obtido: 488,1754

CLAE (%, nm): 99 (261)

7.7.2. 2-(2-acetamida-5-metilfenil)-2,2-difluor-N-(4-metil-3-((4-
(piridin-3-il)pirimidin-2-il)amino)fenil)acetamida (48b)

Rendimento: 45%
Ponto de fusao: 225-227 °C
EM-IES ([M -1]*, m/z, %): 501 (100)

IV (cml): 3222 (N-H): 2984 (C-H sp?); 1693; 1682 (C=0); 823; 804; 790 (anel

aromatico)

RMN de 1H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 1,94 (s, 3H, H-9): 2,23 (s, 3H, H-16); 2,36
(s, 3H, CHs, C-4); 7,23 (d, J= 8,4 Hz, 1H, H-18); 7,38 (m, 2H, H-24 e H-14); 7,47
(m, 4H, H-3, H-31, H-5 e H-6); 8,01 (s, 1H, H-19); 8,44 (dt, J= 1,9 e 7,7 Hz, 1H, H-
32): 8,51 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-25); 8,69 (dd, J= 1,1 e 4,5 Hz, 1H, H-30); 9,00 (s, 1H,
H-20); 9,27 (d, J= 1,2 Hz, 1H, H-28): 9,31 (s, 1H, H- 12); 10,65 (s, 1H, H-7)

RMN de 13C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,68 (CHs, C-16); 20,52 (CHs, C-9); 23,29
(CHs, C-4); 107,66 (C-24); 114,35 (t, J= 251,9 Hz, C-10): 117,26 (C-19); 117,66 (C-
14); 123,76 (C-31); 126,59 (t, J= 7,8 Hz, C-1); 126,85 (C-5); 127,78 (C-3); 128,99
(C-17); 130,22 (C-18); 132,07 (d, J= 13,1 Hz, C-4); 133,11 (C-27): 134,39 (C-32);
134,98 (C-6); 135,09 (C-15); 137,96 (C-13); 148,17 (C-28); 151,37 (C-30); 159,48
(C-25); 161,05 (C-23); 161,58 (C-21); 161,83 (t, J= 30,3 Hz, C-11); 168,82 (C-8)
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RMN de *°F (376 MHz; DMSO, &, ppm): -99,01 (CF2)
EMAR

Valor tedrico (C27H24F2NeO2): 502,1929

Valor obtido: 502,1925

CLAE (%, nm): 98 (261)

7.7.3. 2-(2-acetamida-5-fluorfenil)-2,2-difluor-N-(4-metil-3-((4-

(piridin-3-il)pirimidin-2-il)amino)fenil)acetamida (48c)
Rendimento: 76%
Ponto de fuséo: 133-135 °C
EM-IES ([M-1]*, m/z, %): 505 (100)

IV (cm): 3239 (N-H); 2073 (C-H sp?); 1693; 1678 (C=0); 835; 809; 789 (anel

aromatico)

RMN de 'H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 1,94 (s, 3H, H-9); 2,23 (s, 3H, H-16); 7,23
(d, J= 8,4 Hz, 1H, H-18); 7,38 (d, J= 2,0 e 8,2 Hz, 1H, H-31); 7,50 (m, 5H, H-24, H-
14, H-5, H-6 e H-3); 7,99 (d, = 1,5 Hz, 1H, H-19); 8,44 (dt, J= 1,8 e 8,2 Hz, 1H, H-
32): 8,51 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-25); 8,68 (dd, J= 1,5 e 4,7 Hz, 1H, H-30); 8,99 (s, 1H,
H-20); 9,27 (d, J= 1,3 Hz, 1H, H-28): 9,36 (s, 1H, H- 12); 10,64 (s, 1H, H-7)

RMN de 13C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,69 (C-16); 23,87 (C-9); 108,73 (C-24);
114,46 (t, J= 254, Hz, C-10); 116,38 (d, J= 5, Hz, C-2); 116,45 (C-14); 117,04 (C-
19); 118,97 (d, J= 22, Hz, C-3); 124,24 (C-31); 128,27 (C-17); 128,55 (d, J= 8, Hz,
C-6); 128,27 (C-18); 132,42 (d, J= 21, Hz, C-5); 133,09 (C-27); 133,72(d, J= 3, Hz,
C-1); 135,01 (C-32); 135,62 (C-15); 139,09 (C-13); 149,20(C-28); 152,13 (C-30);
159,58 (d, J= 242, Hz, C-4); 160,12 (C-25); 160,24 (C-11); 161,76 (C-23); 162,91
(C-21); 168,97 (C-8)

RMN de *°F (376 MHz; DMSO, 8, ppm): -99,11 (CF2); -115,28 (Ar-F)

EMAR
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Valor teorico (Cz26H21F3N6O2): 506,1678
Valor obtido: 506,1677

CLAE (%, nm): 97 (261)

7.7.4. 2-(2-acetamida-5-clorofenil)-2,2-difluor-N-(4-metil-3-((4-
(piridin-3-il)pirimidin-2-il)amino)fenil)acetamida (48d)

Rendimento: 65%

Ponto de fuséo: 218-220 °C

EM-IES ([M+Na]*, m/z, %): 546 (100)

IV (cm™): 3442; 3338; 3263 (N-H); 1714; 1668 (C=0); 812; 801; 776 (anel
aromatico)

RMN de 'H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 1,95 (s, 3H, H-9); 2,22 (s, 3H, H-16); 7,23 (d,
J=8,0 Hz, 1H, H-18); 7,36 (dd, J= 2,8 e 8,2 Hz, 1H, H-5); 7,44 (d, J= 5,1 Hz, 1H, H-
24); 7,48 (dd, J=4,8 e 7,9 Hz, 1H, H- 31); 7,65 (s, 2H, H-3 e H-14); 7,71 (s, 1H, H-
6); 7,97 (d, J= 1,7 Hz, 1H, H-19); 8,43 (dt, J= 1,7 e 8,0 Hz, 1H, H-32); 8,51 (d, J=
5,1 Hz, 1H, H- 25); 8,69 (dd, J= 1,4 e 4,7 Hz, 1H, H-30); 8,97 (s, 1H, H-20); 9,26 (d,
J=1,8 Hz, 1H, H- 28); 9,41 (s, 1H, H-12); 10,67 (s, 1H, H-7)

RMN de 13C (100 MHz; DMSO, &, ppm): 17,65 (CHs, C-16); 23,28 (CHs, C-9);
107,68 (C-24); 113,44 (t, J= 254,0 Hz, C-10); 117,27 (C-19); 117,66 (C-14); 123,72
(C-31); 126,21 (t, J= 8,0 Hz, C-1); 128,37 (t, J= 23,4 Hz, C-2) 129,10 (C-5); 129,33
(C-3); 129,64 (C-17); 130,24 (C-18); 131,50 (C-4); 132,11 (C-27); 134,38 (C-32);
134,77 (C-6); 134,82 (C-15); 138,00 (C-13); 148,13 (C-28); 151,34 (C- 30); 159,44
(C-25); 161,02 (C-23); 161,20 (t, J= 30,0 Hz, C-11); 161,58 (C-21); 168,85 (C-8)

RMN de *°F (376 MHz; DMSO, 3, ppm): -99,00 (CF2)
EMAR
Valor tedrico (C2sH21CIF2NsO2): 522,1383

Valor obtido: 522,1384
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CLAE (%, nm): 99 (261)

7.7.5. 2-(2-acetamida-5-bromofenil)-2,2-difluor-N-(4-metil-3-((4-

(piridin-3-il)pirimidin-2-il)amino)fenil)acetamida (48e)
Rendimento: 72%
Ponto de fuséo: 237-238 °C
EM-IES ([M-1]*, m/z, %): 565 (100)
IV (cm™): 3441; 3278 (N-H); 1688; 1683 (C=0); 806; 792 (anel aromatico)

RMN de 'H (400 MHz; DMSO, &, ppm): 1,94 (s, 3H, H-9); 2,22 (s, 3H, H-16); 7,22
(d, J= 8,4 Hz, 1H, H-18); 7,33 (dd, J= 1,8 e 8,0 Hz, 1H, H-6); 7,43 (d, J= 4,8 Hz, 1H,
H-24); 7,45 (dd, J= 8,0 Hz e J= 4,6 Hz, 1H, H-31); 7,59 (d, J= 8,4 Hz, 1H, H-5); 7,76
(dd, J= 1,6 e 2,72 Hz, 1H, H-3); 7,82 (d, J= 2,4 Hz, 1H, H-14); 7,97 (d, J=1,6 Hz, 1H,
H-19); 8,42 (d, J= 8,0 Hz, 1H, H-32): 8,50 (d, J= 4,8 Hz, 1H, H-25); 8,68 (dd, J= 0,8
e 1,2 Hz, 1H, H-30); 8,96 (s, 1H, H-20); 9,25 (d, J= 1,6 Hz, 1H, H-28), 9,41 (s, H, H-
12): 10,69 (s, 1H, H-7)

RMN de 3C (100 MHz; DMSO, d, ppm): 17,65 (CHs, C-16); 23,32 (CHs, C-9);
107,67 (C-24); 113,37 (t, J= 253,3 Hz, C-10); 117,25 (C-19); 117,64 (C-14): 123,73
(C-31); 128,45 (t, J= 23,7 Hz, C-2); 128,00 (t, J= 9,0 Hz, C-3); 129,10 (C-5): 129,44
(C-17); 130,24 (C-18); 132,10 (C-27); 134,46 (C-32); 134,75 (C-6); 135,25 (C-15);
137,99 (C-13); 148,12 (C-28); 151.33 (C-30); 159,45 (C-25); 161,01 (C-23); 161,22
(t, J= 30,3 Hz, C-11); 161,56 (C-21); 168,78 (C-8)

RMN de *°F (376 MHz; DMSO, 3, ppm): -99 (CF2)
EMAR

Valor tedrico (C2sH21BrF2NeO2): 566,0877

Valor obtido: 566,0872

CLAE (%, nm): 99 (261)
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ANEXO DE ESPECTROS E CROMATOGRAMAS
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Pk #
100 4 = 100
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N ’
|
Br \
5{) o - 50
(46e)
- [}
Li] 5 10 15 20 25 30 a5 40 45
MiniLtes
1: 261 nm, 4 nm
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
| T.733 590931 4277 19849 13.341
2 15.688 T93300 5.742 15501 10418
3 34 261 12430799 89980 113437 T6.241
Totals
13815030 100000 148787 100,000

Cromatograma da molécula 46e
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Pk # ﬂ
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i) IJ L ]
0 5 10 15 20 25 30 a5 40
Miriuis
1: 261 nm, 4 nm
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
| 19.061 9435784 100000 176520 1000000
Totals
9435784 100,000 176520 100,000
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Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
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3 36.747 FELIWE] 98.749 6122 90.764
Totals
748546 100.000 6745 100.000
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1: 261 nm, 4 nm
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
1 T.787 11148 (.384 390 1 882
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4 19317 5510 0190 103 0.497
5 41.621 2864566 98.762 19778 95,449
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Cromatograma da molécula 48a
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Mirutes
1: 261 nm, 4 nm
Pk # Retention Time Area Area %o Height Height %
| T.883 60465 1.066 2444 2.6l6
2 25621 5612388 98.934 G094 97 384
Totals
5672853 100,000 93438 100,000

maL

Cromatograma da molécula 48b
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i} I—rJL | - T - - — - i}
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Minutes

1: 261 nm, 4 nm
Pk # Retention Time Area Area %o Height Heizht %
1 7.221 20418 0.384 1740 1.318
2 7.733 133445 1.742 5425 4111
3 21.141 T4997TR 97875 124810 94 571
Totals

T66264 1 100,000 131975 100,000

AL

Cromatograma da molécula 48c
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M03130454 4 (0.674) Sm (SG, 5x0.50); Cm (2:4)
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9106810 100,000 61346 100,000
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Cromatograma da molécula 48d
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Pk #
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MinLes
1: 261 nm, 4 nm
Pk # Retention Time Area Area % Height Height %
| 6144 3442 0.072 109 0318
2 8.192 11775 0.24% 421 1.227
3 47 851 4737579 99 &0 33779 98.455

Cromatograma da molécula 48e
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