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RESUMO

Em um estudo realizado com compostos nitroaromaticos, as amidas N-[4-
(clorometil)-3-nitrobenzoillmorfolina e 4-(clorometil)-3-nitro-N-propilbenzamida
exibiram atividade citotéxica significativa e seletividade para células hipoxicas
em diferentes linhagens de células tumorais in vitro. No presente trabalho é
relatado o planejamento e a sintese de analogos das amidas protétipo, por
variacfes dos substituintes do anel, assim como variacdo do anel benzénico
por anéis heterociclicos, a fim de se obter maior diversidade estrutural e
compostos mais potentes e seletivos. Os heterociclos inddlicos e quinolinicos
foram sintetizados utilizando-se reacdes classicas da quimica de heterociclos.
Para substituicGes nos anéis e demais posicdes, foram conduzidas reacdes de
nitracdo, reacdo de Mannich, bromacdo radicalar, fluoracdo, esterificacéo,
dentre outras. Os analogos sintetizados foram avaliados quanto a sua atividade
antiproliferativa em trés linhagens de células tumorais humanas: MDA-MB
(adenocarcinoma de mama), MCF-7 (adenocarcinoma de mama estrégeno-
dependente) e HCT (carcinoma colorretal). Os ensaios foram realizados em
condigdo de normoxia (cultura 2D) e em modelo de hipoxia (cultura 3D). A
toxicidade para células normais (VERO) também foi determinada para o célculo
do indice de seletividade (IS). Entre as substancias avaliadas, destacam-se a
quinolina 5, o derivado dinitrado 18 e a amida 31. Apesar de ndo apresentarem
seletividade para o modelo de hip6xia utilizado, esses compostos sao
promissores como agentes antitumorais per se, com valores de Clsp na faixa de
micromolar baixo e IS = 4. Os nitroinddis 42, 44 e 47 e a nitroquinolina 4,
apesar de exibirem baixa poténcia, se mostraram mais seletivos para o modelo
de hipoxia, em relacdo ao modelo de normédxia. Os resultados obtidos neste
trabalho sdo importantes para o direcionamento dos estudos em relagdo aos
compostos nitrobenzilicos, bem como podem ser utilizados para o
planejamento de novos analogos no desenvolvimento de novas classes de
agentes biorredutiveis, como os nitroinddis e nitroquinolinas, para o tratamento

do cancer.



ABSTRACT

In a recent study the cytotoxic activity of a series of nitro aromatic compounds
were evaluated against cancer cell lines in vitro. The amides N-[4-
(chloromethyl)-3-nitrobenzoyl]morpholine and 4-(chloromethyl)-3-nitro-N-
propylbenzamide showed significant activity and selectivity to hypoxic cells. In
this work we describe the synthesis of several analogues of these hit
compounds by ring substituent variations and variation of benzene ring by
heterocyclic rings to generate more potent and selective compounds, with
structural diversity. Quinoline and indol rings were synthesized using classical
reactions of heterocyclic chemistry. For ring substituents and other positions,
reactions like nitration, Mannich, bromination, fluorination and esterification
were conducted. The synthesized analogues were assessed in vitro against
three cancer cell lines: MDA-MB (breast adenocarcinoma), MCF-7 (breast
adenocarcinoma estrogen-dependent) e HCT (colorectal carcinoma). The
experiments were conducted at normoxia (2D culture) and hypoxia model (3D
culture). The toxicity to normal cells (VERO) was also evaluated to determine
the selectivity index (SI). Among the tested compounds, the quinoline 5,
dinitrated derivative 18 and amide 31 were found to be active. Despite not
exhibit selectivity to hypoxia model, these compounds are promising as
antitumor agents per se, with ICso values in low micromolar range and Sl = 4.
Although nitroindoles 42, 44 and 47 and nitroquinoline 4 displayed low potency,
these compounds were more selective to hypoxia model compared to normoxia.
The obtained results provide new insights to the design of nitrobenzylic
compounds and can be useful for planning novel analogues in the development
of new classes of bioreductive agents, such as nitroindoles and nitroquinolines,

for cancer treatment.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 — Alteracdo no pareamento das bases do DNA apés alquilacéo

......................................................................................................................... 24
Figura 1.2 — Depurinacéao e fragmentacdo do DNA apés alquilacéo ......... 25
Figura 1.3 — Diferentes modos de ligag&o cruzada do agente bisalquilante
COM O DN A et e e e e e e e e e nn e e eees 25
Figura 1.4 — Farmacos alquilantes utilizados na terapia do cancer........... 26

Figura 1.5 — Vasos sanguineos de um tecido normal e vasos sanguineos
O LU OT e 27

Figura 1.6 — Representacdo de um tumor sélido mostrando a diminuigao

da concentracao de oxigénio em relacéo a distancia capilar .................... 28
Figura 1.7 — Comparagdo entre o processo redutivo em um tecido
oxigenado e um tecido em NipOXia......ccccoevieieiiiiiiiiiiiii e, 29
Figura 1.8 — Estrutura dos agentes antineoplasicos biorredutiveis em
estudos CliNiCOS/Pré-ClINICOS ...oooeeiiieiece e e 30
Figura 1.9 — Conversao de hidroxiCBI em seu analogo ciclopropila......... 34
Figura 1.10 — Biorreducéo dos analogos nitro do hidroxiCBI.................... 35
Figura 1.11 — Mecanismo proposto de alquilacdo do DNA de compostos
nitrobenzilicos apds bIiorreduUGaOD ..........covvvviiiiie e 38
Figura 1.12 — Representacdo dos analogos do ANB sintetizados por
variacao doS gruposS R, R2 € Rauuuuiiiiiiii e 38
Figura 1.13 - Proposta de mecanismo de alquilagdo para composto
possuindo flior como grupo abandonNador ............cuuvveeeeriiiinmeinieeeena. 41
Figura 3.1 — Modificacdes propostas para obtencédo de analogos de VIl e
VIIT ettt ettt et et et e et e et e ettt e et e a et ettt et aatraaaaaaaaraaaa——.as 43
Figura 3.2 — Rota de sintese para obtencédo dos derivados possuindo anel
o [0 oo 10 44
Figura 3.3 — Rota de sintese para obtencéo dos derivados possuindo anel
QUINOINICO 1o 45
Figura 3.4 — Rota de sintese para obtencao dos derivados dinitrados ..... 45
Figura 3.5 — Rota de sintese para obtencdo dos derivados modificados em
R ettt a— et a—— e —————t————————t——ahnn—nhtnnnnannnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 46
Figura 3.6 — Rota de sintese para obtenc&do dos derivados contendo anel
L= =V 1 oo LU a7

Figura 3.7 — Rota de sintese para obtencao das diferentes amidas .......... a7



LISTA DE FIGURAS (Continuacéo)

Figura 4.1 — Mecanismo de formacao da quinolina 1 por reacao de Skraup

......................................................................................................................... 48
Figura 4.2 — Espectro de RMN de 'H da quinolina 2 (subproduto) (200 MHz,
(O U UPOPPPPRSTPR 50
Figura 4.3 — Valores de J (Hz) descritos na literatura comparados aos de 3
......................................................................................................................... 51
Figura 4.4 — Representacdo dos compostos obtidos ap0s reacdo de 3 com
ACidOo NILriCO fFUMEQANTE ......oeiiiiiii e 52
Figura 4.5 — Mecanismo proposto para a formacao de 6.............cccceeeenne... 53
Figura 4.6 — Espectro no infravermelho de 6.........ccccccccceiiiiiiiiiiiciien e, 53
Figura 4.7 — Espectro de RMN de *H de 6 (200 MHz, CDCl3)........cccvevnee.... 54
Figura 4.8 — Espectro de massas ESI+ de 6.........ccoovvvviiiiiiiiiiiieiciiiciceeeee, 54
Figura 4.9 — Proposta de formacao do produto hidroxilado detectado no
eSPECtro de MasSas ESI+ ... 55
Figura 4.10 — Espectro de RMN de *H da mistura de 7 e subproduto 8 (200
2 5 T ) RO 57
Figura 4.11 — Espectro de RMN de **C da mistura de 7 e subproduto 8 (50
A 5 T ) OO 58
Figura 4.12 — Subespectro de DEPT 135 da mistura de 7 e subproduto 8
(50 MHZ, CDCL3) ..evveeeeeeeeeeeeeeeee ettt en et enstaneeaeeeaeas 58
Figura 4.13 — Cromatograma da mistura de 7 e subproduto 8................... 59

Figura 4.14 - Espectro de massas ESI+ referente ao pico 1 do
(o3 o] g =10 o | =11 4 - NPT PR 59

Figura 4.15 - Espectro de massas ESI+ referente ao pico 2 do
(o3 o] g =10 o | =11 4 - NPT PR 60

Figura 4.16 — Propostas de mecanismo para formacao do subproduto 8 61

Figura 4.17 — Espectro no infravermelho de 11 .........cccoocoiiiiiiiieciiinicin 65
Figura 4.18 — Espectro de RMN de *H de 11 (200 MHz, acetona-dg)........... 65
Figura 4.19 — Subespectro de DEPT 135 de 11 (50 MHz, acetona-de) ........ 66
Figura 4.20 — Espectro no infravermelho do produto nitrato 14 ................ 68
Figura 4.21 — Espectro de RMN de 'H do produto nitrato 14 (200 MHz,
o od 1 (0] g = T o 1 SRR 68

Figura 4.22 — Espectro de RMN de '*C do produto nitrato 14 (50 MHz,
ACETONAUE) .ot eeeee oo 69



LISTA DE FIGURAS (Continuacéo)

Figura 4.23 — Proposta de mecanismo parareacgao de fluoragdo com DAST

......................................................................................................................... 72
Figura 4.24 — Mecanismo proposto para formacédo de 24.........c.ccccceeeeennnn. 76
Figura 4.25 — Espectrode massas ESI+de 24...........ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiciin e, 77
Figura 4.26 — Proposta de formac&o do derivado conjugado detectado no
€SPECIro de MASSAS U 24 .......coi i e 78
Figura 4.27 — Mecanismo proposto para a formacédo de 25...........ccccee..... 79

Figura 4.28 — PosicOes esperadas para entrada do grupo nitro e seus
FESPECLIVOS PrOAULOS ... e e e et 81

Figura 4.29 — Mecanismo proposto para a formacéao do diidropirazol 35. 86
Figura 4.30 — Mecanismo proposto para a formacéao do pirazol 38........... 89

Figura 4.31 — Nova rota de sintese para obtencdo dos compostos com
ANELINAOIICO oo e e e e e e eaaaes 93

Figura 4.32 — Mecanismo proposto para obtencdo de 41 via reagcdo de

S o 0 94
Figura 4.33 — Mecanismo proposto para obtencdo de 43 via reacédo de
RV TS 1 41T = PP 96
Figura 4.34 — Mecanismo proposto para a formacao do dimero 46........... 98
Figura 4.35 — Representacdo das culturas 2D e 3D.........ccceeeeeeeeeeeeieiinnnnnnn. 100
Figura 4.36 — Proposta de formacdo de espécie alquilante apéds
biorreducdo do iNAOI 44 ..o 103
Figura A.1 — Espectro no infravermelhode 1 .........cccoviiiiiii i, 158
Figura A.2 — Espectro de RMN de *H de 1 (200 MHz, CDCl3) ......c.cc........ 158
Figura A.3 — Espectro de RMN de *C de 1 (50 MHz, CDCl3).......cccccu...... 159
Figura A.4 — Espectro no infravermelho de 3 ..., 159
Figura A.5 — Espectro de RMN de *H de 3 (200 MHz, CDCl3) .......c.cc........ 160
Figura A.6 — Espectro de RMN de *3C de 3 (50 MHz, CDCl3).....ccccveveee.... 160
Figura A.7 — Espectro no infravermelho de 4 ..........ccooeviiiiiiiiiiiiin e, 161
Figura A.8 — Espectro de RMN de *H de 4 (200 MHz, CDCl3) .....ccocvve..... 161
Figura A.9 — Espectro de RMN de *3C de 4 (50 MHz, CDCl3).....cccoveuee.... 162
Figura A.10 — Espectro no infravermelho de 5 .........ccccvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 162
Figura A.11 — Espectro de RMN de *H de 5 (200 MHz, CDCl3) .................. 163

Figura A.12 — Espectro de RMN de **C de 5 (50 MHz, CDCl3)................... 163



LISTA DE FIGURAS (Continuacéo)

Figura A.13 — Espectro no infravermelno de 7 .........cccccvvviiiiiiiniiiiiiiiiinnnns 164
Figura A.14 — Espectro de RMN de 'H de 7 (200 MHz, acetona-d) .......... 164
Figura A.15 — Espectro de RMN de **C de 7 (50 MHz, acetona-dg)........... 165
Figura A.16 — Espectro no infravermelho de 9 ..........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 165
Figura A.17 — Espectro de RMN de 'H de 9 (200 MHz, DMSO-dg).............. 166
Figura A.18 — Espectro de RMN de *C de 9 (50 MHz, DMSO-d).............. 166
Figura A.19 — Espectro no infravermelho de 10 ..........cccccuvviviiiiiiiiiininnnnnns 167
Figura A.20 — Espectro de RMN de *H de 10 (200 MHz, DMSO-dg)........... 167
Figura A.21 — Espectro no infravermelho de 12 .........ccccccceeeiiiiiiieiiiiiiinnn, 168
Figura A.22 — Espectro de RMN de *H de 12 (200 MHz, acetona-dg) ........ 168
Figura A.23 — Espectro de RMN de **C de 12 (50 MHz, acetona-dg)......... 169
Figura A.24 — Espectro no infravermelho de 16 ..........cccccceeeiiiieiiiiiiiiiinnnnn, 169
Figura A.25 — Espectro de RMN de *H de 16 (200 MHz, acetona-dg) ........ 170
Figura A.26 — Espectro de RMN de **C de 16 (50 MHz, acetona-dg)......... 170
Figura A.27 — Espectro no infravermelho de 17 ........ccccccceeeiiiiiiiieiiiiiiinn, 171
Figura A.28 — Espectro de RMN de *H de 17 (200 MHz, CDCls) ................ 171
Figura A.29 — Espectro de RMN de **C de 17 (50 MHz, CDCl3).................. 172
Figura A.30 — Espectro no infravermelho de 18 ..........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiinnnnnn, 172
Figura A.31 — Espectro de RMN de *H de 18 (200 MHz, CDCly) ................ 173
Figura A.32 — Espectro de RMN de **C de 18 (50 MHz, CDCls)................. 173
Figura A.33 — Espectro no infravermelho de 19 .........ccccccvviviiiiiiiiiinininnnns 174
Figura A.34 — Espectro de RMN de *H de 19 (200 MHz, CDCl3) ................ 174
Figura A.35 — Espectro de RMN de **C de 19 (50 MHz, CDCls)................. 175
Figura A.36 — Espectro no infravermelho de 20 ..............uvvviiiiiiiiiiiiiinnnnnns 175
Figura A.37 — Espectro de RMN de *H de 20 (200 MHz, acetona-d) ........ 176
Figura A.38 — Espectro de RMN de **C de 20 (50 MHz, acetona-dg)......... 176
Figura A.39 — Espectro no infravermelho de 21 ..........ccccvvvviviiiviinnnninnnnnns 177
Figura A.40 — Espectro de RMN de *H de 21 (200 MHz, acetona-dg) ........ 177
Figura A.41 — Espectro de RMN de *3C de 21 (50 MHz, acetona-ds)......... 178
Figura A.42 — Espectro no infravermelho de 22 .............ccciiiiiiiiiiicceennnn, 178

Figura A.43 — Espectro de RMN de *H de 22 (200 MHz, CD30OD)............... 179



LISTA DE FIGURAS (Continuacéo)

Figura A.44 — Espectro de RMN de *C de 22 (50 MHz, CD30D)................ 179
Figura A.45 — Espectro no infravermelho de 23 ..........cccccviiviiiiiiiiiiniiiinnns 180
Figura A.46 — Espectro de RMN de 'H de 23 (200 MHz, CDCls) ................ 180
Figura A.47 — Espectro de RMN de *C de 23 (50 MHz, CDCls)................. 181
Figura A.48 — Espectro no infravermelho de 24 ............ccccvvvvvviiiiiiiiinnnnnns 181
Figura A.49 — Espectro de RMN de 'H de 24 (50 MHz, CDCl3) .................. 182
Figura A.50 — Espectro de RMN de *C de 24 (50 MHz, CDCls)................. 182
Figura A.51 — Espectro no infravermelho de 25 ..........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiinnnn, 183
Figura A.52 — Espectro de RMN de *H de 25 (200 MHz, CDCls) ................ 183
Figura A.53 — Espectro de RMN de **C de 25 (50 MHz, CDCl3).................. 184
Figura A.54 — Espectro no infravermelho de 26 ...........cccccooeeeiiiiiiiiiiinnnnnnn. 184
Figura A.55 — Espectro de RMN de *H de 26 (200 MHz, acetona-dg) ........ 185
Figura A.56 — Espectro de RMN de **C de 26 (50 MHz, acetona-dg)......... 185
Figura A.57 — Espectro no infravermelho de 27 ..........cccccceeeiiiiiiiiiiiiinn. 186

Figura A.58 — Espectro de RMN de *H de 27 (400 MHz, acetona-dg)......... 186
Figura A.59 — Espectro de RMN de **C de 27 (100 MHz, acetona-ds)....... 187
Figura A.60 — Mapa de contornos HMBC de 27 (400 MHz, acetona-dg) ... 187

Figura A.61 — Espectro no infravermelho de 30 ...........oocieiiiiiiiiiiiiiinnnnnnn. 188
Figura A.62 — Espectro de RMN de *H de 30 (200 MHz, CDCl3) ................ 188
Figura A.63 — Espectro de RMN de **C de 30 (50 MHz, CDCls)................. 189
Figura A.64 — Espectro no infravermelho de 31 ...........cccooiiiiiiiiiiiinnnee, 189
Figura A.65 — Espectro de RMN de *H de 31 (200 MHz, acetona-dg) ........ 190
Figura A.66 — Espectro de RMN de **C de 31 (50 MHz, acetona-dg)......... 190
Figura A.67 — Espectro no infravermelho de 32 ...........ccccoiiiiiicnnnee, 191
Figura A.68 — Espectro de RMN de *H de 32 (200 MHz, acetona-d) ........ 191
Figura A.69 — Espectro de RMN de **C de 32 (50 MHz, acetona-dg)......... 192
Figura A.70 — Espectro no infravermelho de 35 ..., 192
Figura A.71 — Espectro de RMN de *H de 35 (200 MHz, CDCly) ................ 193
Figura A.72 — Espectro de RMN de *3C de 35 (50 MHz, CDCl3).................. 193
Figura A.73 — Espectro no infravermelho de 36 .............ccviiiiiiiiiiececennnn, 194

Figura A.74 — Espectro no infravermelho de 38 ............ccooiiiiiiiiiiiceennn, 194



LISTA DE FIGURAS (Concluséao)

Figura A.75 — Espectro de RMN de 'H de 38 (200 MHz, CDCls) ................ 195
Figura A.76 — Espectro de RMN de **C de 38 (50 MHz, CDCls)................. 195
Figura A.77 — Espectro no infravermelho de 40 ...........cccccvvviiviiiiinininnnnnns 196
Figura A.78 — Espectro no infravermelho de 41 ..........ccccccuvvvvivnniininninnnnnns 196
Figura A.79 — Espectro de RMN de 'H de 41 (200 MHz, CDCls) ................ 197
Figura A.80 — Espectro de RMN de *C de 41 (50 MHz, CDCls)................. 197
Figura A.81 — Espectro no infravermelho de 42 ...........cccccuvvivviiiiinininnnnnns 198
Figura A.82 — Espectro de RMN de *H de 42 (200 MHz, acetona-dg)......... 198
Figura A.83 — Espectro de RMN de **C de 42 (50 MHz, acetona-dg)......... 199
Figura A.84 — Espectro no infravermelho de 43 .........cccccoceeei i, 199
Figura A.85 — Espectro de RMN de *H de 43 (200 MHz, DMSO-dg)........... 200
Figura A.86 — Espectro de RMN de **C de 43 (50 MHz, DMSO-dg)............ 200
Figura A.87 — Espectro no infravermelhode 44 .........ccccccooeeiiiiiiieiiiininnn. 201
Figura A.88 — Espectro de RMN de *H de 44 (200 MHz, CD30OD)............... 201
Figura A.89 — Espectro de RMN de **C de 44 (50 MHz, CD3OD)................ 202
Figura A.90 — Espectro no infravermelho de 45 ..........cccccceeeiiiiiiiiiiiininnn, 202
Figura A.91 — Espectro de RMN de *H de 45 (200 MHz, CD30OD)............... 203
Figura A.92 — Espectro de RMN de **C de 45 (50 MHz, CD30D)................ 203
Figura A.93 — Espectro no infravermelho de 46 ...........ccccevvvviviiiiiiniiinnnnnnns 204
Figura A.94 — Espectro de RMN de *H de 46 (200 MHz, DMSO-ds)............ 204
Figura A.95 — Espectro de RMN de **C de 46 (50 MHz, DMSO-d)............ 205
Figura A.96 — Espectro no infravermelho de 47 ...........cccooiiiiiiiinnnee, 205

Figura A.97 — Espectro de RMN de *H de 47 (200 MHz, acetona-dg) ........ 206
Figura A.98 — Espectro de RMN de **C de 47 (50 MHz, acetona-dg)......... 206



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1 - Agentes biorredutiveis em estudos clinicos/pré-clinicos

o V=1 o= T [ 13U 33
Tabela 1.2 — Clsp dos compostos VIl e VIII para as linhagens de células
tumorais HL60, Jurkat e THP-1 em normoxia e hipoXia......ccoooeeeeevvvevvnnnnnnn. 39
Tabela 1.3 — Clsp dos compostos VIl e VIl para as linhagens de células
tumorais MDA, MCF-7 e HCT em normoxia e hipoxia. ......ccceevveeeeeveveinnnnnnnn. 39
Tabela 1.4 — Clsp dos compostos VII e VIl para a linhagem de célula
normal VERO em normoxia € hipOXia. .......ccccovvieieiiiiiiiiiiiiie e 39
Tabela 1.5 — Potenciais de reducdo dos compostos IX, X, Xl e Xll. ........... 40
Tabela 4.1 — Condicdes de reacdo para preparo de 10. .......ccceeeeeevvvvivvnnnnnn. 62

Tabela 4.2 — Descricdo das reacdes para tentativa de obtencao do anel
Yo Lo 1T o1 o S 91

Tabela 4.3 — Valores de porcentagem de inibicdo dos compostos para as
linhagens de células tumorais MDA-MB, MCF-7 e HCT em culturas 2D e

Tabela 4.4 — Clsp (M) dos compostos 5, 10, 18, 30 e 31 para as linhagens
de células tumorais MDA-MB, MCF-7, HCT e VERO em cultura 2D. ........ 104



AIBN
ArNO»
assim.
CCD
CCS

DAST
dd
dec.
DEPT
dl
DMEM
DMF
DMSO
DNA
DP
EDC
F.F.
F.M.
HMBC

LC-MS
lit.

M.M.
NBS
NHS

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Azobisisobutironitrila

Nitroaromatico

Assimétrica

Cromatografia em camada delgada
Cromatografia em coluna de silica

Dupleto

dietilaminotrifluoreto de enxofre

Dupleto duplo

Decomposicgéo

Distortionless enhancement by polarization
Dupleto largo

Dulbecco’s modified eagle’s medium
N,N-dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucléico

Desvio padrao

Cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
Faixa de fuséo

Formula molecular

Heteronuclear multiple bond correlation
Infravermelho

Constante de acoplamento escalar
Cromatografia liquida acoplada a espectrémetria de massas
Literatura

Multipleto

Massa molar

N-bromosuccinimida

N-hidroxisuccinimida

Octeto



PPA
p/v

gt
Rf
RMN

sim.
sl

SX

ta.
THF

viv

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS (Conclus&o)

Acido polifosférico
Peso por volume
Quarteto

Quinteto

Fator de retencéo
Ressonancia Magnética Nuclear
Simpleto

Simétrica

Simpleto largo

Sexteto

Tripleto

Temperatura ambiente
Tetrahidrofurano
Volume por volume

Deslocamento quimico



SUMARIO

L INTRODUGAO ...t 20
3 I = o o P 20
1.2 Quimioterapicos que atuam por ligacdo covalente com o alvo
biolégico: inibidores covalentes e agentes alquilantes..............ccccoeunneee. 21
1.2.1 Farmacos que atuam por ligagdo covalente a uma proteina............. 21
1.2.2 Farmacos que atuam por alquilagdo do DNA ..., 23
1.3 Hip6xia como alvo no tratamento de tumores solidos .........ccccvvvvvnnnns 26
1.3.1 Caracteristicas dos tumores SOlidOS.........c.eeveiieeiiiiiiiiiiiiiieeee e 26
1.3.2 Agentes antineoplasicos biorredutiveis..........ccccccvvieiiiiininnniiiieinnnnns 28
1.3.3 Agentes biorredutiveis em estudo clinico/pré-clinico ....................... 30
1.3.4 Compostos nitroaromaticos alquilantes biorredutiveis em
AESENVOIVIMENTO ..uuiii i e e e et e e e e e e eeeeees 34
1.3.4.1 An&logos das dUuOCarMICINGAS ........ccviiuuriiiiiieeeee e e e 34
1.3.4.2 Compostos nitroaromaticos analogos do acido 4-bromometil-3-
TR0 o T=T 0140 Y oo 1 37
2 OBJIETIVOS ... e e e 42
2.1 ODJEIVO GETaAl ..o 42
2.2 ODbjetivoS @SPECITICOS. ..uuiiiiiiieiiiiiie e 42
3 PLANEJAMENTO DOS COMPOSTOS E PLANO DE SINTESE................. 43
3.1 Variacao do anel nitroaromético e do substituinte em Ra. ................... 44
3.2 Variacao do grupo abandonador Ry ........ccoovviiiiiiiiiii e, 46
3.3 Variacao do substituinte Ri......cooviiiiiiiiiii e, 47
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......coieeeeeeeeeeeeeeeee e 48
Y1 ] (=S = 48
4.1.1 Obtencao de 8-metilquinolina (1) .......ccceevviiiiieeeeeieeecee e, 48
4.1.2 Obtencéo de 8-(bromometil)quinolina (3) ......ccooeeveeiiiiiiiiiieeeeiin, 50
4.1.3 Obtencao de 8-metil-5-nitroquinolina (4).....ccooeeeeeeeiiiiiiii e, 51
4.1.4 Obtencao de 8-bromometil-5-nitroquinolina (5) .......ccceevvviieiiiiiiiinnnnnn. 52
4.1.5 Obtencéao de (5-nitroquinolin-8-il)metanol (7)......ccccccceeiiiiieiiiiiiiiiinnnnn. 56
4.1.6 Obtencao do 5-(4-toluil)-1H-tetrazol (9) ....cvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 61
4.1.7 Obtencéo do 5-(4-(bromometil)fenil)-1H-tetrazol (10)........cccccevvvveeeeene. 62

4.1.8 Tentativa de sintese do 5-(3-nitro-4-(bromometil)fenil)-1H-tetrazol .. 63



SUMARIO (Continuag&o)

4.1.9 Obtencéo do acido 4-metil-3,5-dinitrobenzdico (12) ....cccccvvvvvvveeenennn. 66
4.1.10 Obtencéao do acido 4-(bromometil)-3,5-dinitrobenzdico (13)........... 67
4.1.11 Obtencéo do acido 4-(hidroximetil)-3,5-dinitrobenzéico (15).......... 69
4.1.12 Obtencéao de 4-(hidroximetil)-3,5-dinitrobenzoato de metila (16) e de
4-metil-3,5-dinitrobenzoato de metila (17)....cccuvveiiiiiiiiiiiiiie e, 70
4.1.13 Obtencéo de 4-(clorometil)-3,5-dinitrobenzoato de metila (18)....... 71
4.1.14 Obtencéo de 4-(hidroximetil)-3-nitrobenzoato de metila (19).......... 71
4.1.15 Obtencéo de 4-(fluorometil)-3-nitrobenzoato de metila (20)............ 72
4.1.16 Obtencéo do acido 4-(fluorometil)-3-nitrobenzdico (21).................. 73
4.1.17 Obtencé&o do acido 4-(hidroximetil)benzdico (22)........ccccvveeeeeeennnnns 74
4.1.18 Obtencao de 4-(hidroximetil)benzoato de metila (23) ........cccevveeeeeee. 74
4.1.19 Tentativa de sintese de 4-(fluorometil)benzoato de metila.............. 75
4.1.20 Obtencéao de 4-(difluorometil)benzoato de metila (25).......cccccouu...... 78
4.1.21 Obtencéo do acido 4-(difluorometil)benzdico (26)..........cccevvvvrvnnnnn. 79
4.1.22 Obtencéao do acido 4-(difluorometil)-3-nitrobenzdico (27)............... 80
4.1.23 Obtencéao de 4-(clorometil)-3-nitro-N-isopropilbenzamida (30)....... 82
4.1.24 Obtencao de N-benzil-4-(clorometil)-3-nitrobenzamida (31)............ 83
4.1.25 Tentativa de sintese de (2-metil-5-nitroindol-3-il)metanol ............... 84
4.1.26 Obtencado de 2-metilindol (41) .cccoo oo 93
4.1.27 Obtencéo de 2-metil-5-nitroindol (42) ......cccooeeeeeiiiiiiiiiiiieee e, 94
4.1.28 Obtencéo de 2-metil-3-formil-5-nitroindol (43).......cccceoeeieeeiiiiiiinnnnnnn. 95
4.1.29 Obtencéo de (2-metil-5-nitroindol-3-il)metanol (44)..........ccccccuvnnnn.. 96
4.1.30 Obtencéao de 2-metil-3-(dietilaminometil)-5-nitroindol (45) e de 3,3’-

[bis(metileno)]-2-metil-5-nitroindol (46).......cccooeeeeiiiiiiiiiicie e, 97
4.1.31 Obtencéo de 2-(2-metil-5-nitroindol-3-il)acetonitrila (47) ................. 99
4.2 Avaliacéo da atividade antiproliferativa ...........cccceeeeeeiiiiiiiiecieeeiiin, 99
5 PARTE EXPERIMENTAL ..ot e e e 106
5.1 Material € MEt0dOS GEIAIS .....oeeeieeieeeeeeeee e 106
A e o od=To 10 01 =] o (o 1 USRI 108
5.2.1 Sintese de 8-metilquinolina (1).......ccooeeeiiiiiii 108

5.2.2 Sintese de 8-(bromometil)quinolina (3) ... 109



SUMARIO (Continuag&o)

5.2.3 Sintese de 8-metil-5-nitroquinolina (4) .......ccccceeeeeiee 110
5.2.4 Sintese de 8-bromometil-5-nitroquinolina (5) .........ccccceeeeeeeeeeeeeeen. 111
5.2.5 Sintese de (5-nitroquinolin-8-il)metanol (7).......ccccccceeiiiiiiin. 112
5.2.6 Sintese de 5-(4-toluil)-1H-tetrazol (9) ..., 113
5.2.7 Sintese de 5-(4-(bromometil)fenil)-1H-tetrazol (10).............cceeeeeennn. 114
5.2.8 Sintese do &cido 4-metil-3,5-dinitrobenzdico (12)..........ccccceeeeeenn. 115
5.2.9 Sintese do &cido 4-(bromometil)-3,5-dinitrobenzdico (13)............... 116
5.2.10 Sintese do acido 4-(hidroximetil)-3,5-dinitrobenzoico (15)............ 117
5.2.11 Sintese de 4-(hidroximetil)-3,5-dinitrobenzoato de metila (16) e de 4-
metil-3,5-dinitrobenzoato de metila (17)........cccccommmimiiiiimiiiiiiiiiiiiiiees 117
5.2.12 Sintese de 4-(clorometil)-3,5-dinitrobenzoato de metila (18)......... 119
5.2.13 Sintese de 4-(hidroximetil)-3-nitrobenzoato de metila (19)............ 120
5.2.14 Sintese de 4-(fluorometil)-3-nitrobenzoato de metila (20).............. 121
5.2.15 Sintese do acido 4-(fluorometil)-3-nitrobenzadico (21).................... 122
5.2.16 Sintese do acido 4-(hidroximetil)benzdico (22) .....ccccccceeeeveeeeeennnnns 123
5.2.17 Sintese de 4-(hidroximetil)benzoato de metila (23) ......cccceeeeereeeenns 124
5.2.18 Sintese do éter bis[(4,4’-metoxicarbonil)fenilmetilico] (24)........... 125
5.2.19 Sintese de 4-(difluorometil)benzoato de metila (25)...........ccceeene 126
5.2.20 Sintese do acido 4-(difluorometil)benzoéico (26).......cccccceevveeeeennnnns 127
5.2.21 Sintese do acido 4-(difluorometil)-3-nitrobenzédico (27)................. 129
5.2.22 Sintese de N-[4-(clorometil)-3-nitrobenzoiloxi]succinimida (29)... 130
5.2.23 Sintese de 4-(clorometil)-3-nitro-N-isopropilbenzamida (30)......... 131
5.2.24 Sintese de N-benzil-4-(clorometil)-3-nitrobenzamida (31).............. 132
5.2.25 Sintese de 3-(2-(4-nitrofenil)hidrazono)butan-1-ol (32) .................. 133
5.2.26 Sintese de 3-metil-1-(4-nitrofenil)-4,5-diidropirazol (35)................. 134
5.2.27 Sintese de 4-(terc-butildimetilsililoxi)-2-butanona (36) .................. 135
5.2.28 Sintese de 5-etoxi-3-metil-1-fenilpirazol (38)........ccccceeeeeiiiiiinnnnnnn. 136
5.2.29 Sintese de 1-fenil-2-propan-2-ilideno hidrazina (40)....................... 137
5.2.30 Sintese de 2-metilindol (A1) .....cooeeeeiiiiiee 137
5.2.31 Sintese de 2-metil-5-nitroindol (42) ... 138
5.2.32 Sintese de 2-metil-3-carboxaldeido-5-nitroindol (43) ..................... 139

5.2.33 Sintese de (2-metil-5-nitroindol-3-il)metanol (44) ...........c.cceeeeeen. 140



SUMARIO (Conclus&o)

5.2.34 Sintese de 2-metil-3-(dietilaminometil)-5-nitroindol (45) e de 3,3’-

[bis(metileno)]-2-metil-5-Nitroindol (46).......cccooeeeiiiiiiiiiiiii e 142
5.2.35 Sintese de 2-(2-metil-5-nitroindol-3-il)acetonitrila (47)................... 144
B CONCLUSAD ..ottt sttt 145
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 147

APENDICE A —Espectros no IVe de RMN .........cc.ooooiiiericeieecceeeeee, 158



20
1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

As neoplasias malignas ou cancer representam a segunda causa de
mortalidade (15,1%) no Brasil, superadas apenas pelas doencas
cardiovasculares (31,6%). De acordo com dados da Organizacdo Mundial de
Saude, estima-se que, para o ano de 2020, aproximadamente 15 milhdes de
novos casos surgirdo, sendo que 70% dos portadores estardo vivendo em
paises com menos de 5% dos recursos destinados a controlar a doenca (INCA,
2016).

A terapia do céncer é baseada na cirurgia, radioterapia, imunoterapia e
quimioterapia, sendo que a associacao entre essas modalidades € comumente
utilizada, aumentando a eficacia do tratamento (HANSEN et al., 2015; BAEK et
al., 2011; BOURHIS et al., 2010; HUANG et al., 2013; ROSA et al., 2012).
Entretanto, aproximadamente metade dos pacientes com cancer nao Sao
curados e cada uma dessas modalidades tem suas limitagdes (AVENDANO e
MENENDEZ, 2008a).

Uma das limitacbes da quimioterapia é a resisténcia de tumores aos
quimioterapicos. As principais causas de resisténcia sdo atribuidas a mutacdes
genéticas, amplificacdo de gene ou alteracbes epigenéticas, que influenciam a
absorcdo, metabolismo ou efluxo de farmacos em cada célula individualmente.
Outra importante causa de resisténcia esta relacionada a heterogeneidade do
microambiente de tumores sélidos, que conduz a gradientes na taxa de
proliferacdo celular e a presenca de regifes de hipdxia e acidez, que podem
influenciar a sensibilidade das células tumorais aos quimioterapicos (TREDAN
et al., 2007).

As regides de hipoxia nos tumores sélidos ndo sdo um problema apenas para a
quimioterapia. As células tumorais em hipOxia séo resistentes também a
radioterapia, uma vez que a presenca de oxigénio parece reforcar os danos
celulares causados pela radiagdo (BROWN e WILSON, 2004).
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Considerando seu importante papel na progressdo tumoral e resisténcia a
terapia, a hipéxia tumoral pode ser considerada o melhor alvo validado para o
desenvolvimento de novos quimioterapicos, ainda pouco explorado em
oncologia (WILSON e HAY, 2011).

1.2 Quimioterpicos que atuam por ligacdo covalente com o alvo

bioldgico: inibidores covalentes e agentes alquilantes

1.2.1 Farmacos gue atuam por ligacdo covalente a uma proteina

Inibidores covalentes sdo compostos que possuem carater eletrofilico, pouco
reativos, que, apos ligacdo a proteina alvo, sdo capazes de reagir com um
residuo de aminoacido no sitio de ligacdo. Os residuos de aminoacidos mais
frequentes de ligagdo s&o os residuos nucleofilicos de cisteina, serina ou
tirosina (SINGH et al., 2011).

(0] (0]
H H O 4 OH
N N
z 2 HN™ ™
SH YOoH KN
residuo de cisteina residuo de serina residuo de tirosina

Atualmente existem pelo menos 42 inibidores covalentes aprovados para
diferentes usos, incluindo exemplos de muito sucesso como as penicilinas,
cefalosporinas, omeprazol e clopidogrel, utilizados para o tratamento de
diversos tipos de doencas, que vao da obesidade as neoplasias agressivas
(SINGH et al., 2011; BAUER, 2015).

Os eletréfilos mais utilizados nos inibidores covalentes destinados ao
tratamento do cancer sdo os epoxidos, enaminonas, acido borbnico, B-lactonas

e as acrilamidas.
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A quinazolina afatinib, aprovada para uso em 2013, e a quinolina neratinib, que
se encontra em fase de estudos clinicos avancados, atuam inibindo o receptor
de tirosina-quinase EGFR, envolvido em neoplasias como o cancer de pulméo
de células ndo-pequenas e o glioblastoma. Esses inibidores sdo compostos
nao-peptidicos, analogos do ATP (adenosina trifosfato). Possuem como
eletréfilo o grupo acrilamida e se ligam covalentemente a um residuo de
cisteina via adicdo conjugada ao grupo carbonilico (SEGOVIA-MENDOZA et
al., 2015; JOHNSON et al., 2010; SOLCA et al., 2012).

A HN
HN N CN
N ~
-0 N
afatinib neratinib

Compostos que se ligam de forma covalente ao seu alvo trazem preocupacdes
em relacdo a sua toxicidade, devido ao potencial de alquilarem de forma
inespecifica outras macromoléculas bioldgicas, levando a efeitos deletérios. O
desafio consiste em encontrar o melhor equilibrio entre reatividade e
seletividade (JOHNSON et al., 2010).

Embora a capacidade de se ligar de forma covalente possa trazer riscos, um
inibidor covalente apresenta diversas vantagens. Primeiramente, a maior
eficiéncia bioquimica dos inibidores covalentes pode resultar em uma dose
reduzida do farmaco, diminuindo o risco de toxicidade idiossincratica. Além
disso, o efeito prolongado devido a uma inibicdo covalente pode proporcionar
uma dosagem menos frequente, melhorando a adesdo do paciente. E,
finalmente, evidéncias sugerem que o risco de aparecimento de resisténcia em
farmacos covalentes é menor (BAUER, 2015; JOHNSON et al., 2010).
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A idéia de que os farmacos covalentes podem contribuir para a melhoria da
saude humana é cada dia mais aceita. Um reflexo disso € o namero de
farmacos covalentes aprovados para uso e o aumento no numero de citagfes
na literatura a esse respeito. Recentemente, o numero de publicacbes
referentes a inibidores covalentes tem aumentado de forma exponencial

(BAUER, 2015).

1.2.2 Farmacos que atuam por alquilagdo do DNA

Quimioterpicos que possuem como alvo o DNA tém sido utilizados na clinica
h& mais de 40 anos. Apesar dos recentes avangos no tratamento do cancer, o
mecanismo de acdo da maioria dos farmacos antitumorais esta relacionado a
interferéncia na replicacdo celular, que pode ser alcancada, por exemplo, por
alquilacdo do DNA. Os agentes alquilantes podem ser definidos como
compostos capazes de se ligarem covalentemente & biomolécula em condi¢des
fisioloégicas. Esses agentes atuam em células em repouso ou em proliferacéo,
em qualquer fase do ciclo celular (HURLEY, 2002; AVENDANO e MENENDEZ,
2008c).

Os agentes alquilantes sdo compostos altamente eletrofilicos e as ligacGes
covalentes sdo originadas do ataque nucleofilico do DNA ao agente alquilante,
podendo formar N- e O- adutos. Os sitios mais frequentes de alquilacdo do
DNA s&o o N-7 e O-6 da guanina (MIDDLETON e MARGISON, 2003).

6

0
7
HN N,
Iy
H,N” "N~ °N
R

Guanina

A estrutura do DNA é bastante afetada pela alquilacdo, o que resulta em varios
tipos de efeitos. Um deles é a alteracdo no pareamento normal das bases
adenina-timina e guanina-citosina. Normalmente, no pareamento guanina-

citosina, estao envolvidas trés ligacbes de hidrogénio, sendo a carbonila em C-
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6 da guanina responsavel por uma delas (Figura 1.1). Alquilagdo na posi¢cao N-
7 da guanina cria uma carga positiva vizinha a carbonila, que ja possui carga
parcial positiva, favorecendo a formacdo do tautbmero 6-hidroxi. Como
consequéncia o pareamento com a citosina € enfraquecido, pois agora
somente duas ligacdes de hidrogénio sdo possiveis. Em contrapartida, o
pareamento do tautdbmero 6-hidroxi com a base timina leva a formacdo de um
complexo mais estavel (3 ligacdes de hidrogénio), alterando o pareamento
normal de bases e podendo gerar mutacdes (Figura 1.1) (AVENDANO e
MENENDEZ, 2008c).

Figura 1.1 — Alterag&o no pareamento das bases do DNA ap6s alquilag&o.

1- Pareamento normal 2- Alquilagao e formagao do tautomero
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Outra consequéncia da alquilagcdo na guanina é o aumento na eletrofilicidade
das posi¢cdes conjugadas ou adjacentes a carga positiva em N-7, levando a
reacoes hidroliticas e depurinacéo, que resultam na fragmentagcédo da estrutura
do DNA (Figura 1.2) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008c).
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Figura 1.2 — Depurinagéo e fragmentac&o do DNA apds alquilagao.
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Compostos que apresentam duas unidades alquilantes podem reagir em dois
pontos distintos do DNA, resultando em ligagcéo cruzada intra ou interfita, ou em
ligacdo entre o DNA e proteinas associadas, impedindo sua transcricdo e
replicagéo (Figura 1.3). Compostos alquilantes bifuncionais (bisalquilantes) s&o
considerados mais citotoxicos em relacdo aos monofuncionais e existe uma
correlacdo direta entre o grau de ligacdes cruzadas interfita e a citotoxicidade
(BROOKES e LAWLEY, 1961; WARWICK, 1963).

Figura 1.3 — Diferentes modos de ligag&o cruzada do agente bisalquilante com o DNA.
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Dentre os farmacos alquilantes utilizados na quimioterapia do cancer,
destacam-se as mostardas nitrogenadas, complexos de platina e mitomicina C
(Figura 1.4). Os agentes metalantes, como a cisplatina e seus analogos,

também séo considerados alquilantes devido a semelhan¢ca no modo de acao.

Figura 1.4 — Farmacos alquilantes utilizados na terapia do cancer.
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Apesar de serem usados no tratamento do céncer, os farmacos alquilantes
também podem ser carcinogénicos e provocar uma série de efeitos toxicos ao
reagirem com macromoléculas biolégicas indesejaveis, como DNA e proteinas
das células normais. A baixa seletividade desses agentes torna cada vez mais
necessario o uso de estratégias que possam direcionar e aumentar a

seletividade para as células tumorais.

1.3 Hipéxia como alvo no tratamento de tumores solidos

1.3.1 Caracteristicas dos tumores solidos

Tumores solidos sdo heterogéneos e estruturalmente complexos, constituidos
por células cancerosas e células do estroma (fibroblastos e células
inflamatorias) incorporadas em uma matriz extracelular e alimentadas por uma
rede vascular (TREDAN et al., 2007). As células neoplasicas frequentemente
ocupam menos da metade do volume total do tumor. Os vasos sanguineos que

se entrelacam dentro da massa tumoral preenchem 1 a 10% do volume do
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7

tumor. O espaco restante € preenchido por matriz rica em colageno, o
intersticio, que envolve as células neoplasicas e pode separa-las da
vascularizacéo (OLIVEIRA e ALVES, 2002).

Inicialmente, o abastecimento sanguineo do tumor € realizado através da
vascularizagcédo existente na regido. Durante o crescimento do tumor, alguns
dos vasos sanguineos preexistentes sao obstruidos ou comprimidos.
Posteriormente, pequenos vasos sanguineos comegam a  surgir
(neovascularizacdo) e, estes, se ramificam excessivamente, sado tortuosos e
seguem em dire¢cdes imprevisiveis que podem se modificar constantemente
(Figura 1.5) (JAIN, 1989, 1994).

Figura 1.5 — Vasos sanguineos de um tecido normal e vasos sanguineos do tumor

(Adaptado de BROWN, 2004).

Tumor

Hemacias

Consequentemente, algumas areas do tumor sao bem irrigadas, outras tém
pouca ou nenhuma vasculariza¢do. O suprimento de oxigénio e nutrientes para
as éareas de pouca irrigagdo sanguinea € dificultado, o que favorece o
desenvolvimento de regides necrdticas e de células em condicbes de hipdxia.
As células localizadas proximas aos vasos sanguineos (periferia do tumor) sao
células bem oxigenadas. As células localizadas no centro do tumor e, portanto,
distantes da vascularizagdo, sdo células anodxicas e necréticas. As células

existentes entre essas duas regiées sdo conhecidas como células em hipdxia,
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pois estdo localizadas em uma regido de baixa concentracdo de oxigénio
(Figura 1.6) (JAIN, 1989, 1994).

Figura 1.6 — Representagdo de um tumor s6lido mostrando a diminuigéo da

concentracdo de oxigénio em relagao a distancia capilar (Autor: Saulo F. P. Braga).
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1.3.2 Agentes antineoplasicos biorredutiveis

Em 1972, Sartorelli e colaboradores propuseram que reacdes de reducdo
ocorreriam com maior facilidade em células com baixa concentracdo de
oxigénio, quando comparadas as células normalmente oxigenadas. Com base
nessa hipotese, foi considerado que esta caracteristica poderia ser explorada
no desenvolvimento de citotoxinas com seletividade para as células em hipoxia,
as quais so6 se tornariam citotoxicas apos ativacao metabdlica pelas redutases
celulares (LIN et al., 1972).

A discriminagé&o entre o tecido normal (oxigenado) e o tumor (hipdxia) pode ser
alcancada quando um pré-farmaco possui um grupo funcional, que é suscetivel
a uma reducdo inicial, transformando-o no farmaco ativo. Quando o oxigénio
esta presente, como no tecido normal, essa reducdo pode ser revertida pela

transferéncia de um elétron para o oxigénio levando a um ciclo redox, que gera
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um anion-radical superoxido e regenera o pré-farmaco. Na auséncia de
oxigénio, o radical do pro-farmaco é acumulado gerando, as espécies
citotdéxicas. Caso a reducdo inicial ocorra somente na regido em hipoxia, a

seletividade é alcancada (Figura 1.7) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008d).

Figura 1.7 — Comparag&o entre o processo redutivo

em um tecido oxigenado e um tecido em hipdxia.
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Trés propriedades sédo fundamentais para o sucesso no planejamento de
agentes antineoplasicos seletivos para células em hipoxia: solubilidade e
difusibilidade adequadas, reducao a espécies reativas somente nas regides em
hipéxia e atividade apenas das espécies reduzidas (OLIVEIRA e ALVES,
2002). Para que a primeira etapa de reducdo aconteca, o composto deve
possuir potencial de reducdo adequado (-330 a -450 mV). Compostos com
potenciais de reducdo fora dessa faixa ndo sédo desejaveis, pois podem ser
reduzidos facilmente e dessa forma apresentar menor seletividade para regides
em hipoxia (potenciais de reducdo maiores que -330 mV) ou podem ser dificeis
de ser reduzidos até mesmo em hipoxia (potenciais de reducdo menores que -
450 mV) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008b).
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Os grupos funcionais presentes nas estruturas dos principais agentes
biorredutiveis descritos na literatura sdo os N-Oxidos aromaticos e alifaticos,

quinonas e o grupo nitro.

1.3.3 Agentes biorredutiveis em estudo clinico/pré-clinico

Ao longo dos ultimos 20 anos, avancos significativos tém sido realizados no
desenvolvimento de agentes antineoplasicos biorredutiveis. Além da
mitomicina C, ja usada clinicamente, existem varios candidatos em diferentes
fases de estudos clinicos (CHEN e HU, 2009).

Dentre os agentes biorredutiveis antineoplasicos em desenvolvimento clinico,
ou pré-clinico avancado (Figura 1.8, Tabela 1.1), estdo incluidos exemplos de

cada um dos grupos funcionais citados anteriormente.

Figura 1.8 — Estrutura dos agentes antineoplasicos biorredutiveis em estudos

clinicos/pré-clinicos.
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O N-oxido tirapazamina, descoberto por Brown e colaboradores em 1986, foi o

primeiro composto desenvolvido especificamente para atuar como citotoxina
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com seletividade para as células em hipoxia. Recentemente, estudo clinico de
fase Il utilizando a associagéo da tirapazamina com radioterapia e cisplatina no
tratamento de pacientes com cancer cervical foi concluido. Entretanto, nesse
estudo, a tirapazamina ndo foi capaz de aumentar a sobrevida desses
pacientes (DISILVESTRO et al., 2014).

Estudo de fase | foi realizado com a mostarda nitroaromética PR-104 em
combinagcdo com docetaxel ou gemcitabina em pacientes com tumores solidos
avancados. Casos de mielotoxicidade e trombocitopenia graves foram
observados, entretanto o uso profildtico de G-CSF (estimulante da medula
O0ssea) permitiu a continuidade dos estudos e identificacdo de uma dose
adequada de PR-104 em combinacdo com docetaxel para estudos de fase Il
(McKEAGE et al., 2012).

A quinona RH1 foi bem tolerada com toxicidade previsivel e controlavel em
estudo farmacodindmico e farmacocinético de fase |. Biomarcadores de

ligacBes cruzadas ao DNA também foram identificados (DANSON et al., 2011).

O nitroimidazol NLCQ-1, desenvolvido para atuar como um intercalante do
DNA biorredutivel, tem se mostrado promissor. Em estudos pré-clinicos,
NLCQ-1 demonstrou significante seletividade para hipdxia em linhagens de
células tumorais humanas, além de aumentar de forma sinérgica o efeito da
radiacdo contra células hipoxicas in vitro e em tumores murinos in vivo. Esse
nitroimidazol também exibe boa estabilidade em plasma humano e
farmacocinética favoravel em camundongo. A sintese de NLCQ-1 ja foi
escalonada com sucesso e, sendo assim, 0 composto devera entrar em
estudos clinicos de fase | (PAPADOPOULOU e BLOOMER, 2003).

Desenvolvido como um analogo da tirapazamina, o N-6xido SN30000
apresentou maior poténcia e seletividade para células em hipoxia e melhor
difusdo em camadas multicelulares quando comparado ao protétipo. SN30000
também apresentou melhor perfil farmacocinético em plasma de camundongos
e ratos e foi mais ativo que a tirapazamina, em associacdo com radiacao,

contra varios tumores humanos transplantados (HICKS et al., 2010).
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Desenvolvido por Sartorelli e colaboradores (SEOW et al., 2005), o composto
nitroaromatico KS119W demonstrou elevada citotoxicidade e seletividade para
células em hipéxia em estudos preliminares realizados in vitro. KS119W
também foi efetivo para o tratamento de tumores sélidos in vivo em
combinacdo com radiacdo. Estudos pré-clinicos adicionais seréo realizados de
modo que seu potencial estudo clinico como adjuvante na radioterapia possa
ser avaliado (KIM et al., 2012).



33

Tabela 1.1 - Agentes biorredutiveis em estudos clinicos/pré-clinicos avancados

(Adaptado de WILSON e HAY, 2011).

o Instituicdo Grupo i
Pro-farmaco Estudo | ) Mecanismo Status
responsavel funcional
Fase Il
tirapazamina CIS+RAD N-6xido i
R NCI . dano ao DNA  concluido
(SR4233) (cancer aromatico
cervical)
] Fase llI ligacdo
apaziquona R Spectrum . em
(cancer de ] quinona cruzada ao
(EQ9) . Pharmaceuticals andamento
bexiga) DNA
. ligacédo
Fase I/l Threshold nitro em
TH-302 o ] cruzada ao
multiplos Pharmaceuticals andamento
DNA
Fase | _ ligacéo
nitro i
PR-104 DOCE ou Proacta cruzada ao concluido
GEM DNA
o inibicdo da
banoxantrona Fase I/l N-6xido ) em
o Novacea . topoisomerase
(AQ4N) multiplos alifatico ' andamento
Fase Il L
] ) . ligacdo
caricotamida BTG nitro )
CB1954 . . cruzada ao concluido
carcinoma International
DNA
hepatocelular
ligacédo
Cancer _ i
RH1 Fase | quinona cruzada ao concluido
Research UK
DNA
Evanston . inibicdo da
nitro
NLCQ-1 Pré-clinico Northwestern topoisomerase  concluido
Helthcare I
SN30000 ] University of N-6xido
Pré-clinico » dano ao DNA  concluido
(CEN-209) Auckland aromético
. ligacdo
o ] ] nitro .
KS119W Pré-clinico Yale University cruzada ao concluido
DNA

CIS = cisplatina; RAD = radiagédo; NCI = US National Cancer Institute; DOCE = docetaxel; GEM

= gemcitabina.
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1.3.4 Compostos nitroaromaticos alquilantes biorredutiveis em

desenvolvimento

1.3.4.1 Anélogos das duocarmicinas

A sintese de andlogos das duocarmicinas tem sido amplamente explorada
devido a capacidade desses compostos de alquilarem o DNA. As
duocarmicinas sado antibiéticos (ex. duocarmicina A e duocarmicina SA),
isoladas de Streptomyces, e potentes citotoxinas com atividade na ordem de
sub-nanomolar. A elevada poténcia desses compostos é atribuida, inicialmente,
a intercalacéo a fenda menor do DNA seguida entdo de ataque nucleofilico do
N-3 de um residuo de adenina ao carbono menos impedido do anel ciclopropila
da duocarmicina (BOGER e JOHNSON, 1995; SCHNELL et al., 1999).

H,CO,C

7 OCHs % OCHs
O N O N
OCHs OCHs
HsCO HsCO

duocarmicina A

duocarmicina SA

Analogos precursores das duocarmicinas foram sintetizados (ex. hidroxiCBI) e
apresentaram citotoxicidade equivalente, devido a sua rapida conversdo a
forma ciclopropila (Figura 1.9) (BOGER et al., 1990).

Figura 1.9 — Convers&o de hidroxiCBI em seu analogo ciclopropila.
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Visando o desenvolvimento de citotoxinas seletivas para células em hipoxia,
Stevenson e colaboradores (2012) sintetizaram analogos nitrados do
hidroxiCBI. Em condicdes de hipdxia, o grupo nitro é reduzido a amino, levando

a formacé&o do derivado ciclopropila, capaz de alquilar o DNA (Figura 1.10).

Figura 1.10 — Biorredug&o dos analogos nitro do hidroxiCBI.
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Os primeiros analogos sintetizados apresentaram baixo indice de seletividade
para células em hipdxia (ISH = Clso hipox/Clsp 0x), que foi atribuido aos baixos
potenciais de reducdo monoeletrénica (-512 mV para analogo nitrado I) desses
analogos (TERCEL et al., 2009).

sWis

N—\
HN NMe2

analogo nitrado |

A fim de aumentar o valor dos potenciais de reducdo, novos compostos
apresentando grupos retiradores de elétrons na posicdo 7 do anel A foram
sintetizados. Esses novos analogos apresentaram potenciais de reducéo
monoeletrénica (E) proximos da faixa de -350 a -420 mV e melhor seletividade
para células em hipdxia (ISH = 10 a 330) (TERCEL et al., 2009).
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ISH ISH
analogo E(1) mV Skov3 HT29
Il R=H 512 1,9 1,1
Il R = SO,NH, -390 275 330
IVR = NO, 353 93 96
O~ V R =CONH, 422 77 60

NM62

Visando um aumento na solubilidade dos compostos em agua, o que facilitaria
a administracdo aos animais nos ensaios in vivo, foram sintetizados derivados

fosfato que se comportariam como pré-pré-farmacos (TERCEL et al., 2011).

0O _S
Ho-P~ >N O :
1l H
’ O
O,N N
R
o)\

analogos fosfato

Modificacdes no grupo abandonador (cloro) também foram avaliadas e, para
isso, foram sintetizados analogos apresentando diferentes substituintes nessa
posicao. Os derivados possuindo grupos sulfonatos se mostraram
promissores, apresentando maior seletividade para células em hipdxia,
comparados aos derivados clorados e bromados, mesmo sem a introducao de
substituintes no anel A. Além disso, sulfonatos mais volumosos foram mais
seletivos que os metanossulfonatos (STEVENSON et al., 2012).

Dentre os compostos sintetizados, o analogo VI apresentou os melhores
resultados de atividade e seletividade nos ensaios in vivo, utilizando modelo de
carcinoma cervical humano (SiHa) xenotransplantado em camundongos, e é
considerado promissor como pré-farmaco biorredutivel (STEVENSON et al.,
2012).
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1.3.4.2 Compostos nitroaromaticos analogos do acido 4-bromometil-3-

nitrobenzoico

Uma série de substancias nitroaromaticas, derivadas do acido 4-bromometil-3-
nitrobenzoico (ANB), foi sintetizada no Laboratorio de Quimica Farmacéutica
da Faculdade de Farméacia — UFMG (LOPES et al., 2011).

NO,

Br
ANB

De acordo com Teicher e Sartorelli (1980), compostos nitrobenzilicos
apresentando um bom grupo abandonador na posicao benzilica podem ser
reduzidos aos metabdlitos hidroxilamino ou amino, gerando uma espécie
altamente eletrofilica capaz de alquilar o DNA. Partindo-se desse principio,
acredita-se que o ANB possa exercer sua atividade alquilante, apds

biorredugéo, conforme mostrado na Figura 1.11.



38

Figura 1.11 — Mecanismo proposto de alquilagdo do DNA de compostos

nitrobenzilicos apés biorredugéo.
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Para estabelecer uma relacéo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica,
foram sintetizados analogos do ANB, variando-se 0s grupos na posi¢cdo R; e
também o grupo abandonador Rs. Derivados ndo nitrados (R, = H) também

foram sintetizados para fins de comparacao (Figura 1.12).

Figura 1.12 — Representagdo dos andlogos do ANB sintetizados por variagdo dos

grupos Ry, R, e Rs.
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Os compostos sintetizados foram avaliados in vitro quanto a sua citotoxicidade
em condi¢des normais e em hip6xia. O indice de seletividade para células em
hipoxia (ISH) foi calculado considerando a relagédo entre a Clsp em condi¢des
normais / Clsp em condigBes de hipoxia. Foram utilizadas seis linhagens de
células tumorais humanas: HL60 (leucemia), Jurkat (linfoma), MCF-7 e MDA
(tumor de mama), THP-1 (leucemia monocitica) e HCT (carcinoma colo-retal).
A citotoxicidade das substancias para as células normais também foi avaliada
utilizando-se células epiteliais renais de macaco (VERO). Etoposideo foi

utilizado como controle positivo (dados nao publicados).
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Dentre os compostos avaliados, destacam-se as amidas VII e VIII, que
apresentaram os melhores resultados de citotoxicidade e seletividade para

células em hipdxia (Tabelas 1.2 a 1.4).

o NS OH\/\

NO, NO,

CH,CI CH,CI

Vil Vil
Tabela 1.2 — Cls, dos compostos Vil e VIl para as linhagens de células tumorais HL60,
Jurkat e THP-1 em normoxia e hipodxia.
. Clsp (UM) = DP
%L HL60 Jurkat THP-1
©)

hipoxia norméx. ISH | hipoéxia normox. ISH | hip6éxia normox. ISH
Vil 55+33 475+21 8,6 194+15 52,4+10,7 2,7 | 24504 52,3¥134 21
VI 3,6+0,2 2906 0 72+24 43+0,9 0 12,4+6,3 21,1+36 1,7

Tabela 1.3 — Cls, dos compostos VIl e VIl para as linhagens de células tumorais MDA,
MCF-7 e HCT em norméxia e hipdxia.

_ Clso (M) = DP

g MDA MCF-7 HCT

@)

hipbxia norméx. ISH | hipoéxia normox. ISH | hip6éxia normox. ISH

VII | 21,8+126 41,1+9,7 19 | 289+142 675+0,2 2,3 | 153+2,7 639+14 4.2

Vil 2,8+0,9 3,720 1,3 72%2.2 29,0+12 40 |16+13 20021 125

Tabela 1.4 — Cls, dos compostos VIl e VIl para a linhagem de célula normal VERO em
norméxia e hipdxia.
Clso (UM) £ DP
VERO

hipdxia normox. ISH

VIl | 87,1£3,1 20,2+ 0,6 0

VIl | 33,3+7,6 26,7+ 2,7 0

A amida VII foi mais seletiva para hipoxia em todas as linhagens tumorais

avaliadas, mas o maior destaque se da frente a linhagem HL60, com Clso de
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5,5 uM e ISH = 8,6. Ja VIII ndo apresentou seletividade em todas as linhagens

testadas, entretanto, em HCT o valor de Cls foi igual a 1,6 pM e ISH = 12,5.

Além disso, as amidas apresentaram maior citotoxicidade em condi¢des de
hipoxia para as células tumorais, quando comparadas a linhagem de célula
normal VERO.

Os demais compostos sintetizados ndo foram ativos ou ndo apresentaram
seletividade para células em hipoxia. Um dos fatores que pode explicar a
auséncia de seletividade € o potencial de reducdo inadequado, fora da faixa
desejavel de -330 a -450 mV. O potencial de reducao relacionado a primeira
captura de elétrons (E(1)) dos compostos IX, X, Xl e Xll foi determinado e os
resultados estéo ilustrados na Tabela 1.5 (VASCONCELOQOS et al., 2012).

Tabela 1.5 — Potenciais de reducdo dos compostos IX, X, Xl e XIlI.

O_Rs Composto R, R, Rs | E(1) (mV)
IX OH NO, Br -604
X NH(CH,),OH NO, Cl -735
Ra XI NH(CH,),OH | NO, | Br 727
Rs Xl OH NO, OH -847

A introducdo de grupos doadores ou retiradores de elétrons na estrutura do
composto € capaz de modular o potencial de reducdo dentro da faixa
adequada. Grupos doadores de elétrons diminuem o potencial de reducéo,
enquanto grupos retiradores de elétrons facilitam a reducdo. Como os
compostos apresentaram potencial de reducdo abaixo da faixa adequada, a
sintese de derivados apresentando outros grupos retiradores de elétrons, a fim

de se modular o potencial de reducéo, € de grande interesse.

Outra forma de se alcancar seletividade se baseia na utilizacdo de grupos
abandonadores menos reativos. Compostos contendo grupos abandonadores
como, por exemplo, o fldor seriam mais estaveis e provavelmente sé se

tornariam alquilantes apos reduc¢éao do grupo nitro (Figura 1.13). Dessa forma,
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a sintese de analogos apresentando esses grupos pode ser uma estratégia

para aumentar a seletividade dos compostos nitrobenzilicos.

Figura 1.13 — Proposta de mecanismo de alquilag&o para composto possuindo flGor

como grupo abandonador.
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Considerando o0s resultados obtidos com as amidas VII e VI, essas

substancias podem ser consideradas como protétipos para o planejamento de

novos analogos com melhores resultados de atividade e seletividade, com base

nas alternativas descritas acima.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver novas substancias com atividade citotoxica, seletiva para células

em hipoxia, com base na estrutura dos compostos nitroarométicos VIl e VIII.

2.2 Objetivos especificos

a- Sintetizar analogos propostos por modificacdes moleculares de VIl e VIII,

b- Determinar a atividade citotoxica dos anélogos sintetizados contra diferentes

linhagens de células tumorais em condi¢cdes de normdxia e hipdxia;

c- Avaliar a citotoxicidade das substancias sintetizadas para células normais

para determinacao do indice de seletividade.
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3 PLANEJAMENTO DOS COMPOSTOS E PLANO DE SINTESE

Considerando a capacidade de os nitroaromaticos atuarem como agentes
biorredutiveis e a atividade apresentada pelas amidas VIl e VIII, é de interesse
a preparacao de novos analogos, objetivando melhores resultados de poténcia
e seletividade. Além disso, pretende-se também gerar uma diversidade de
moléculas bioativas, a fim de se obter novos protétipos como potenciais

citotoxinas seletivas para células em hipoxia.

4

ON_J 0N~

NO, NO,
CH,CI CH,CI
Vi VIl

Foram planejadas modificacbes em Rj, R, e R3, assim como a utilizacdo de
outros anéis aromaticos. Uma visdo geral dessas propostas esta ilustrada na

Figura 3.1.

Figura 3.1 — Modificagdes propostas para obtencéo de analogos de Vil e VIII.
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Para avaliar a influéncia do grupo nitro retirador de elétrons na atividade
citotoxica seriam sintetizados analogos nao nitrados de alguns dos derivados

propostos.

3.1 Variacao do anel nitroaroméatico e do substituinte em Rs.

Foi proposta a sintese de compostos apresentando diferentes anéis
aromaticos, como o indol e a quinolina, além do analogo substituido em R3 por

outro grupo nitro.

A variacdo de anéis aromaticos € uma estratégia muito utilizada na quimica
farmacéutica para produzir uma maior diversidade de compostos ativos. Uma
vantagem de se substituir um anel aromatico por um heteroaromético é a
possibilidade de uma nova interacdo como, por exemplo, via ligacdo de
hidrogénio com o alvo molecular. Os heterociclos aroméaticos estdo presentes
em um grande numero de farmacos e frequentemente sdo responsaveis por
melhorias significantes na atividade e seletividade e por reducdo nos efeitos

colaterais.

Além disso, utilizacdo dos anéis heteroaromaticos, bem como do derivado
dinitrado, pode ser uma estratégia para modular o potencial de reducéo, ja que
representam grupos com maior poder retirador de elétrons, comparados aos

prototipos.

Os compostos planejados seriam sintetizados de acordo com as rotas de

sintese mostradas nas figuras 3.2 a 3.4.

Figura 3.2 — Rota de sintese para obtengdo dos derivados possuindo anel indélico.
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O anel inddlico seria sintetizado por reacdo de Fischer, utilizando-se a p-
nitrofenilhidrazina e 2-(hidroxietil)metilcetona. A mesilacdo da hidroxila,
utilizando-se cloreto de mesila, permitiria a obtencdo dos outros derivados
substituidos em R, por reacdes de substituicdo nucleofilica, utilizando-se

diversos nucleodfilos.

Figura 3.3 — Rota de sintese para obtenc&o dos derivados possuindo anel quinolinico.

NO, NO,
HO™ Y oH x X
CH NBS N N
3 OH Pz 2
NH2 . N (CGH5COO)§ N HN03 fum. P N _
PhNO,, H,SO, CH3 benzeno CH,Br N™  Diferentes N
CH,Br etapas
Ro
R, = diferentes grupos abandonadores

O anel quinolinico seria obtido por reacédo de Skraup, utilizando a 2-metilanilina
e o glicerol em presenca de nitrobenzeno, acido sulfdrico e aquecimento.
Reacdo de nitracdo utilizando &cido nitrico fumegante permitiria a obtengéo dos
derivados nitrados. As reagdes envolvendo o grupo R, estdo descritas no item
3.2.

Figura 3.4 — Rota de sintese para obtenc&o dos derivados dinitrados.

R 1 1 1
NBS .
Diferentes
H>S04 . HNOg (CgH5COO), etapas |
—_— B
02N N02 benzeno 02N N02 02N N02
CHs CHs CH,Br
Rz

R = acido carboxilico, éster

R, = diferentes grupos abandonadores

Para obtencdo dos derivados dinitrados, o acido p-toluico seria submetido a
reacdo com &acido nitrico e acido sulfurico (JAMES e YONGHUI, 2010). A
bromacédo e demais variagcdes no grupo R, seriam realizadas conforme descrito

no item a segquir.
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3.2 Variacao do grupo abandonador R,

A sintese de analogos apresentando diferentes substituintes na posi¢ao
benzilica é proposta para se avaliar o efeito do grupo abandonador tanto na

citotoxicidade para células normais quanto para as células tumorais.
O uso de grupos abandonadores menos reativos (flior, difldor) pode ser uma
estratégia para aumentar a seletividade de nitrocompostos aromaticos como

agentes biorredutiveis para células tumorais em hipoxia.

Os derivados modificados em R, seriam sintetizados de acordo com a rota de

sintese proposta na Figura 3.5

Figura 3.5 — Rota de sintese para obtenc&o dos derivados modificados em R,.

NBS

(CgH5COO0) Ar
ng 6Hs 2 A NaHCOj3 (aq) A( DAST K

3 benzeno 80°C -78°C

Br OH F Ar NHR, Ar KCN Ar
CH,0 DMF
NR CN

AT socl, A[ < NaBH, /’K DAST )A\r 2

-

cl OH metanol H F

R1 R1 i, NO2
O,N
Ar = 2 mCHS =
NO, O,N NO, N N7
v H A

v

Os produtos bromados seriam obtidos por reacdo de bromacado radicalar,
utilizando-se NBS (N-bromosuccinimida) e peréxido de benzoila (BARANY e
ALBERICIO, 1985). Os analogos clorados seriam obtidos por rea¢édo do alcool
benzilico correspondente com cloreto de tionila. Os derivados fluorados e
difluorados seriam sintetizados por reacdo do alcool benzilico ou aldeido
correspondente com o reagente DAST (dietilaminotrifluoreto de enxofre)
(MIDDLETON, 1975). Os anélogos amino seriam obtidos por reacdo de
Mannich que, apos reacdo com cianeto de potassio, forneceria o derivado

ciano correspondente.
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3.3 Variacao do substituinte R

Os derivados modificados em R; seriam sintetizados de acordo com as rotas

de sintese propostas nas Figuras 3.6 e 3.7.

Figura 3.6 — Rota de sintese para obtencgéo dos derivados contendo anel tetrazolico.

N=N

CN HN__N HN /N HN /N
NaN, (Ce 5000)2 HNO3fumeg
NH,4CI benzeno

CHj CH3 CH,Br CHzBr

E proposta a substituicdo bioisostérica do grupo carboxila pelo anel tetrazélico.
Esse anel seria sintetizado a partir do analogo ciano correspondente em

presenca de azida de sddio, cloreto de amdnio e aquecimento (MAXWELL et
al., 1984).

Figura 3.7 — Rota de sintese para obtenc&o das diferentes amidas.

0. O o O~ _NR,
COOH \;i/?
EDC, NHS o diferentes aminas
— '
NOZ N02 N02
CH,X CH,X X
As amidas seriam obtidas por ativacdo dos acidos carboxilicos
correspondentes com EDC (cloridrato de 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida) e NHS (N-hidroxisuccinimida), seguida do

acoplamento com a amina de interesse (isopropilamina, benzilamina).



48

.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese

4.1.1 Obtencao de 8-metilquinolina (1)

HO ™ "OH 4 3
OH

PhNO,

— % =

H,SO, 77 N
ac. boérico CH3
FeSO4.7H20 1

NH,
CH,

A metil-quinolina 1 foi obtida utilizando-se a sintese de Skraup (LU et al., 2010),
gue consiste na reacdo entre uma anilina e glicerol em condi¢bes acidas e
oxidantes (Figura 4.1). Em uma primeira etapa € formada a acroleina apés
duas desidratacdes da molécula de glicerol, catalisadas pelo meio &cido. O
glicerol atua como uma forma protegida da acroleina, que € tdxica e altamente
reativa e, dessa forma, é liberada lentamente no meio. Em seguida, adicdo de
Michael da o-toluidina a acroleina, seguida de ciclizagdo via reacao de
substituicdo eletrofilica aroméatica, fornece o alcool ciclico intermediario que é
desidratado e oxidado originando a quinolina 1. O nitrobenzeno é utilizado

como agente oxidante e solvente da reacéo.

Figura 4.1 — Mecanismo de formag&o da quinolina 1 por reacéo de Skraup.

H
+ R
HO/\/\OH Hs0 HO oH -H0 H‘o/\/\OH -H,0
OH +0H2 = \» %\/
acroleina

H +
/’\/—\/K(;\H
.o _— _—
NH, H
CH, CH,3 CH3
+
H
ey
-H,0 X PhNO, A
> > ~
CHs CHs CHs 1
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A reacao de Skraup € uma reacao exotérmica e pode se proceder com extrema
violéncia. Por esse motivo modificagbes foram propostas a fim de se controlar a
reacdo. Uma dessas modificacfes € a utilizacdo de agentes moderadores que
Sao responsaveis por prolongar o tempo de reacdo mantendo-a “sob controle”.
Exemplos de moderadores sdo o sulfato ferroso e o acido bérico. Acredita-se
que, na presenca de acido bérico, é formado o intermediério borato de glicerol
que se hidrolisa gradualmente liberando o glicerol (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1931).

OH H,O (l)H
! —_—
B HOT > oH o Bs
ah HO™ "OH
HO™ ™07 >y oH o
OH
borato de glicerol glicerol ac. borico

A metil-quinolina 1 foi obtida com 32% de rendimento apos purificacdo por
cromatografia em coluna de silica (CCS). No espectro de RMN de *H de 1
(Figura A.2, p. 158) observam-se os sinais referentes a seis hidrogénios
aromaticos e o sinal dos hidrogénios metilicos. No espectro de RMN de **C de
1 (Figura A.3, p. 159) é possivel observar os sinais atribuidos aos nove
carbonos aromaticos do anel quinolinico, além do sinal referente ao carbono

metilico em §18,04.

Um dos subprodutos isolados e caracterizados (Figura 4.2) apés purificacdo
por CCS foi a quinolina 2 (15% de rendimento), que pode ter sido formada pela
reacao do glicerol com a anilina, resultante da reducéo do nitrobenzeno em seu

papel oxidativo na ultima etapa.

HO™™>""OH
OH

©\ reducao ©\ PhNO, ©\/j
e — % =
NO, NH, H2S0s4 N7

ac. borico 2
FeSO4.7H20

No espectro de RMN de *H da quinolina 2 (subproduto), observam-se os sinais

referentes aos 7 hidrogénios aromaticos.
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Figura 4.2 — Espectro de RMN de *H da quinolina 2 (subproduto) (200 MHz, CDCls).
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4.1.2 Obtencéao de 8-(bromometil)quinolina (3)

4 8 3 4 8 3
5 X2 NBS 5 X2
67 SN AIBN 67 N7
CHj benzeno CH,Br
1 3

O derivado bromado 3 foi sintetizado por reacdo de bromacdo radicalar
utilizando-se NBS, azobisisobutironitrila (AIBN) e benzeno como solvente. Apos
recristalizacdo em éter de petréleo, obteve-se o produto com 48% de

rendimento.

No espectro de RMN de *H de 3 (Figura A.5, p. 160) observa-se em 55,26 o
sinal referente aos hidrogénios metilénicos com integral igual a 2 hidrogénios.
Além disso, foi possivel calcular as constantes de acoplamento (J) dos sinais

referentes aos hidrogénios H-1, H-2 e H-3 do anel heterociclico de 3. Assim
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como na piridina, as constantes de acoplamento entre H-1/H-2 e H-2/H-3 séo
bastante distintas (4,1 e 8,2 Hz, respectivamente). Além disso, foi possivel
observar o acoplamento & longa distancia (*J) entre H-1/H-3. Os valores
encontrados sdo semelhantes aos descritos na literatura para esse tipo de anel
(PAVIA, 2001) (Figura 4.3).

Figura 4.3 — valores de J (Hz) descritos na literatura comparados aos de 3.

valor
rré 3 literatura  encontrado
| N2 3;12=4957 4,1
3 N 4J1,3=1,6-2,0 1,6
32,3=7,2-8,5 8,2

No espectro de RMN de **C de 3 (Figura A.6, p. 160) observa-se o sinal
referente ao carbono ligado ao bromo em §29,55. No subespectro de DEPT

135 de 3, é possivel confirmar que se trata de um carbono metilénico.

4.1.3 Obtencao de 8-metil-5-nitroquinolina (4)

NO,
4 3 4 3
8 XN 8
° 2 HNO; S N2
6 ~1 fumeg. 6 1
N S9N
CHs CHj
1 4

A quinolina nitrada 4 foi obtida por reacdo de substituicdo eletrofilica aromética
utilizando-se acido nitrico fumegante (86% de rendimento). A posicdo de
entrada do grupo nitro (C-4) foi atribuida de acordo com dados descritos na
literatura (EVANS et al., 2005).

No espectro no infravermelho de 4 (Figura A.7, p. 161) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1509 e
1324 cm™). No espectro de RMN de *H de 4 (Figura A.8, p. 161) observam-se
os sinais referentes a cinco hidrogénios aromaticos. No espectro de RMN de

13C de 4 (Figura A.9, p. 162) observa-se o sinal referente ao carbono ligado ao
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grupo nitro, em deslocamento quimico compativel com o de um carbono ligado

a um substituinte retirador de elétrons (6146,12).
4.1.4 Obtencao de 8-bromometil-5-nitroquinolina (5)
Inicialmente a quinolina 5 foi sintetizada a partir do derivado bromado 3, por

reacdo de substituicdo eletrofilica aromatica, utilizando-se &cido nitrico

fumegante.

NO,
4 53 4 3
5 X2 5 8N 2
; _ HNO; ,
1 fumeg.
ST 9N _tumeg. _ Y 9N
CH,Br CH,Br
3 5

Entretanto o rendimento obtido nessa reacdo foi muito baixo (8%). Apos
elaboracdo da reacado, foi possivel observar por CCD a presenca de trés
compostos diferentes, constituidos por 2 produtos e material de partida

inalterado (Figura 4.4).

Figura 4.4 — Representagdo dos Compostos obtidos apds reagdo de 3 com acido

nitrico fumegante.

__________ NO,
® 2
°, X X X
~ ~
®c N N N
""" F---- CH,Br CH,Br CH,X
CCD a=5 b=3 c=?
Eluente: hexanos 8:2 acetato de etila
Revelador: iodo

Esses compostos foram separados por CCS e caracterizados por
espectroscopia no infravermelho e RMN de *H. A mancha “a” (5,0 mg, 8%) foi
atribuida ao produto desejado 5 e a mancha “b” (17,6 mg) ao material de
partida 3. J&4 a mancha “c” (9,7 mg) ndo pdde ser elucidada somente por IV e

RMN. Dessa forma esse subproduto foi submetido a espectroscopia de
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massas. ApoOs analise conjunta dos espectros, sugere-se que “c” pode se tratar

de um produto apresentando um grupo nitrato na posi¢ado benzilica (6).
O &cido nitrico fumegante contém ions NOj3 dissolvidos, que podem atuar como
nucleofilo e substituir o brometo na posicdo benzilica, justificando, assim, a

obtencao desse produto (Figura 4.5).

Figura 4.5 — Mecanismo proposto para a formag&o de 6.

N X
s ~
N — = N
N=0  __N.
o) O +°0

No espectro no infravermelho de 6 observam-se duas bandas de intensidade
forte, em 1625 e 1277 cm™, que foram atribuidas ao estiramento assimétrico e
simétrico do grupo nitrato (Figura 4.6).

Figura 4.6 — Espectro no infravermelho de 6.
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No espectro de RMN de 'H de 6, observam-se os sinais referentes a 6

hidrogénios aromaticos e o sinal referente aos hidrogénios benzilicos em 66,22
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(Figura 4.7). O valor do deslocamento quimico do sinal dos hidrogénios

benzilicos é compativel com a presenca de um grupo vizinho fortemente

retirador de elétrons.

Figura 4.7 — Espectro de RMN de 'H de 6 (200 MHz, CDCl5).
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No espectro de massas de 6 ndo € possivel observar o pico referente ao ion
molecular. Entretanto, acredita-se que o ion molecular seja instavel e se
rearranje perdendo NO; para formar o derivado hidroxilado (m/z = 160), que

aparece no espectro (Figuras 4.8 € 4.9).

Figura 4.8 — Espectro de massas ESI+ de 6.
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Figura 4.9 — Proposta de formag&o do produto hidroxilado detectado no espectro de

massas ESI+.

\ H+ \ ] \ H+
~ ~
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Na tentativa de se obter um melhor rendimento para a sintese de 5, tentou-se
outro procedimento de nitracdo, descrito por HOWITZ e NOTHER (1907),
utilizando acido nitrico e acido sulfarico. Entretanto, o rendimento obtido com

esse procedimento ainda foi muito baixo (11%).

NO,
4 o3 4) 5 3
5 X2 5 X2
HNO;
6 9N 1 6 9°N !
7 H2804 7
CH,Br CH,Br
3 5

Devido ao baixo rendimento obtido nas reacdes anteriores, foi proposta uma
nova rota de sintese, invertendo-se as etapas de reacdo. Na nova rota

proposta realizou-se a bromacao do derivado ja nitrado.

NO NO
4l 23 4 23
5 8\2 NBS 5 X2
6 Jq _AIBN _ ¢ 1
Y9N Y 9N
benzeno
CH3 CHzBr
4 5

Nessas condi¢cdes, o produto 5 foi obtido com 56% de rendimento, apés

purificacdo por cromatografia em coluna de silica.
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No espectro no infravermelho de 5 (Figura A.10, p. 162) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1511 e
1321 cm™). No espectro de RMN de 'H de 5 (Figura A.11, p. 163) observa-se
em 65,24 o sinal referente aos hidrogénios metilénicos com integral = 2H. No
espectro de RMN de *3C de 5 (Figura A.12, p. 163) observa-se o sinal

referente ao carbono ligado ao bromo (627,77).

4.1.5 Obtencéao de (5-nitroquinolin-8-il)metanol (7)

NO, NO,
4l 3 4l 3
5 X 2 Na2CO3 (aq) 5 X 2
6 Ji — &6 1
>Y 9N THF >Y 9N
CH,Br 60 °C CH,OH
5 7

O derivado hidroxilado 7 foi sintetizado por reacdo de substituicdo nucleofilica,
utilizando-se solucdo aquosa de carbonato de sédio e THF como solvente.
Apés purificagdo por CCS, obteve-se o produto com 46% de rendimento.

No espectro no infravermelho de 7 (Figura A.13, p. 164) observa-se banda em
3265 cm™ referente ao estiramento de O-H. No espectro de RMN de 'H de 7
(Figura A.14, p. 164) observa-se em 65,36 o sinal referente aos hidrogénios
metilénicos (CH.OH). No espectro de RMN de *3C de 7 (Figura A.15, p. 165)

observa-se o sinal referente ao carbono ligado a hidroxila (661,63).

Durante a reacdo observou-se que a mistura reacional era composta de duas
diferentes fases: fase aquosa e fase organica. Na tentativa de se otimizar o
rendimento (46%), repetiu-se a reacdo utilizando acetona como solvente para
que ndo houvesse separacdo de fases e, possivelmente, aumentar o

rendimento.

Entretanto, utilizando essa condicdo de reacdo, apos elaboracéo e purificacdo
por CCS, observou-se, com auxilio dos espectros de RMN e no IV, que néo se

tratava do produto desejado 7. Nos espectros de RMN foi possivel observar a
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presenca de outros sinais, além dos sinais esperados para 0 composto 7.
Como todos os sinais apresentavam integral de valor proporcional, pensou-se
inicialmente se tratar de um Unico composto descartando a possibilidade de um

contaminante.

Entretanto, apds analise mais detalhada dos espectros, foi proposto que
poderia se tratar de uma mistura ~ 1:1 do composto 7 e um subproduto 8. Esse
subproduto seria resultante de uma reacdo envolvendo a acetona utilizada
como solvente da reacdo. Como esse subproduto possui o mesmo Rf que 7, foi
isolada, entdo, a mistura desses dois compostos (Figuras 4.10 a 4.12). A
atribuicdo dos sinais foi totalmente compativel com a presenca desses dois

produtos.

Figura 4.10 — Espectro de RMN de 'H da mistura de 7 e subproduto 8 (200 MHz, CDCls).
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Figura 4.11 — Espectro de RMN de **C da mistura de 7 e subproduto 8 (50 MHz, CDCls).
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Figura 4.12 — Subespectro de DEPT 135 da mistura de 7 e subproduto 8 (50 MHz,

CDCly).
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A fim de se confirmar o que foi proposto, a mistura foi submetida a LC-MS. No
cromatograma (Figura 4.13) é possivel observar a presenca de 2 picos

majoritarios, confirmando a proposta que se trata de uma mistura de produtos.

Figura 4.13 — Cromatograma da mistura de 7 e subproduto 8.
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No espectro de massas ESI+ do composto referente ao pico 1 (Figura 4.14), é
possivel observar um pico em m/z = 187, referente a uma desidratacdo do ion
molecular do composto 7 (M + H" — H,0). O pico referente ao ion molecular

também é detectado (m/z = 205), porém com uma intensidade muito menor.

Figura 4.14 — Espectro de massas ESI+ referente ao pico 1 do cromatograma.
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No espectro de massas ESI+ do composto referente ao pico 2 (Figura 4.15),
possivel observar um pico em m/z = 243, referente a uma desidratacdo do ion
molecular do subproduto 8 (M + H" — H,0). O pico referente ao ion molecular

também é detectado (m/z = 261), porém em uma intensidade muito menor.
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Figura 4.15 — Espectro de massas ESI+ referente ao pico 2 do cromatograma.
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Duas propostas de mecanismo para formacdo do subproduto 8 foram
representadas na Figura 4.16. Na proposta 1, o enolato da acetona seria
alquilado por reacdo com uma molécula do material de partida 5 e, em seguida,
ocorreria uma oxidacdo na posicao benzilica para formacdo do composto 8. O
produto da oxidacdo de um carbono benzilico ja foi previamente descrito em
trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2004).
Acredita-se que essa oxidagcdo seja favorecida pela presenca do oxigénio
molecular. Na segunda proposta, o subproduto 8 seria obtido apés oxidacao
do alcool 7 a um aldeido, seguida de uma adicdo alddlica envolvendo esse
composto e o enolato formado a partir da acetona. Ambas as propostas
dependem de uma etapa de oxidacdo para ocorrerem, sendo necessario,
assim, repetir a reacdo na auséncia de oxigénio (atmosfera inerte e meio de

reacao desaerado) para confirmacéo dessa hipotese.
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Figura 4.16 — Propostas de mecanismo para formag&o do subproduto 8.

Proposta 1

Proposta 2

[:[ ] OH [\I ] _or
\;\53 \*OHHozi

4.1.6 Obtencéo do 5-(4-toluil)-1H-tetrazol (9)

N=N
HN N
CN 2
1
NaN3 2
—_—
NH,CI 3
4
CHs; CH;
9

O tetrazol 9 foi obtido por reacdo da p-tolunitrila com azida de sddio em
presenca de cloreto de aménio (MAXWELL et al., 1984). O produto foi obtido
com 85% de rendimento.

No espectro de RMN de 'H de 9 (Figura A.17, p. 166) observam-se os sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos e um sinal em & 2,36, referente aos
hidrogénios do grupo metila. No espectro de RMN de *C de 9 (Figura A.18, p.
166) observa-se, além dos sinais dos carbonos do anel benzénico, o sinal

referente ao carbono do anel tetrazélico em § 155,12.
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4.1.7 Obtencao do 5-(4-(bromometil)fenil)-1H-tetrazol (10)

No No
HN_ N HN_ _N
1 1
2 2
—
3 3
4 4
CH3 CHzBr
9 10

O derivado bromado 10 foi obtido por reacdo de bromacao benzilica radicalar,
utilizando-se NBS. Para obtencéo de 10 foram testadas diversas condi¢cdes de
reacao, variando-se solventes, proporgdes e reagentes, buscando-se a melhor

condicao para obtencédo do produto bromado (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Condigbées de reacéo para preparo de 10.

Condicdo NBS (equiv.) Iniciador radicalar / equiv. Solvente Tempo
1 1,1 peréxido de benzoila / 0,02 benzeno 7h
2 11 peroxido de benzoila / 0,02 benzeno 18 h
3 11 peréxido de benzoila / 0,02 THF 18 h
4 11 peroxido de benzoila / 0,02 CCl, 18 h
5 1,1 AIBN /0,1 benzeno 18 h
6 11 AIBN /0,1 benzeno 48 h
7 11 AIBN /0,1 benzeno anidro 48 h
8 2,0 AIBN /0,1 benzeno 18 h
9 2,0 AIBN /0,1 benzeno 24 h
10 2,5 AIBN /0,1 benzeno 48 h

Inicialmente foi empregada a condicdo 1, descrita na tabela 4.1, para o preparo
do composto 10. A reacdo ndo pbéde ser acompanhada por CCD, j4 que o
material de partida e o produto possuem o mesmo fator de retencdo (Rf).
Dessa forma, ap6s elaboracdo, a andlise do espectro de RMN de *H

evidenciou que ndo houve consumo total do material de partida.

Como é dificil separar o material de partida do produto, uma vez que os dois
possuem o0 mesmo Rf, empregaram-se outras condicbes na tentativa de se

otimizar a reagao para que houvesse consumo total do material de partida. Na
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22 condicdo testada, aumentou-se o tempo de reacdo mantendo-se 0s

reagentes e proporc¢des, entretanto ndo houve diferenca significativa.

Nas condi¢cdes 3 e 4 substituiu-se o benzeno por THF e CCly, respectivamente.

Nessas condi¢cBes ndo houve consumo do material de partida.

Substituindo-se o perdxido de benzoila por AIBN (condicdo 5) também néo
houve consumo total do material de partida, nem mesmo apos 48 horas de

reacao (condicéo 6).

A utilizac@o de benzeno anidro como solvente (condi¢éo 7) foi desfavoravel em
relacdo ao benzeno ndo-tratado, uma vez que nessa condicdo quase nao
houve formacdo do produto bromado. Nas condicGes 8 e 9, aumentando-se a
proporcdo de NBS, observou-se uma melhora significativa quando a reagéo
permaneceu por 24 horas, porém ndo houve consumo total do material de

partida.

Na condicdo 10, aumentando-se ainda mais a propor¢do de NBS (2,5
equivalentes) e o tempo de reacdo de 48 horas notou-se o consumo total do

tetrazol 9. O produto bromado 10 foi obtido com 27% de rendimento.

No espectro de RMN de 'H de 10 (Figura A.20, p. 167) observa-se o sinal
referente aos hidrogénios metilénicos (64,78), com integral igual a 2

hidrogénios.

4.1.8 Tentativa de sintese do 5-(3-nitro-4-(bromometil)fenil)-1H-tetrazol

= =N
HN_ _N HN. _N
1 HNO,4
2 fumeg.
3
2 NO;
CHzBr CHzBr
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Para obtencdo do composto tetrazolico nitrado, tentou-se a reacédo de 10 com
acido nitrico fumegante. Inicialmente, a reacéo foi mantida por 30 minutos, em
banho de gelo. Ap6s elaboracdo e andlise por RMN de *H, observou-se que
nao ocorreu a nitracdo, recuperando-se assim o material de partida. Em uma
segunda tentativa, a reacdo foi mantida por 2 horas. A nitracdo também né&o
ocorreu, entretanto, observou-se que o material isolado ndo se tratava do
material de partida. Acredita-se, com base na analise de seus espectros, que
tenha se formado o produto nitrato (11), de forma semelhante a descrita no
item 4.1.4,

/N:N N=N
HN_ N HN. _N
1 HNO,
2 fumeg.
—_—
3 2h
4
CHzBr CH20N02
10 11

Em uma terceira tentativa, deixou-se a rea¢ao de nitracéo por 18 horas a fim de
se obter o produto apresentando o nitrato na posicao benzilica, porém, também
apresentando o grupo nitro no anel benzénico. Novamente a reacdo de
nitracdo do anel ndo ocorreu e foi isolado somente o nitrato 11. Esse produto
foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho e RMN (Figuras 4.17 a
4.19).

No espectro no infravermelho de 11 sédo observadas as bandas referentes ao

estiramento assimétrico e simétrico do grupo nitrato (1633 e 1275 cm™).
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Figura 4.17 — Espectro no infravermelho de 11.
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No espectro de RMN de 'H de 11 observam-se os sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos com multiplicidade caracteristica de anel p-
dissubstituido. Essa multiplicidade confirma que ndo ocorreu a reacdo de
nitracdo do anel. Além disso, observa-se o sinal referente aos hidrogénios

benzilicos em 65,70.

Figura 4.18 — Espectro de RMN de ‘H de 11 (200 MHz, acetona-ds).
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No subespectro de DEPT 135 de 11 observa-se sinal em 675,10, referente ao

carbono benzilico. Esse deslocamento € compativel com o de um carbono

ligado ao oxigénio.

Figura 4.19 — Subespectro de DEPT 135 de 11 (50 MHz, acetona-de).
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4.1.9 Obtencdo do acido 4-metil-3,5-dinitrobenzéico (12)

O produto dinitrado 12 foi obtido por reacdo de substituicdo -eletrofilica
aromatica, utilizando &cido nitrico e acido sulfarico (JAMES e YONGHUI, 2010)

COOH

CHj

com 98% de rendimento.

No espectro no infravermelho de 12 (Figura A.21, p. 168) sdo observadas as

H,SO,
HNO,

COOH

4 3 N02

CHs
12

bandas referentes ao estiramento assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1531 e

1343 cm™). No espectro de RMN de *H de 12 (Figura A.22, p. 168) observa-se

um unico sinal na regido de hidrogénios aromaticos (6 8,66), com integral igual
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a 2 hidrogénios, confirmando o padréo de substituicdo do anel com a presenca
de dois grupos nitro. No espectro de RMN de *3C de 12 (Figura A.23, p. 169)

observa-se o sinal referente ao carbono ligado ao grupo nitro (6152,55).

4.1.10 Obtencéo do acido 4-(bromometil)-3,5-dinitrobenzdico (13)

COOH COOH
! NBS
2 AIBN
_—
O,N™ 37 3'NO, benzeno  O,N NO,
CH, CH,Br
12 13

Para obtencdo do produto bromado 13, inicialmente, tentou-se a mesma
técnica de bromacdo radicalar descrita para obtencdo de 10. Entretanto,
anélise do espectro de RMN de 'H evidenciou que ainda restava grande
quantidade do material de partida. Como ¢ dificil separar o material de partida
do produto, uma vez que os dois possuem o mesmo Rf, tentou-se uma nova

rota sintética para obtencao de (13).

COOH COOH COOH
H2S04 HBr
[E— _ =
HNO,
OoN NO, O,N NO,
CH,OH CH,OH CH,Br
13

A nova rota proposta ndo pode ser realizada, ja que, na primeira etapa, nao foi
obtido o produto desejado e sim um produto mononitrado, apresentando um
grupo nitrato na posicao benzilica (14), formado de forma semelhante a
descrita no item 4.1.4. Esse subproduto foi caracterizado por espectroscopia no
infravermelho e RMN (Figuras 4.20 a 4.22).
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Figura 4.20 — Espectro no infravermelho do produto nitrato 14.
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No espectro no infravermelho de 14 sédo observadas as bandas referentes ao
estiramento assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1536 e 1338 cm™) e ao

estiramento assimétrico e simétrico do grupo nitrato (1641 e 1280 cm™).

Figura 4.21 — Espectro de RMN de 'H do produto nitrato 14 (200 MHz, acetona-dg).
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No espectro de RMN de 'H de 14 observam-se os sinais referentes aos 3
hidrogénios aromaticos, ao hidrogénio acido do grupo carboxila e aos

hidrogénios benzilicos em 66,09.
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Figura 4.22 — Espectro de RMN de **C do produto nitrato 14 (50 MHz, acetona-ds).
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No espectro de RMN de *C de 14 observa-se sinal em 571,46, referente ao

7

carbono benzilico. Esse deslocamento é compativel com o de um carbono

ligado a oxigénio.
Dessa forma, como nédo foi obtido o produto desejado, a mistura obtida na
reacdo de bromacado radicalar da primeira rota proposta foi utilizada, sem

purificacdo, na proxima etapa.

4.1.11 Obtencéao do acido 4-(hidroximetil)-3,5-dinitrobenzdico (15)

COOH COOH COOH COOH
Na2C03 (aq
NO, OyN 3 N02 O, O9N 3 N02
CHZBr CH2OH
\ /
'
mistura

O derivado alcool 15 foi sintetizado por reacdo de substituicdo nucleofilica,
utilizando-se carbonato de sodio. Como foi utilizada uma mistura dos derivados
13 e 12 na reacao, foram obtidos como produtos o composto 15, por

substituicdo do brometo pela hidroxila, e o derivado 12 que néo sofreu reacao.



70

Como os produtos sdo acidos carboxilicos e, sabendo-se que a purificacdo de
acidos por CCS é dificultada pelo seu perfil cromatogréafico, realizou-se na
etapa seguinte a esterificacdo desses acidos para facilitar a purificacéo.

4.1.12 Obtencéao de 4-(hidroximetil)-3,5-dinitrobenzoato de metila (16) e de
4-metil-3,5-dinitrobenzoato de metila (17)

COOH COOH
1
2
* CH;l
—_—
O,N NO, O,N” 37 3'NO, KOH
CH,OH CH;
15 12
N J
Y
mistura

O derivado éster-alcool 16 foi obtido por reacdo com iodeto de metila em
presenca de KOH (ANDRADE et al., 2014). ApGs purificacdo por CCS, o
produto 16 foi obtido com 16% de rendimento a partir do derivado 12
(rendimento global - 3 etapas). O composto 17 também foi isolado com 23% de

rendimento.

No espectro no infravermelho de 16 (Figura A.24, p. 169) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento de O-H (3481 cm™) e & carbonila de éster
(1715 cm™). No espectro de RMN de 'H de 16 (Figura A.25, p. 170) observa-
se sinal em 65,05, referente aos hidrogénios benzilicos e um sinal em 64,00,
referente aos hidrogénios metilicos. No espectro de RMN de *3C de 16 (Figura
A.26, p. 170) observa-se sinal referente ao carbono da carbonila do éster

(0163,81) e um sinal referente ao carbono ligado a hidroxila (657,73).

No espectro no infravermelho de 17 (Figura A.27, p. 171) é observada a banda
referente & carbonila de éster (1723 cm™). No espectro de RMN de *H de 17
(Figura A.28, p. 171) observa-se sinal em 62,64, referente aos hidrogénios
benzilicos com integral igual a 3 hidrogénios e um sinal em 64,02, referente ao
grupo OCHs. No espectro de RMN de '3C de 17 (Figura A.29, p. 172)
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observam-se os sinais referentes ao carbono da carbonila do éster (6163,00),
ao carbono benzilico (615,21) e ao grupo OCH3(653,28).

4.1.13 Obtencéao de 4-(clorometil)-3,5-dinitrobenzoato de metila (18)

O produto clorado 18 foi obtido por reacéo do alcool 16 com cloreto de tionila a
temperatura de 90 °C. Apds purificacdo por CCS, 18 foi obtido com 44% de

rendimento.

No espectro no infravermelho de 18 (Figura A.30, p. 172) ndo € observada a
banda referente ao estiramento de O-H. No espectro de RMN de 'H de 18
(Figura A.31, p. 173) observa-se sinal em 65,07, referente aos hidrogénios
benzilicos. No espectro de RMN de **C de 18 (Figura A.32, p. 173) observa-se

o sinal referente ao carbono ligado ao cloro (634,76).

4.1.14 Obtencéo de 4-(hidroximetil)-3-nitrobenzoato de metila (19)

COOH

O derivado éster-alcool 19 foi obtido por reacdo com iodeto de metila em
presenca de KOH (ANDRADE et al., 2014). A esterificacdo do derivado
carboxilado se tornou necessaria para a realizacdo da proxima etapa de
sintese, que consiste na introdugdo do atomo de flior na posi¢cdo benzilica,

utilizando DAST. Quando a reagéo € realizada com um composto que contenha
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um grupo acido carboxilico livre, é obtido o fluoreto de acila correspondente, o
que inviabiliza a reagdo. Apoés purificacdo por CCS, o produto 19 foi obtido com

73% de rendimento.

No espectro no infravermelho de 19 (Figura A.33, p. 174) é observada a banda
referente & carbonila de éster (1720 cm™). No espectro de RMN de *H de 19
(Figura A.34, p. 174) observa-se sinal em 63,97, referente ao grupo OCHs. No
espectro de RMN de *3C de 19 (Figura A.35, p. 175) observam-se, dentre
outros, os sinais referentes ao carbono da carbonila do éster (6164,91), ao
carbono benzilico (661,98) e ao grupo OCH3(652,72).

4.1.15 Obtencéao de 4-(fluorometil)-3-nitrobenzoato de metila (20)

0._0. O-__0.

CHs CHs
1 1
6 2 DAST 6 2
5 5
3C 3 NO, CH2°C|2 37 3 NO,
CH,0H  78°C CH,F
19 20

O derivado fluorado 20 foi sintetizado por reacdo de fluoracdo nucleofilica
utilizando-se o DAST (MIDDLETON, 1975). ApGs purificacdo por CCS, o

produto 20 foi obtido com 30% de rendimento.

Uma proposta de mecanismo para reacdo do alcool 19 com o DAST esta
ilustrada na Figura 4.23 (SINGH e SHREEVE, 2002).

Figura 4.23 — Proposta de mecanismo para reagéo de fluoragdo com DAST.
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Em uma primeira etapa ocorre o ataque nucleofilico do oxigénio do alcool ao
atomo de enxofre do DAST, com a consequente liberacdo de fluoreto de
hidrogénio. Em seguida, liberacdo de fluoreto assistida pelo par de elétrons do
nitrogénio aminico resulta na formacao do intermediario B. Ataque nucleofilico
do fluoreto liberado ao carbono benzilico desse intermediario, leva a formacao

do produto fluorado desejado.

No espectro no infravermelho de 20 (Figura A.36, p. 175) é observada a banda
referente ao estiramento da ligagdo C-F (1010 cm™). No espectro de RMN de
'H de 20 (Figura A.37, p. 176) observa-se sinal em 55,97, referente a CH.F. A
multiplicidade do sinal (dupleto) é uma evidéncia da obtencdo do produto
fluorado, pois é resultante do acoplamento entre os hidrogénios e o atomo de
flior. O valor da constante de acoplamento encontrada (47,6 Hz) esta de

acordo com o esperado para acoplamentos 2J H,F (44-81 Hz; PAVIA, 2001).

No espectro de RMN de *3C de 20 (Figura A.38, p. 176) observa-se o sinal
referente ao carbono benzilico (682,02). Esse sinal apresenta-se como um
dupleto devido ao acoplamento do carbono com o atomo de fldor. O valor da
constante de acoplamento encontrada (170,0 Hz) esta de acordo com o
esperado para acoplamentos *J C,F (165-370 Hz; PAVIA, 2001).

4.1.16 Obtencéao do acido 4-(fluorometil)-3-nitrobenzdico (21)

o\

CHs COOH
1

6 NaOH (aq) © 2
5 5
3°NOo, THF 37 3°NO,
CH,F CH,F
20 21

O acido 21 foi obtido por reacdo de hidrélise, em meio bésico, do éster 20. O

produto foi obtido com 80% de rendimento.
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No espectro no infravermelho de 21 (Figura A.39, p. 177) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento de O-H (3300-2200 cm™) e C-O de carbonila
de &cido carboxilico (1687 cm™).

4.1.17 Obtencéo do acido 4-(hidroximetil)benzdico (22)

COOH COOH
Na2003 aq)
80 °C
CH,Br CHZOH

O derivado alcool 22 foi sintetizado por reacdo de substituicdo nucleofilica,
utilizando-se carbonato de sédio. O produto foi obtido com 68% de rendimento.

No espectro de RMN de *H de 22 (Figura A.43, p. 179) observa-se em 64,67 0
sinal referente aos hidrogénios benzilicos (CH,OH). No espectro de RMN de
13C de 22 (Figura A.44, p. 179) observa-se o sinal referente ao carbono ligado
a hidroxila (6 64,58).

4.1.18 Obtencéo de 4-(hidroximetil)benzoato de metila (23)

COOH o5 cH,
1 1
2 CHyl 2
3
KOH
4 4
CH,OH CH,OH
22 23

O derivado éster-alcool 23 foi obtido por reacdo com iodeto de metila em
presenca de KOH (ANDRADE et al.,, 2014). Apo6s purificacdo por CCS, o

produto foi obtido com 76% de rendimento.

No espectro no infravermelho de 23 (Figura A.45, p. 180) é observada a banda

referente & carbonila de éster (1719 cm™). No espectro de RMN de 'H de 23
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(Figura A.46, p. 180) observa-se sinal em 63,89, referente ao grupo OCHs. No
espectro de RMN de *C de 23 (Figura A.47, p. 181) observam-se os sinais
referentes ao carbono da carbonila do éster (6167,02), ao carbono benzilico

(064,47) e ao grupo OCH3 (052,06).

4.1.19 Tentativa de sintese de 4-(fluorometil)benzoato de metila

0._ 0.

CHs
0. _O.
CHs,
1
2 DAST CHyF
CHoH 78°C . O
23 2
4
o)
O 24
O.
CHj

O élcool 23 foi submetido a reacdo com o reagente DAST, na tentativa de se
obter um produto de fluoracdo nucleofilica. Entretanto, apds andlise dos
espectros de RMN, observou-se que ndo houve a formagcdo de um produto
fluorado. ApGs analise conjunta dos espectros (no IV e de RMN) chegou-se a
conclusao que poderia se tratar do dimero 24. Esse composto foi obtido com

36% de rendimento, apés purificacéo por CCS.

No espectro no infravermelho de 24 (Figura A.48, p. 181), observa-se a banda
referente ao estiramento da carbonila de éster. Ndo se observa banda de O-H,

o gque indica que nao se trata do material de partida.

No espectro de RMN de *H de 24 (Figura A.49, p. 182), observa-se que o sinal

referente aos hidrogénios benzilicos apresenta-se como um simpleto, em
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04,63, 0 que nao condiz com um produto fluorado. Esse deslocamento quimico
e multiplicidade sdo compativeis com o dimero proposto. Além disso, as
integrais de cada sinal sdo compativeis com a formacdo de um produto

simétrico.

No espectro de RMN de **C de 24 (Figura A.50, p. 182) é possivel observar o
sinal referente ao carbono benzilico em 671,80. Esse deslocamento é
compativel com o de um carbono ligado a oxigénio, confirmando a proposta de

formacao do dimero.

Uma proposta de mecanismo para a formacao do dimero 24 esta ilustrada na
Figura 4.24.

Figura 4.24 — Mecanismo proposto para formag&o de 24.
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Assim como descrito anteriormente (Figura 4.23), inicialmente ocorre o ataque
nucleofilico do oxigénio do alcool ao atomo de enxofre do DAST e formacgéao do
intermediario B. Entretanto, para que haja a formacdo de 24, o ataque
nucleofilico ao carbono benzilico deve ser feito por outra molécula do material
de partida 23.

Como descrito anteriormente (item 4.1.15), em reacdo semelhante para
formacdo do composto 20, o ataque nucleofilico é realizado por um ion fluoreto
e ndo por uma molécula do material de partida. Acredita-se que, no caso desse

composto, 0 grupo nitro volumoso exerceria um impedimento estérico,
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dificultando o ataque de outra molécula do material de partida. Como o fluoreto
€ pouco volumoso, ele seria capaz de realizar a substituicdo, permitindo a

formacao do produto fluorado.

A fim de se confirmar, de forma inequivoca, a proposta formulada, o produto 24
foi submetido a espectroscopia de massas. No espectro de massas de 24
(Figura 4.25) néo é possivel observar o pico referente ao ion molecular (m/z =
314). Entretanto, acredita-se que o ion molecular seja instavel e se rearranja

para formar o sistema superconjugado (m/z = 295) proposto na Figura 4.26.

Figura 4.25 — Espectro de massas ESI+ de 24.
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Figura 4.26 — Proposta de formag&o do derivado conjugado detectado no espectro de

massas de 24.

OCHs
© -H,0
HsCO OCH; | ——» | HsCO O N\ 0
o) 0 o

MM = 314 MM = 296

H3;COOC Q = O COOCH

m/z = 295

4.1.20 Obtencéo de 4-(difluorometil)benzoato de metila (25)

O+ O. OO~
CHj CH;
1
2

DAST
e 3

4

07 H F7OF
25

O derivado difluorado 25 foi sintetizado por reacao de fluoracao nucleofilica do
4-formilbenzoato de metila, comercialmente disponivel, utilizando-se o DAST
(BAKER e PHILLIPS, 2011). Apds purificacdo por CCS, o produto 25 foi obtido

com 69% de rendimento.

O mecanismo de reagdo do DAST com aldeidos e cetonas inicia-se com uma
adicdo de HF a carbonila. O acido fluoridrico presente no meio é oriundo da
decomposicdo do reagente DAST em presenca de tracos de agua. Em seguida
o a-fldor alcool formado reage com o DAST, de forma semelhante ao descrito
para os alcoois (Figura 4.27). Dessa forma, ao final da reacdo, € obtido o
produto difluorado (SINGH e SHREEVE, 2002).
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Figura 4.27 — Mecanismo proposto para a formag&o de 25.
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No espectro no infravermelho de 25 (Figura A.51, p. 183) é observada a banda

referente ao estiramento da ligacdo C-F (1011 cm™).

No espectro de RMN de 'H de 25 (Figura A.52, p. 183), observa-se sinal em
06,69, referente a CHF,. A multiplicidade do sinal (tripleto) € uma evidéncia da
obtencdo do produto difluorado, pois é resultante do acoplamento entre o
hidrogénio e os &atomos de flior. O valor da constante de acoplamento
encontrada (56,0 Hz) esta de acordo com o esperado para acoplamentos 2J
H,F (44-81 Hz; PAVIA, 2001).

No espectro de RMN de *3C de 25 (Figura A.53, p. 184) observa-se o sinal
referente ao carbono benzilico (6113,98). Esse sinal apresenta-se como um
tripleto devido ao acoplamento do carbono com os atomos de fltor. O valor da
constante de acoplamento encontrada (238,4 Hz) esta de acordo com o
esperado para acoplamentos *J C,F (165-370 Hz; PAVIA, 2001).

4.1.21 Obtencéo do acido 4-(difluorometil)benzdico (26)

O~__0O.
CHs COOH
1 1
2 2
NaOH (aq)
3 —M »
4 THF 2
F™OF F™OF

25 26
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O acido 26 foi obtido por reacao de hidrélise, em meio basico, do éster 25. O

produto foi obtido com 94% de rendimento.
No espectro no infravermelho de 26 (Figura A.54, p. 184) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento de O-H (3300-2200 cm™) e & carbonila de

acido carboxilico (1682 cm™).

4.1.22 Obtencéao do acido 4-(difluorometil)-3-nitrobenzaoico (27)

COOH COOH
1 1
2 HNO3z 4 2
3 fumeg.
f 2h > 7 3°NOy
F7OF FOF
26 27

O derivado nitrado 27 foi obtido por reacdo de nitracdo, utilizando-se &cido
nitrico fumegante. Apos purificacdo por CCD em escala preparativa, o produto

foi obtido com 25% de rendimento.

Inicialmente, a reacdo foi mantida por 30 minutos e, ap6s elaboracdo e
caracterizacdo, observou-se que nao houve consumo total do material de
partida. Dessa forma, em uma nova tentativa, a reacdo foi mantida por um
periodo de 2 horas. ApGs elaboracéo e caracterizagdo, observou-se 0 consumo
de todo o material de partida, porém com formacéao de dois produtos diferentes,
de Rf muito préximos. Apos andlise dos espectros de RMN da mistura de
produtos, esses compostos foram caracterizados como sendo o produto

desejado 27 e o produto dinitrado 28.

COOH COOCH COOCH
1
» HNO; 4 ., ON
3 fumeg. +
2 2h 5 a7 3 NO, NO,
F7OF F F7OF
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A mistura de produtos foi submetida a purificacdo por CCD em escala
preparativa. O produto desejado 27 foi isolado e caracterizado por seus
espectros no IV e de RMN. O produto 28 nao foi isolado em quantidade

suficiente para caracterizacao.

Como se trata de uma reacdo de substituicdo eletrofilica aromatica, os
substituintes ja existentes no anel aromatico influenciam a posi¢cdo de entrada
do grupo nitro na reacdo. Como esses substituintes sdo grupos retiradores de
elétrons (-COOH e -CHF,), as posi¢cdes mais favoraveis para a nitracao seriam
as posicdes que se encontram meta a esses grupos. Dessa forma poderiamos
esperar produtos de nitracdo na posicdo 2 ou 3 (Figura 4.28). A fim de
confirmar a posicdo de entrada do grupo nitro em C-3, e ndo em C-2, foi

realizado também o experimento de HMBC do composto 27.

Figura 4.28 — Posigdes esperadas para entrada do grupo nitro e seus respectivos

produtos.
produto de nitragao produto de nitragao
na posigao 2 na posigao 3

COOH posicdo meta a -CHF,
R COOCH COCH

2 ! _NO, 1
3 6 2 6 2
4 \ 5 3 5 3
- E posicéo meta a -COOH 4 2 NO,
F~F F™°F

No espectro no infravermelho de 27 (Figura A.57, p. 186) sdo observadas as

bandas referentes ao estiramento assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1542 e
1292 cm™).

No espectro de RMN de 'H de 27 (Figura A.58, p. 186) observam-se 0s sinais
referentes aos trés hidrogénios aromaticos e o sinal referente ao hidrogénio
benzilico. A multiplicidade dos sinais é condizente com o padrdo de
substituicdo proposto. O sinal referente ao hidrogénio benzilico se apresenta

como um tripleto devido ao acoplamento com o atomo de fltor (J = 54,0 Hz).

No espectro de RMN de **C de 27 (Figura A.59, p. 187) observam-se 0s sinais

referentes aos carbonos aromaéaticos, a carbonila e ao carbono benzilico. Os
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sinais referentes a C-5 e ao carbono benzilico se apresentam como um tripleto
devido ao acoplamento com o &omo de flior J = 84 e 2374
respectivamente). O sinal referente a C-3 (o 148,55) ndo aparece no espectro
de 3C e foi determinado por deteccdo indireta, utilizando-se o mapa de

contornos HMBC e as correlacées 2J entre H-2/C-3 e 3J entre H-5/C-3.

No mapa de contornos HMBC de 27 (Figura A.60, p. 187) € possivel observar
a correlacdo %) entre H-2 (simpleto)/C=0, uma evidéncia da formacéo do
produto com o grupo nitro na posicao desejada. Além disso, a presenca da
correlacéo °J entre H-5/C-3 (carbono com deslocamento caracteristico de C-

NO,) corrobora com este fato.

4.1.23 Obtencéo de 4-(clorometil)-3-nitro-N-isopropilbenzamida (30)

oyl oy
6
5
NH2 02N A

CH,Br CH,CI CH,CI
29 30

A amida 30 foi sintetizada a partir do acido 4-bromometil-3-nitrobenzdico via

intermediario éster ativado 29.

O éster ativado foi obtido por rea¢do do acido com EDC e NHS e utilizado na
etapa seguinte sem purificacdo prévia. Durante a formacdo de 29 ocorre
substituicdo do brometo por ions cloreto presentes no meio de reacéo,
originados do reagente EDC, utlizado na forma de cloridrato. O tempo
necessario para substituicdo completa do brometo pelo cloreto foi estabelecido
previamente (LOPES et al., 2011).

Na etapa seguinte, acoplamento da isopropilamina com 29, obteve-se a amida
30 com 38% de rendimento apos purificagao por CCS.
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No espectro no infravermelho de 30 (Figura A.61, p. 188) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento de N-H (3297 cm™) e & carbonila de amida
(1636 cm™). No espectro de RMN de *H de 30 (Figura A.62, p. 188) observam-
se os sinais referentes aos hidrogénios do grupo isopropila em 64,28 (CH) e
51,28 (CHs). No espectro de RMN de *3C de 30 (Figura A.63, p. 189) observa-
se o sinal referente ao carbono da carbonila da amida (6163,71). O
deslocamento quimico do sinal referente ao carbono benzilico (642,31)

confirma a substituicdo do atomo de bromo pelo atomo de cloro.

4.1.24 Obtencéo de N-benzil-4-(clorometil)-3-nitrobenzamida (31)

10
4 9

COOH )i/> O
1 8
2 6
02N NG °
CH,Br CH20I CH,CI
NH2 31

A amida 31 foi sintetizada de forma semelhante a descrita para a amida 30,
utilizando-se a benzilamina na etapa de acoplamento. Obteve-se 31 com 38%

de rendimento apds purificacédo por CCS.

No espectro no infravermelho de 31 (Figura A.64, p. 189) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento de N-H (3300 cm™) e & carbonila de amida
(1640 cm™). No espectro de RMN de *H de 31 (Figura A.65, p. 190) observam-
se os sinais referentes aos hidrogénios da cadeia benzilamida em 67,40-7,24
(H-8, 9 e 10) e 54,63 (CH2N). No espectro de RMN de *3C de 31 (Figura A.66,
p. 190) observa-se o sinal referente ao carbono da carbonila da amida
(5164,77).
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4.1.25 Tentativa de sintese de (2-metil-5-nitroindol-3-il)metanol

OH
4>
CH3COOH

EtOH }\/\OH

32

Iz /;>\
(@]
T
w

Inicialmente, tentou-se sintetizar o indol em uma Unica etapa, misturando-se a
hidrazina e a cetona, em acido aceético, sob refluxo. (ABOU-GHARBIA et al.,
1988).
o)
NO,
)J\/\OH OoN

CH;COOH
HN\NHZ refluxo

OH

Iz /;>\
(@]
I
w

Entretanto, nessas condi¢des, ndo houve a formacéo do produto desejado, o
que levou a tentativa de sintese em duas etapas, isolando-se a hidrazona

correspondente.

A hidrazona 32 foi isolada, entéo, a partir da reacéo entre a 4-nitrofenilhidrazina
e 4-hidroxi-2-butanona, com 35% de rendimento (ZHANG et al., 2011).

No espectro no infravermelho de 32 (Figura A.67, p. 191) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento de N-H/O-H (3232 cm™) e as bandas
referentes ao estiramento assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1501 e 1321 cm’
1. No espectro de RMN de *H de 32 (Figura A.68, p. 191) s&o observados 0s
sinais referentes aos hidrogénios aromaticos H-2 (68,09) e H-3 (67,19) e aos
hidrogénios da cadeia alifatica (53,84-2,00). No espectro de RMN de **C de 32
(Figura A.69, p. 192) observa-se o sinal referente ao carbono da ligagao dupla
(C=N), em §152,57.
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Tentou-se entdo a obtencdo do indol por reacdo da hidrazona 32 em &cido
polifosférico (PPA) a 100 °C (ZHANG et al.,, 2011). Entretanto ndo houve a

formacdo do produto desejado, observando-se degradacdo do material de

partida.

NO, o
, PPA  OnN
g — X H—CH
a- CHs qop0c N
HN.

N on

32

Acreditando que uma das possiveis causas para 0 insucesso da reacao
poderia ser a presenca da hidroxila na cadeia, passivel de eliminagdo em meio
acido, propds-se entdo a acetilacdo dessa hidroxila por reacdo com anidrido
acético. A partir da cetona protegida, tentou-se a sintese do indol em uma
Unica etapa, utilizando-se acido acético. Novamente ndo houve formacgéo do

produto desejado e observou-se degradacao dos materiais de partida.

NO,
OAc
HN
NH
o Ac,0 2 OoN
)J\/\OH 70 °C )v X —CHq
33 CH3COOH N
refluxo

Dessa forma, foi sintetizada entdo a hidrazona também acetilada (34), para
uma tentativa de sintese do indol em duas etapas. Foram utilizadas duas
diferentes condi¢gbes (ZHANG et al., 2011; McKEW et al., 2006), entretanto, em
nenhuma delas houve formacéo do indol, observando-se também degradacéo

dos materiais de partida.
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NO,

NO,
PPA ou ZnCI2
100°C  140°C

(o) HNNH2

)K/\ e CHs X ~ ON
OAc Etanol
CH4COOH HN\NMOAC

33 refluxo 34

OAc

Iz _

Como a estratégia de utilizacdo da hidroxila protegida ndo foi bem sucedida,
decidiu-se, nesse momento, voltar a utilizacdo da 4-hidroxi-2-butanona (com a
hidroxila livre), porém, variando-se a condicdo de reacdo. Em uma nova
tentativa, prop6s-se a utilizacdo de acido p-toluenossulfénico em tolueno para
obtencéo do indol (JIANG et al., 2010).

NO, OH

O,N
CHj

Ao contrario do esperado, foi obtido um produto apresentando um anel
diidropirazdlico e nédo o anel inddlico desejado. Um mecanismo proposto para
obtencao do diidropirazol 35 esta ilustrado na Figura 4.29.

Figura 4.29 — Mecanismo proposto para a formag&o do diidropirazol 35.

OH OH
o) pTsA  H5

P G N 'ﬂ? - K

N N\.-\\
) N~ OoH N™ KOH:
OZN@NHNH2 Ha
02N OZN

+

H
oH)
B /ﬁ L S S
s N N
\'TL-/ /©/ \+
H O,N

or
O,N
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Inicialmente ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio da
hidrazina a carbonila da cetona, formando como intermedidrio a hidrazona
correspondente. Em seguida, ocorre a ciclizagdo com o ataque do nitrogénio da
hidrazona ao carbono terminal da cadeia alifatica, com a saida do grupo
hidroxila na forma de agua. O produto resultante perde um préton, formando o

composto diidropirazol 35 (Figura 4.29).

Observando-se 0 mecanismo descrito acima, a hidroxila presente na cadeia
alifatica comporta-se como grupo abandonador, permitindo a ciclizacdo na
posicdo indesejada. Dessa forma, propds-se novamente a protecdo da
hidroxila, porém utilizando um grupo protetor possivelmente mais resistente, a
fim de evitar essa ciclizagdo. Assim, o cloreto de terc-butildimetilsilano foi
escolhido como agente protetor. A cetona protegida 36 foi entdo submetida a

reacao com a 4-nitrofenilhidrazina.

NO, OTBDMS
O,N
N—CHj,
N
O TBDMSCI @ | H
e .
)K/\OH imidazol )vo/s' N
THF 36 tolueno \7E/\N44®7NO
90 °C 6 12
5 3 2
35

Novamente, o indol desejado néo foi obtido e sim o produto 35, sugerindo que
0 grupo protetor ndo resistiu ao meio reacional, ou, se comportou como grupo

abandonador, de forma semelhante ao mecanismo ja descrito (Figura 4.29).

O produto 35 foi obtido com 27% de rendimento e foi caracterizado por seus
espectros no 1V, RMN de *H e RMN de *°C.

No espectro no infravermelho de 35 (Figura A.70, p. 192) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1484 e
1296 cm™). N&o se observa banda referente ao estiramento de ligacdo N-H, o

gue ja é um indicio de nao se tratar do indol ou da hidrazona correspondente.
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No espectro de RMN de *H de 35 (Figura A.71, p. 193), observam-se o0s sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos (08,12 e 6,88), com multiplicidade
caracteristica do anel benzeno p-dissubstituido, o sinal referente aos
hidrogénios metilicos (62,13) e aos hidrogénios do anel diidropirazol (63,81 e
2,98). A auséncia dos sinais referentes ao grupo protetor evidencia a

eliminacao desse grupo durante a reacao.

No espectro de RMN de *3C de 35 (Figura A.72, p. 193) observam-se os sinais
referentes aos carbonos aromaticos (6 149,61-110,69), aos carbonos C-7, C-5
e C-6 do anel diidropirazol (6 154,96, 46,63 e 36,48, respectivamente) e ao
carbono metilico (6 15,98).

Alternativamente, tentou-se a sintese do indol a partir do aldeido 37 e a 4-
nitrofenilhidrazina, utilizando &cido fosforico 85% (KATRITZKY et al., 1991).
Outra tentativa foi realizada com o mesmo aldeido e a fenilhidrazina. Caso o
indol fosse obtido, reacbes subsequentes de nitragdo e/ou bromacéo radicalar
seriam realizadas. Entretanto, em ambos os casos, observou-se degradacgéo

dos reagentes e néo foi isolado nenhum produto.
NO,

[:] O.N

HNNH2 2 N

H3PO4 85% N

- PCC ) tolueno

HO HJ\/ 90 °C
37

>

HN NH,
pTSA

Uma nova rota de sintese foi proposta utilizando-se o acetoacetato de etila e a
fenilhidrazina. Foram conduzidas duas condi¢Oes diferentes, conforme ilustrado
adiante (DHAYALAN et al., 2009; JIANG et al., 2010).
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o [
(@]
O5N
A\
pTSA 1. AcOH H
o o tolueno ou éter
90 °C 2. H;SO4 1
PN >
Q0 :
4
HNNH2 )
N \/9
\ T
5 6
38

Entretanto, nas duas condi¢cdes, ndo se observou a formacédo de um produto
com o anel inddlico, mas sim um produto contendo um anel pirazoélico (38). Um
mecanismo proposto para a formacdo desse produto esta ilustrado na Figura
4.30.

Figura 4.30 — Mecanismo proposto para a formag&o do pirazol 38.

L
D AL I - — — H o
| H o
MO/\ Mo/\ [{]\ I\i:i\‘ o
N” QoH,

) + N
/A N~ ~OH
QNHNHz Ha

o)
-H,0 H \_oloH -H,0

N_+—- N N
N N <
H

hidrazona enamina

O mecanismo inicia-se com o ataqgue nucleofilico do par de elétrons do
nitrogénio da hidrazina a carbonila da cetona do acetoacetato de etila,
formando como intermediario a hidrazona correspondente. Essa hidrazona se

rearranja para formar a enamina correspondente. Em seguida, ocorre a
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ciclizacdo com o ataque do nitrogénio da enamina a carbonila do éster. Nessa
etapa, é importante destacar que nao acontece a perda do grupo etoxila. Dessa
forma, esse intermediario se desidrata, o que é favorecido pela formacgéo do

sistema aromatico, originando, assim, o anel pirazélico (Figura 4.30).

O pirazol 38 foi obtido com 8% de rendimento e foi caracterizado por seus
espectros no IV, RMN de *H e RMN de *3C.

No espectro no infravermelho de 38 (Figura A.74, p. 194) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento C-O do grupo éter (1141 e 1048 cm™). N&o
se observa banda referente ao estiramento de ligacdo N-H, o que € um indicio

de que néo se trata do indol ou da hidrazona correspondente.

No espectro de RMN de 'H de 38 (Figura A.75, p. 195) observam-se 0s sinais
referentes aos 5 hidrogénios do anel benzénico (67,70-7,22), ao hidrogénio do
anel pirazélico (65,47), aos hidrogénios metilicos (62,13) e aos hidrogénios do

grupo etoxila (64,13 e 1,43).

No espectro de RMN de *3C de 38 (Figura A.76, p. 195) observam-se os sinais
referentes aos carbonos do anel benzénico (6138,75-121,72), aos carbonos C-
5 (6154,80), C-6 (686,21) e C-7 (6148,69) do anel pirazdlico e aos carbonos
alifaticos (067,73-14,58).

Como a proposta de sintese com 0 acetoacetato de etila ndo levou a obtencao
do produto com anel inddlico, tentou-se a sintese utilizando-se a acetona e a 4-
nitrofenilhidrazina, em duas diferentes condicdes. Novamente nédo foi obtido o

produto desejado e observou-se degradacao dos materiais de partida.

NO,

NO2 11po,85%  ppa
tolueno ou 100 °C

O HN NH, 90 °C

N/ >~ O2N
Etanol J\
HN_. ~
CH3COOH N N

39
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Entretanto, uma nova tentativa de sintese, substituindo a 4-nitrofenilhidrazina
pela fenilhidrazina nas mesmas condi¢des anteriores, resultou, finalmente, na

obtencéo do indol desejado com 30% de rendimento.

@] HN
Etanol HN. 100 °C N

CH3COOH N H

Um resumo de todas as reacOes descritas anteriormente esta ilustrado na
Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Descrigédo das reagdes para tentativa de obtencdo do anel indélico.

Reacéo Cetona/Aldeido Hidrazina N Condigéo Resultado
etapas
NO,
1 )OK/\ 1 CH,CO0H degradacgéao
OH refluxo
HN NH,
NO,
) )OK/\ © ) 1. EtOH/CH;COOH degradacdo
OH 2. PPA/100 °C
HN NH,
NO,
3 )OK/\ © 1 CHLCO0H degradacéo
OAc refluxo
HN NH,
NO,
4 )i/\ 5 1. EtOH/CH;COOH degradacio
OAc 2. PPA/100 °C
HN NH,
NO,
. )(J)\/\ 5 1. EtOH/CH;COOH degradacio
OAc ny 2.2ZnCl,/140 °C

NH,
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Tabela 4.2 — Descricdo das reagdes para tentativa de obtencéo do anel indélico

(concluséo).

NO
Reacéo Cetona/Aldeido Hidrazina . Condigéo Resultado
etapas
NO
2 PTSA o
6 0] L ol diidropirazol
olueno
)K/\OH . (9%)
HN NH, 90 °C
NO
o 2 PTSA o
| diidropirazol
7 O,SI 1 tolueno
7< ) (27%)
HN NH, 90 °C
NO
o 2 HsPO, 85%
8 HJ\/ 1 tolueno degradacéo
o]
HN NH, 90°C
o © pTSA
9 1 tolueno degradacgéo
HA HN
NH, 90°C
TSA
10 6o O L :)I pirazol
olueno
A o HN (8%)
NH, 90 °C
AcOH
1 o O L N pirazol
éter
Ao HN (7%)
NH2 H2804
NO
5 2 1. EtOH/CH,COOH
12 )]\ 2 2. HsPO, 85% / degradacgéo
(o
HN NH, tolueno/90 °C
NO,
13 0 ) 1. EtOH/CH;COOH q dacs
egradacao
)]\ 2. PPA/100 °C 9 ¢
HN NH,
0] 1. EtOH/CH3;COOH indol
14 PR 2
HN 2. PPA/100 °C (30%)
2

Devido ao sucesso na obtencéo do 2-metilindol (41) foi proposta uma nova rota

de sintese (Figura 4.31) com reacdes subsequentes a formagdo desse
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produto. Todas essas reacdes estao discutidas nos itens a seguir (itens 4.1.26
a4.1.31).

Figura 4.31 — Nova rota de sintese para obtencdo dos compostos com anel indélico.

© © m sto4 m POCI3
CH,COOH T100°C N

NaNO3;

\N H, etanol \N
(Et),NH
CH,0
CN
\/
NaBH4 N
N
H

“MeOH
THF

4.1.26 Obtencao de 2-metilindol (41)

1
© 2 3 2
Etanol HN. /J\ 100°C 5 8 N
CH;COOH N™5 6 H
40 41

O indol 41 foi obtido por reacédo entre a acetona e a fenilhidrazina (ZHANG et
al., 2011). Em uma primeira etapa, em etanol e acido acético, é formada a
hidrazona 40. Em seguida, na presenca de PPA a 100 °C, obteve-se o indol

desejado com 30% de rendimento.

Um mecanismo proposto para a formacao do indol 41 estéa ilustrado na Figura
4.32. Inicialmente, reacdo da fenilhidrazina com a acetona permite a obtencéo
da hidrazona correspondente que, em meio acido, se rearranja para formacao
da eno-hidrazina. Esse intermediario sofre rearranjo [3,3] sigmatropico
resultando na diimina, que, apos ciclizagdo, perde amdnia e d& origem ao anel

indolico.
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Figura 4.32 — Mecanismo proposto para obtenc&o de 41 via reagdo de Fischer.

(e}
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No espectro no infravermelho de 41 (Figura A.78, p. 196) observa-se, em 3321
cm™, a banda referente ao estiramento da ligacdo N-H. No espectro de RMN
de 'H de 41 (Figura A.79, p. 197) observam-se os sinais referentes aos 5
hidrogénios aromaticos, aos hidrogénios metilicos (62,45) e ao N-H (57,74).
No espectro de RMN de *3C de 41 (Figura A.80, p. 197) observam-se os sinais

referentes aos 8 carbonos aroméaticos e ao carbono do grupo metila (613,58).

4.1.27 Obtencao de 2-metil-5-nitroindol (42)

3.7 2 O,N_4 2 7 2

4 1 1

N H,s0, N

5 N = 5 N

6 °H  NaNOs 6 ° H
41 42

O derivado 42 foi obtido por reacdo de nitracao, utilizando-se acido sulfurico e
nitrato de sédio a 0 °C (NOLAND et al., 1963). O produto foi obtido com 63% de

rendimento.

No espectro no infravermelho de 42 (Figura A.81, p. 198) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1469 e
1314 cm™).

No espectro de RMN de *H de 42 (Figura A.82, p. 198) observam-se os sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos H-3 (dupleto; 68,41), H-5 (dupleto-
duplo; 67,95), H-6 (dupleto; 67,44) e H-2 (simpleto; 66,43). A presenca de
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somente 4 hidrogénios aromaticos e a multiplicidade dos sinais confirmam a

entrada do grupo nitro na posicao desejada.

No espectro de RMN de *3C de 42 (Figura A.83, p. 199) observa-se o sinal
referente a C-5 (6140,61). Esse deslocamento € compativel com o esperado

para um carbono aromatico ligado ao grupo nitro.

4.1.28 Obtencéo de 2-metil-3-formil-5-nitroindol (43)

o)
X H
ON_4 7 2 1 O,N_4
5 N —— > s N
6 ° H DMF 6 °H
42 43

O derivado aldeido 43 foi sintetizado por reacdo de Vilsmeier, utilizando-se
POCI; e DMF (EGGER et al., 2013). Ap6s purificacdo por CCS, obteve-se o
produto com 61% de rendimento.

O mecanismo proposto para obtencdo de 43 esta ilustrado na Figura 4.33.
Inicialmente, o agente formilante é formado in situ, pela reacdo entre a DMF e o
cloreto de fosforila. Em seguida, uma reacdo de substituicdo -eletrofilica
aromatica ocorre entre uma molécula do material de partida 42 e o eletréfilo
formado, originando o intermediario a-cloro amino. Apés saida do cloreto,
assistida pelo par de elétrons do nitrogénio, o derivado iminio correspondente é

hidrolisado levando a obtencado do aldeido desejado.
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Figura 4.33 — Mecanismo proposto para obtenc&o de 43 via reagéo de Vilsmeier.
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No espectro no infravermelho de 43 (Figura A.84, p. 199) observa-se a banda

referente ao estiramento de C=0 de aldeido (1633 cm™).

No espectro de RMN de *H de 43 (Figura A.85, p. 200) observam-se os sinais
referentes ao CHO (610,09) e aos 3 hidrogénios aromaticos, o que confirma a

introducdo do grupo aldeido ao anel aromatico.

No espectro de RMN de *3C de 43 (Figura A.86, p. 200) observa-se o sinal
referente a carbonila do aldeido (6184,90). No subespectro de DEPT 135
observa-se também o sinal em §184,90, confirmando se tratar de carbonila de

aldeido.

4.1.29 Obtencéao de (2-metil-5-nitroindol-3-il)metanol (44)

o)
H OH

02N 4 3 7 2 02N 4 3 7 2

A\ NaBH, A\
e
> N MeOH  ° 78N
THF
43 44

O derivado alcool 44 foi obtido por reagéo de reducdo, utilizando-se NaBH, em

metanol e THF, com 89% de rendimento.
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No espectro no infravermelho de 44 (Figura A.87, p. 201) observa-se uma
banda larga em 3600-2990 cm™, caracteristica de estiramento de ligacdo O-H e
N-H.

No espectro de RMN de H de 44 (Figura A.88, p. 201) observa-se o sinal
referente aos hidrogénios metilénicos do grupo CH,OH (64,67), confirmando a

reducdo do grupo aldeido a &lcool.

No espectro de RMN de **C de 44 (Figura A.89, p. 202) é possivel observar o
sinal referente ao CH,OH (655,01), em deslocamento compativel com o

esperado para carbono ligado a hidroxila.

4.1.30 Obtencédo de 2-metil-3-(dietilaminometil)-5-nitroindol (45) e de 3,3’-
[bis(metileno)]-2-metil-5-nitroindol (46)

N
N 46

O derivado amino 45 foi obtido por reacdo de Mannich, utilizando-se
dietilamina, formaldeido e &cido acético. Apds purificacdo por CCS, o produto
45 foi obtido com 67% de rendimento. O dimero 46 também foi isolado com

16% de rendimento.

No espectro no infravermelho de 45 (Figura A.90, p. 202) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento de N-H (3333 cm™) e ao estiramento

assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1467 e 1312 cm™).

No espectro de RMN de 'H de 45 (Figura A.91, p. 203) observam-se 0s sinais
referentes aos hidrogénios H-10 (62,51) e H-11 (61,03) da cadeia dietilamina e

aos hidrogénios metilénicos H-9 (5 3,63).
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No espectro de RMN de *3C de 45 (Figura A.92, p. 203) observam-se o0s sinais
referentes aos carbonos C-10 (6~ 47) e C-11 (6~ 10) da cadeia dietilamina e

ao carbono C-9 (6~ 47).
Acredita-se que o dimero 46 seja formado por uma reacdo de substituicdo
eletrofilica aromatica entre o material de partida 42 e o amino indol 45,

conforme mecanismo proposto na figura 4.34.

Figura 4.34 — Mecanismo proposto para a formag&o do dimero 46.

No espectro no infravermelho de 46 (Figura A.93, p. 204) sdo observadas as
bandas referentes ao estiramento de N-H (3360 cm™) e ao estiramento

assimétrico e simétrico de Ar-NO, (1470 e 1323 cm™).

No espectro de RMN de 'H de 46 (Figura A.94, p. 204) observa-se o sinal
referente aos hidrogénios metilénicos (64,17) com integral igual a 2
hidrogénios. A simplicidade do espectro e as integrais de cada sinal séo

compativeis com a formacao do dimero simétrico.

No espectro de RMN de *3C de 46 (Figura A.95, p. 205) observa-se o sinal
referente ao carbono metilénico (618,58). Esse deslocamento & compativel

com o de um carbono ligado a outro carbono e ndo a um heteroatomo.
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4.1.31 Obtencéo de 2-(2-metil-5-nitroindol-3-il)acetonitrila (47)

O derivado ciano 47 foi obtido por reacdo com cianeto de potassio em DMF e
agua. Apos purificagcdo por CCS o produto foi obtido com 45% de rendimento.

No espectro no infravermelho de 47 (Figura A.96, p. 205) observa-se a banda

referente ao estiramento de ligacdo C-N (2255 cm™).

No espectro de RMN de 'H de 47 (Figura A.97, p. 206) observa-se o sinal
referente aos hidrogénios metilénicos (04,09). Esse deslocamento &

compativel com o esperado para o grupo CH,CN.

No espectro de RMN de *3C de 47 (Figura A.98, p. 206) observam-se os sinais
referentes ao CN (6118,92) e ao carbono metilénico (612,58). O deslocamento
do carbono metilénico é compativel com o esperado para carbono ligado a

nitrila.
4.2 Avaliacéo da atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa de alguns dos compostos sintetizados foi avaliada,
utilizando-se trés linhagens de células tumorais humanas: MDA-MB
(adenocarcinoma de mama), MCF-7 (adenocarcinoma de mama estrégeno-
dependente) e HCT (carcinoma colorretal). Foram realizados experimentos em

culturas de células bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D).

Em culturas de células bidimensionais, as células se aderem a superficie do
vidro ou plastico, formando uma monocamada composta basicamente por

células em proliferacdo. Nas culturas 3D, uma camada base de uma matriz
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(agar) é adicionada previamente, o que impede a aderéncia das células e
formacdo da monocamada. Deste modo, as células formam pequenos
agregados (esferoides), que mimetizam com mais realidade as caracteristicas
dos tumores (Figura 4.35). As camadas externas dos esferbides, que estédo
expostas ao meio, sdo compostas de células em proliferacdo. As células das
camadas mais internas recebem menos oxigénio e nutrientes do meio e
tendem a estar em um estado de repouso e hipoxia (EDMONDSON et al.,
2014).

Figura 4.35 — Representagéo das culturas 2D e 3D.
(Adaptado de EDMONDSON et al., 2014).

L XX

Cultura 2D Cultura 3D

Esse experimento foi utilizado para comparar a atividade dos compostos em
um ambiente com presenca de hipdxia com a atividade em um ambiente de
norméxia (2D). Estudos tém demonstrado que experimentos em cultura 3D sdo
mais similares ao comportamento de um tumor in vivo e que farmacos
antitumorais sdo mais resistentes a essas células, comparado ao experimento
2D. Essa resisténcia aumentada se deve a difusibilidade limitada e as areas de
hip6xia (EDMONDSON et al., 2014).

As substancias foram testadas, inicialmente, na concentracdo de 50 uM e foi
determinado o valor de porcentagem de inibicdo. Nos casos onde houve
atividade significativa e diferenca de atividade entre as culturas 2D e 3D, o

composto foi atribuido como SH+ (seletividade para hip6xia positivo).

A concentragdo que inibe 50% do crescimento celular (Clsp) também foi
determinada para as substancias ativas na triagem inicial na cultura 2D (%

proliferagcdo celular < 50%). A toxicidade das substancias para as células
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normais foi avaliada, utilizando-se células epiteliais renais de macaco (VERO).

Os resultados obtidos estao ilustrados nas Tabelas 4.3 e 4.4.

Ry
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\’
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Tabela 4.3 — Vvalores de porcentagem de inibicdo dos compostos para as linhagens de

células tumorais MDA-MB, MCF-7 e HCT em culturas 2D e 3D.

% inibicdo + DP

§ MDA-MB MCF-7 HCT
© 2D 3D SH 2D 3D SH 2D 3D SH
1 | -08%1 -6,4+19 - 7,0£0,1 0,5+12 - 3,743 4,9+1 -
4 15,3+2 13,21 - 19,645 28,1429 - | -5,7¢05 36,003 +
5 78,642 53,549 - 74,90,2 59,1+10 - | 851+1 895:03 -
7 6,0+11 -3,612 - 8,4+12 14,1+14 - 8,012 27,814 -
9 12,644 13,311 - 17,312 -19,6+15 - | 2,3#13  18,8%6 -
10 | 60,242 13,9424 - 58,749 0,0+27 - | 643t8  20,1+9 -
16 9,445 -12,3+7 - 6,14 14,9+15 - 7,021 3,0+1 -
17 6,07 -3,5+10 - 11,8+12 -28,5¢5 - 18,3+3  4,1#17 -
18 | 83,73 59,445 - 79,44+2 64,044 - | 89,82  90,6+1 -
19 -2,9+1 -32,0:0,1 - 9,63 -17,5425 - 146+1  -021%14 -
20 5,142 -18,4+24 - 13,36 -2,5+£27 - 4,442 -0,316 -
21 | 21,3201 -0,5+7 - 26,0+4 28,9+14 - 3,3+4 20,28 -
23 -0,915 -17,3%5 - 0,0+2 5,1+19 - -2,1+2 -8,3+2 -
24 7,6+0,4 -14,1+6 - 1,82 6,7+1 - -0,9+6 -9,245 -
25 -1,044 -18,3+1 - 7,914 -26,4+27 - 16,7+4  -4,8+10 -
26 1,545 7,746 - -1,2+10 -2,2+13 - | -35+13 0,331 -
27 -3,546 -14,3+2 - 0,246 -6,6£13 - | 7901  -147¢1 -
30 | 79,622 48,619 - 75,843 55,648 - | 8522  82,9+4 -
31 | 77401 31,50,2 - 77,8+1 58,547 - | 824+1  814#1 -
32 -0,15 -44,4+12 - 7,8+18 5,1+28 - 82+4  -87+05 -
36 -2,5+1 -4,0£0,5 - 8,5+6 16,5+20 - 2,622 7,842 -
41 0,6+2 -13,2+13 - 2,248 -8,6+26 - 8,6+3  -205:9 -
42 | 5805  -76,9+36 - 1,348 42,243 + | 9,8#13 34,02  +
43 0,1%6 -3,548 - 19,115 23,648 - | 231202  251+7 -
44 | -15445 -13,545 - 3,811 30,0+10 + 2,046 546:3  +
45 5,1+8 -20,4+21 - 16,6+7 11,9+13 - 3,849 2,0+14 -
46 -8,3+2 -34,1#5 - -4.5+4 -33,9+16 - 132+7  -2,542 -
47 | 15427 -1,649 - 13,048 40,8+2 + 2,942 441+4 o+

Ao analisar os resultados de porcentagem de inibicdo dos compostos (Tabela

4.3), € possivel observar que todas as substancias que possuem grupo

abandonador reativo (5, 10, 18, 30 e 31), como Cl e Br, apresentaram atividade

antiproliferativa significativa em todas as linhagens celulares avaliadas. Além

disso, esses compostos exibiram atividade equivalente ou menor na cultura 3D,
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comparado a cultura 2D. Com excec¢ao do composto 10, os demais possuem o
grupo nitro em sua estrutura, entretanto os resultados de inibigdo menores em
cultura 3D podem ser um indicativo de que a biorreducao desse grupo ndo esta
ocorrendo ou que as substancias apresentam dificuldade em se difundir pelas

multicamadas de células.

Em relagdo aos compostos apresentando o anel indélico, mesmo com baixos
valores de % de inibicdo, nas linhagens MCF-7 e HCT, é possivel observar
uma tendéncia de maior atividade antiproliferativa nas culturas 3D, comparado
a cultura 2D (compostos 42, 44 e 47). Essas trés substancias apresentam o
grupo nitro em sua estrutura e essa diferenca de atividade pode estar
relacionada com a biorreducéo desse grupo. O nitroindol 42 apresentou valores
de inibicdo significativamente maiores que seu analogo nao nitrado 41, que

exibiu atividade inibitoria proxima a zero.

Assim como o indol 42, apesar dos valores baixos de % de inibicdo, a
nitroquinolina 4 também apresentou diferenca significativa de atividade entre as

duas culturas e em relagéo ao seu analogo nao nitrado 1 na linhagem HCT.

A atividade antiproliferativa de 42 e 4 na cultura 3D pode se dar devido a
biorreducédo do grupo nitro, com consequente formacéo de espécies radicalares
reativas. J& os derivados 44 e 47 poderiam gerar um intermediario alquilante
apos biorreducao (Figura 4.36).

Figura 4.36 — Proposta de formac&o de espécie alquilante ap6s biorreducgéo do indol

44,
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Apesar dos indois 42, 44 e 47 apresentarem valores de inibicdo considerados

baixos € importante ressaltar que esses compostos exibiram uma diferenca
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significativa entre o0s modelos de cultura. Nesse estagio inicial de
desenvolvimento é muito importante observar o potencial dos compostos de
sofrerem biorreducgéo. Estudos adicionais podem ser realizados com o objetivo

de aumentar a poténcia e conhecer a relacéo entre a estrutura e a atividade.

A toxicidade dos compostos para células normais foi avaliada utilizando-se
células epiteliais renais de macaco (VERO). Entre os compostos avaliados
apenas 5 (5, 10, 18, 30 e 31) apresentaram toxicidade significativa e foram
submetidos a determinacéo de Clsg. Os resultados de Clsp para VERO, bem
como para as linhagens tumorais, estdo apresentados na Tabela 4.4. O indice
de seletividade (IS) dos compostos para as células normais também foi

determinado.

Tabela 4.4 — Cls, (uM) dos compostos 5, 10, 18, 30 e 31 para as linhagens de células
tumorais MDA-MB, MCF-7, HCT e VERO em cultura 2D.

Clso (UM) = DP
Comp.

MDA-MB IS MCF-7 IS HCT IS VERO
5 30,5+2,0 - 17,6+4,6 1,7 6,5+0,5 4,6 30,1+0,7
10 36,1+2,5 >2.8 >100 - 44,8+0,9 >2,2 >100
18 1,9+0,3 54 6,51£0,7 1,6 6,210,2 1,7 10,3+0,1
30 19,0+0,2 3,5 90,4+9,1 - 20,5+1,1 3,2 65,718,4
31 9,4+2,1 4,6 34,5+4,7 1,3 11,0+0,2 4,0 43,6+1,2

Como dito anteriormente, todas as substancias ativas possuem em comum um
bom grupo abandonador na posicdo benzilica, o que corrobora com a proposta

de citotoxicidade pelo mecanismo de alquilacéo.

Os compostos ativos, apesar de possuirem valores de Clso semelhantes ou até
menores que as amidas prototipo desse trabalho, apresentaram pouca ou
nenhuma seletividade para o modelo de hipdxia. Entretanto sdo promissores
como agentes antitumorais per se, com valores de Clsy na faixa de micromolar
baixo. Um destaque se da para o composto 5 na linhagem HCT, onde
apresentou Clsp = 6,5 uM e IS = 4,6 e o composto 18 na linhagem MDA-MB,
com Clsp = 1,9 uM e IS = 54. A amida 31 também apresentou um bom
resultado na linhagem MDA-MB, com Clsp = 9,4 UM e IS = 4,6 e na linhagem
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HCT com Clsp = 11,0 e IS = 4,0. De acordo com Badisa (2009) e
Mahavorasirikul (2010), uma substancia que possui indice de seletividade

maior que 3 € considerada seletiva.

De uma maneira geral, os compostos ativos foram mais citotoxicos para as
células tumorais, comparado as células normais (VERO), indicando

seletividade.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material e métodos gerais

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF 301 (Laboratério
de Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farméacia, UFMG) e nao foram

corrigidas.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em aparelho Spectrum One da
Perkin-Elmer, com sistema ATR (Laboratério de Quimica Farmacéutica,
Faculdade de Farmacia, UFMG). Todas as atribuicbes apresentadas na
descricdo dos espectros no infravermelho correspondem a estiramentos, salvo

guando especificado.

Os espectros de RMN de *H e **C foram registrados em espectrémetros Bruker
Avance DPX-200 (Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear de Alta
Resolucdo — LAREMAR, Departamento de Quimica, ICEx, UFMG). Como
referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano (TMS). Para processar 0s
espectros utilizou-se o programa TOPSPIN 1.3 — Bruker. A numeracéo
atribuida aos atomos de hidrogénio e carbono de todas as estruturas quimicas
presentes neste trabalho é para facilitar a identificacdo dos sinais nos

espectros; ndo ha correlacdo com a nomenclatura IUPAC.

As analises de UPLC-MS foram realizadas em colaboracdo com o Prof. Dr.
Rodrigo Maia de Padua (Faculdade de Farmacia, UFMG) em equipamento
ACQUITY Ultra Performance LC System (Waters, Milford, MA, USA) acoplado
simultaneamente a detector de arranjo de fotodiodo PDA 2996 (Waters, Milford,
MA, USA) e detector ACQUITY TQ (Waters MS Technologies, Manchester, UK)
equipado com fonte de ionizagao electrospray (ESI), operando em modo
positivo. A aquisicdo e processamento dos dados foram realizados utilizando
MassLynks software (verséao 4.1, Waters, Milford, MA, USA).
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A evolucdo das reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada de silica (CCD) com 0,25 mm de espessura de silica (silica gel 60G
Merck), utilizando-se como revelador vapor de iodo, solucdo etandlica de
ninhidrina 0,3% p/v, solucdo etandlica de acido sulfurico 15% v/v, ou solucdo
etandlica de 2,4-dinitrofenilhidrazina 2,5% p/v, contendo 10% de HCI

concentrado.

As purificacdes por cromatografia em coluna de silica (CCS) foram realizadas
com silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh Merck/Sigma Aldrich) ou silica
gel 60 flash (0,040-0,063 mm/230-400 mesh Merck/Sigma Aldrich).

O diclorometano anidro foi obtido por tratamento com peneira molecular 4 A

(pellet, 3,2 mm). O solvente foi destilado e utilizado imediatamente.

O benzeno anidro foi obtido pelo tratamento com sodio metélico em presenca
de benzofenona. A mistura foi refluxada até adquirir coloracdo purpura. O

solvente foi destilado e utilizado imediatamente.

Para reacdes a -78 °C foi utilizado banho de acetato de etila e gelo seco.

A avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro foi realizada em colaboracao
com a Prof. Dra. Elaine Maria de Souza Fagundes (Instituto de Ciéncias
Biol6gicas, UFMG). Nos ensaios em monocamada (2D), as suspensfes de
células MDA-MB-231, MCF-7, HCT-116 e VERO foram cultivadas na
concentracdo de 10.000 células por poco (placa de 96 pocos) e pré-incubadas
overnight para estabilizacdo. Apds estabilizacdo, todas as células foram
tratadas com as substancias puras por 72 horas. Todas as substancias foram
testadas em triplicata em dois experimentos independentes e como controle foi
utilizado o solvente DMSO (0,5%). A viabilidade celular foi determinada pela
reducdo  mitocondrial do brometo de  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT). O cultivo de células tumorais em um modelo
tridimensional (3D) foi realizado de acordo com Anderson e colaboradores
(2007), com modificacdes. Preparou-se uma mistura de agar a 0,6%, meio de

cultura DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino e 2% de solucao
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antibiotica (100 UlI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina), tendo sido
70 pL dessa mistura adicionados em cada poco, para formar a camada base
gue impede a aderéncia e a formacdo da monocamada celular de placas de 96
pocos. A camada superior foi preparada com uma suspensdo de células
tumorais na densidade de 10000 células por poco para linhagem MDA-MB-231
e 5000 células por poco para linhagens MCF-7 e HCT-116, em 80 puL de uma
mistura de agar a 0,4% com meio DMEM preparado conforme descrito acima e
incubadas 24 horas para estabilizacdo. Apds esse periodo, todas as linhagens
foram tratadas com as substancias puras durante sete dias e a avaliacdo da

viabilidade celular foi realizada pelo método de resazurina.

5.2 Procedimentos

5.2.1 Sintese de 8-metilquinolina (1)

A um baldo de fundo redondo contendo o-toluidina (2,00 g; 0,019 mol),
FeS0,4.7H,O (0,62 g; 2,24 mmol), nitrobenzeno (1,15 mL; 0,011 mol), acido
bérico (1,16 g; 0,019 mol) e glicerol (6,88 g; 0,075 mol), resfriado em banho de
dgua gelada (aprox. 10 °C), adicionou-se, lentamente, &cido sulfdrico
concentrado (3,3 mL). Apdés a adicdo, a mistura permaneceu sob agitacdo
magnética a 150 °C por 20 horas. Em seguida, resfriou-se em banho de gelo e
alcalinizou-se com solucao aquosa de NaOH 5 mol/L até pH 10. O precipitado
formado foi filtrado e o filtrado obtido foi extraido com éter etilico (3 x 80 mL). A
fase organica reunida foi lavada com solugdo saturada de NaCl (80 mL),
secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi removido em
evaporador rotatorio. O produto obtido foi purificado por CCS (eluente:
hexanos/acetato de etila 97,5:2,5). Obteve-se 0,850 g de um 6leo amarelado

(32% de rendimento).
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F.M.: ClngN

M.M.: 143,19 g/mol

IV (U /cm™): 3038, 3004 (C-H arom.); 2951, 2921 (C-H); 1615, 1594, 1577,
1497 (C-C arom.); 818, 785 (deformacao angular C-H arom.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 8,96 (sl; 1H; H-1); 8,13 (d; 1H; H-3;
J32=8,2); 7,68-7,40 (m; 4H; H-2, H-4, H-5 e H-6); 2,83 (s; 3H; CHy).

RMN de **C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 149,07 (C-1); 147,17 (C-9); 136,88 (C-7);
136,18 (C-3); 129,50 (C-6); 128,11 (C-8); 126,16 (C-4); 125,74 (C-5); 120,68

5.2.2 Sintese de 8-(bromometil)quinolina (3)

A um baldo de fundo redondo contendo 1 (0,485 g; 3,39 mmol), AIBN (0,0556
g; 0,339 mmol) e NBS (0,6641 g; 3,73 mmol) adicionou-se benzeno (20 mL). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética e refluxo por 18 horas. Apos
resfriamento até temperatura ambiente filtrou-se o precipitado formado e
secou-se o filtrado em evaporador rotatorio. Ao residuo obtido adicionou-se
acetato de etila (40 mL). A fase organica foi lavada com agua destilada (2 x 20
mL), secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido em
evaporador rotatério. O produto obtido foi recristalizado em éter de petréleo

fornecendo 3 como um sélido branco (0,3644 g, 48% de rendimento).

F.M.: C1oHgNBr
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M.M.: 222,08 g/mol

F.F.: 75,4 -77,1°C,; lit.: 83 — 84 °C (TULYAGANOV e ALLABERDIEYV, 2003).

IV (¥ /lem™): 3037 (C-H arom.); 2976, 2924 (C-H); 1592, 1573 (C-C arom.); 829,

~800 (deformacéao angular C-H arom.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCl3; 200 MHz): 9,02 (dd; 1H; H-1; J1, = 4,1; J1 5 =
1,6); 8,17 (dd; 1H; H-3; J,3 = 8,2; J1 3 = 1,6); 7,86-7,79 (m; 2H; H-4 e H-6); 7,55-
7,42 (m; 2H; H-2 e H-5); 5,26 (s; 2H; CH.Br).

RMN de 3C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 150,12 (C-1); 145,76 (C-9); 136,28 (C-3);
136,05 (C-7); 130,59 (C-6); 128,84 (C-4); 128,45 (C-8); 126,31 (C-5); 121,51

(C-2); 29,55 (CH,B).

5.2.3 Sintese de 8-metil-5-nitroquinolina (4)

4 3
5 8N 2
6 5 1
S9N
CHs
4

A um baldo de fundo redondo contendo 1 (0,2898 g; 1,30 mmol), a 0 °C,
adicionou-se HNO3 fumegante (10 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo
magnética por 3 horas e sob refrigeracdo em geladeira por mais 18 horas. Em
seguida, adicionou-se ao baldo gelo pilado e alcalinizou-se com solugéo
aguosa de NaOH 5 mol/L até pH 13. Filtrou-se o precipitado formado lavando
com agua destilada gelada. Foi obtido 0,3264 g de um sélido rosado (86% de

rendimento).

F.M.: C10H802N2
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M.M.: 188,18 g/mol
F.F.: 81,2 -82,2°C; lit.: 94 — 95 °C (EVANS et al., 2005).

IV (¥ /cm™): 3043 (C-H arom.); 2926 (C-H); 1596, 1570 (C-C arom.); 1509
(ArNO2, N=O assim.); 1324 (ArNO,, N=O sim.); 831, 812, 784 (deformacéo

angular C-H arom.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 9,00 (m; 2H; H-1 e H-3); 8,28 (d;
1H; H-5; J56 = 7,2); 7,62 (Mm; 2H; H-2 e H-6); 2,87 (s; 3H; CHa).

RMN de **C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 150,16 (C-1); 146,75 (C-9); 146,12 (C-4);
143,68 (C-7); 132,12 (C-3); 127,47 (C-6); 124,53 (C-5); 123,59 (C-2); 121,02

5.2.4 Sintese de 8-bromometil-5-nitroquinolina (5)

NO
4l 23
8
5 X2

~
N7

CHzBr

7

A um baldo de fundo redondo contendo 4 (0,3000 g; 1,60 mmol), AIBN (0,0261
g; 0,16 mmol) e NBS (0,3124 g; 1,76 mmol), adicionou-se benzeno (10 mL). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética e refluxo por 18 horas. Apos
resfriamento, removeu-se o0 solvente em evaporador rotatério e ao residuo
obtido adicionou-se acetato de etila (40 mL). A fase orgéanica foi lavada com
agua destilada (2 x 20 mL), secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o
solvente removido em evaporador rotatdrio. O produto obtido foi purificado por
CCS (eluente: hexanos/acetato de etila 97,5:2,5). Obteve-se 0,2406 g de um
solido amarelo (56% de rendimento).

F.M.: C10H702N28|’
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M.M.: 267,08 g/mol

F.F.:112,6 —112,9 °C; lit.: 112 — 113 °C (GRACHEVA et al., 1983).

IV (¥ /em™): 3046 (C-H arom.); 2826 (C-H); 1593, 1498 (C-C arom.); 1511
(ArNO2, N=0 assim.); 1321 (ArNO,, N=0O sim.); 832, 789 (deformacao angular
C-H arom.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 9,09-8,99 (m; 2H; H-1 e H-3); 8,34
(d; 1H; H-5; Js6 = 7,0); 7,95 (d; 1H; H-6; Js6 = 7,0); 7,67 (m; 1H; H-2); 5,24 (s;
2H; CH,Br).

RMN de 13C (5/ppm; CDCls; 50 MHz): 150,99 (C-1 e C-4); 145,56 (C-9); 143,70
(C-7): 132,19 (C-3); 128,52 (C-6); 124,17 (C-2 e C-5): 121,32 (C-8); 27,77
(CH2B).

5.2.5 Sintese de (5-nitroquinolin-8-il)metanol (7)

NO,

3
4
5 8N 2

NN
7 N

CH,OH

A um baldo de fundo redondo contendo 5 (0,0500 g; 0,187 mmol) e THF (2 mL)
adicionou-se solucdo de Na,CO;3; (0,1985 g; 1,87 mmol) em 1 mL de &gua
destilada. A mistura permaneceu sob agitagdo magnética a 60 °C por 24 horas.
Em seguida, resfriou-se a mistura até temperatura ambiente e adicionou-se
acetato de etila (40 mL). A fase organica foi lavada com agua destilada (2 x 20
mL), secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido em
evaporador rotatorio. O produto obtido foi purificado por CCS (eluente:
hexanos/acetato de etila 1:1). Obteve-se 0,0174 g de um sdlido marrom (46%

de rendimento).
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F.M.: C10H803N2

M.M.: 204,18 g/mol

F.F.: 140,1 - 141,6 °C

IV (¥ lem™): 3265 (O-H); 2890 (C-H); 1595 (C-C arom.); 1524 (ArNO,, N=O
assim.); 1317 (ArNO,, N=0O sim.); 1082 (C-0O).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 9,02 (dd; 1H; H-1; J1, = 5,0;
J13=2,0); 8,95 (dd; 1H; H-3; J31 = 2,0; J32 = 8,0); 8,44 (d; 1H; H-5; Js6 = 8,0);
8,07 (d; 1H; H-6; Js6 = 8,0); 7,79 (dd; 1H; H-2; J,1 = 4,0; J,3 = 8,0); 5,36 (s; 2H;
CH,OH).

RMN de *3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 151,37 (C-1 e C-4); 149,24 (C-9);
145,92 (C-7); 132,74 (C-3); 125,41, 125,03 e 124,80 (C-2, C-5 e C-6); 121,13
(C-8); 61,63 (CH,OH).

5.2.6 Sintese de 5-(4-toluil)-1H-tetrazol (9)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados p-tolunitrila (2,50 g; 0,021
mol), azida de sadio (1,53 g; 0,023 mol), cloreto de amdnio (1,26 g; 0,023 mol)
e DMF (20 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética e refluxo por 18
horas. Em seguida, adicionou-se gelo pilado e acidificou-se a mistura até pH 2

com solugéo aquosa de HCI 2 mol/L. O precipitado formado foi filtrado a vacuo
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e lavado com agua destilada gelada. Foram obtidos 2,92 g de um sélido branco
(85% de rendimento).

F.M.: C8H8N4
M.M.: 160,18 g/mol

F.F.: 247,3 - 247,9 °C,; lit.: 248 — 249 °C (JIN et al., 2008)

IV (@ /em™): 3000-2200 (N-H); 1612, 1579, 1569 (C-C arom.); 821, 741

(deformacéo angular C-H arom.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; DMSO-ds; 200 MHz): 7,92 (d; 2H; H-2; J3 = 6,2);
7,38 (d; 2H; H-3; J23 = 6,2); 2,36 (s; 3H; CH3).

RMN de *3C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 155,12 (C=N); 141,25 (C-4); 129,96
(C-3); 126,91 (C-2); 121,28 (C-1); 21,05 (CHs).

5.2.7 Sintese de 5-(4-(bromometil)fenil)-1H-tetrazol (10)

A um baldo de fundo redondo contendo 9 (0,100 g; 0,62 mmol), AIBN (0,0102
g; 0,062 mmol) e NBS (0,2781 g; 1,56 mmol) adicionou-se benzeno (4 mL). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética e refluxo por 48 horas. Apos
resfriamento até temperatura ambiente, filtrou-se o precipitado formado. Em
seguida adicionou-se agua (3 mL) ao precipitado coletado e aqueceu-se a

mistura em banho de 6leo a 75 °C. Apos 1 hora, o produto desejado foi obtido
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por filtracdo a quente e lavado com agua em ebulicdo. Foi obtido 0,0407 g de

um solido amarelo claro (27% de rendimento).

F.M.: C8H7N4Br

M.M.: 239,07 g/mol

F.F.: >300 °C

IV (7 /em™): 3000-2200 (N-H); 1616, 1569 (C-C arom.); 840, 818 (deformacao

angular C-H arom.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; DMSO-ds; 200 MHz): 8,03 (d; 2H; H-2; J3 = 8,0);
7,68 (d; 2H; H-3; J,3 = 8,0); 4,78 (s; 2H; CH2Br).

5.2.8 Sintese do acido 4-metil-3,5-dinitrobenzdico (12)

COOH

0,N” 37 3°NO,
CHj

12

A um baldo de fundo redondo contendo &cido p-toltico (5,00 g; 0,036 mol) e
acido sulfarico concentrado (50,0 mL) a aproximadamente 18 °C, adicionou-se,
gota-a-gota, acido nitrico concentrado (20,0 mL) sob agitacdo magnética. Apés
a adicdo a mistura aqueceu-se naturalmente até temperatura ambiente e
permaneceu sob agitacdo magnética por mais 2 horas. Em seguida adicionou-
se, cuidadosamente, gelo pilado ao meio reagente e filtrou-se o precipitado
formado, lavando com agua destilada gelada. Foram obtidos 8,15 g de um

sélido amarelado (98% de rendimento).

F.M.: C8H606N2
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M.M.: 226,14 g/mol

F.F.: 153,6 — 155,4 °C; lit.: 154 — 155 °C (WINDAUS et al., 1932).

IV (¥ /cm™): 3400-2300 (O-H); 1697 (C=0); 1622 (C-C arom.); 1531 (ArNO,
N=0 assim.); 1343 (ArNO,, N=0O sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-dg; 200 MHz): 8,66 (s; 2H; H-2); 2,63 (s; 3H;
CHy).

RMN de *3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 164,09 (C=0); 152,55 (C-3); 132,04
(C-4); 131,66 (C-1); 128,73 (C-2); 15,26 (CHy).

5.2.9 Sintese do acido 4-(bromometil)-3,5-dinitrobenzdico (13)

COCH

O,N NO,
CHzBr

13

A um balédo de fundo redondo contendo 8 (2,4 g; 0,01 mol), AIBN (0,1742 g;
0,001 mol) e NBS (4,73 g; 0,027 mol) adicionou-se benzeno (75 mL). A mistura
permaneceu sob agitacdo magnética e refluxo por 48 horas. Apés resfriamento
removeu-se o solvente em evaporador rotatério e ao residuo obtido adicionou-
se acetato de etila (60 mL). A fase organica foi lavada com agua destilada (2 x
40 mL), secada com sulfato de soédio anidro, filtrada e o solvente removido em
evaporador rotatorio. Foram obtidos 4,52 g de uma mistura de 8 e 13, que

foram utilizados na proxima etapa sem purificacao.
F.M.: CgHs0gN,Br

M.M.: 305,04 g/mol
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5.2.10 Sintese do acido 4-(hidroximetil)-3,5-dinitrobenzdico (15)

COOH

CH,OH
15

A um baldo de fundo redondo contendo uma mistura de 8 e 13 (4,52 g; ~ 0,015
mol) adicionou-se solugcdo aquosa saturada de Na,CO3; (100 mL). A mistura
permaneceu sob agitacdo magnética a 60 °C por 4 horas. Apés resfriamento
até temperatura ambiente, acidificou-se com solucdo aquosa de HCI 2 mol/L
até pH 1. Extraiu-se com acetato de etila (200 mL) e, em seguida, a fase
organica foi lavada com agua destilada (2 x 100 mL), secada com sulfato de
sédio anidro, filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério. Foram
obtidos 3,35 g de uma mistura de 8 e 15 que foram utilizados na proxima etapa

sem purificacao.

F.M.: C8H607N2

M.M.: 242,14 g/mol

5.2.11 Sintese de 4-(hidroximetil)-3,5-dinitrobenzoato de metila (16) e de 4-

metil-3,5-dinitrobenzoato de metila (17)

0._O O+_O.
“CH, CHj

1 1
2 2

ON" 37 3NO, O,N” %7 3°NO,
CH,OH CHs

16 17

A um balédo de fundo redondo contendo uma mistura de 8 e 15 (3,35 g; ~ 0,014

mol), carbonato de potéassio (2,10 g; 0,015 mol) e DMF (35 mL) adicionou-se
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iodeto de metila (1,72 mL; 0,028 mol). A mistura permaneceu sob agitacao
magnética por 3 horas. Em seguida adicionou-se agua destilada (100 mL) e
extraiu-se com acetato de etila (200 mL). A fase organica foi lavada com
solucdo aquosa saturada de NaCl (100 mL), secada com sulfato de sodio
anidro, filtrada e o solvente removido em evaporador rotatorio. O residuo obtido
foi purificado por CCS (eluentes: hexanos/acetato de etila 9:1 e 8:2). Obteve-se
0,4234 g de um solido marrom (16) (16% de rendimento a partir do derivado
12, 3 etapas). O composto 17 também foi isolado como um sélido amarelo
claro (0,5777 g; 23% de rendimento).

Dados de 16:

F.M.: CgHgO7N>
M.M.: 256,17 g/mol
F.F.: 80,6 — 81,7 °C

IV (7 /lcm™): 3481 (O-H); 3102 (C-H arom.); 2961 (C-H); 1715 (C=0); 1629 (C-C
arom.); 1545 (ArNO,, N=0 assim.); 1352 (ArNO,, N=0O sim.); 1044 (C-O).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-dg; 200 MHz): 8,59 (s; 2H; H-2); 5,05 (s; 2H;
CH>0H); 4,00 (s; 3H; OCH53).

RMN de C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 163,81 (C=0); 151,74 (C-3); 135,96
(C-4); 132,43 (C-1); 128,47 (C-2); 57,73 (CH,0OH); 53,56 (OCHj3).

Dados de 17:
F.M.: CgHgOgN>

M.M.: 240,17 g/mol
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F.F.: 85,1-85,9°C

v (v /cm'l): 3086, 3072 (C-H arom.); 2967 (C-H); 1723 (C=0); 1624 (C-C
arom.); 1536 (ArNO,, N=0 assim.); 1348 (ArNO,, N=0O sim.); 1282 (C-0O); 1151
(C-0).

RMN de 'H (6/ppm; J/Hz; CDCl3; 200 MHz): 8,60 (s; 2H; H-2); 4,02 (s; 3H;
OCHa); 2,64 (s; 3H; CHa).

RMN de *C (5/ppm; CDCls; 50 MHz): 163,00 (C=0); 151,59 (C-3); 131,54 (C-
4); 130,23 (C-1); 127,87 (C-2): 53,28 (OCHs3); 15,21 (CHa).

5.2.12 Sintese de 4-(clorometil)-3,5-dinitrobenzoato de metila (18)

A um balédo de fundo redondo contendo 16 (0,0500g; 0,195 mmol) adicionou-se
cloreto de tionila (2,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética a 90
°C por 18 horas. Apls resfriamento até temperatura ambiente adicionou-se
gelo pilado e solugcdo aquosa saturada de NaHCO3; (10 mL). Em seguida
extraiu-se com acetato de etila (40 mL). A fase organica foi lavada com agua
destilada (20 mL), secada com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente
removido em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por CCS
(eluente: hexanos/acetato de etila 9:1). Obteve-se 0,0237 g de um sdlido

amarelado (44% de rendimento).
F.M.: C9H706N20|

M.M.: 274,61 g/mol
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F.F.: 67,7—-68,4°C

IV (¥ lem™): IV (¥ /cm™): 3092 (C-H arom.); 2958, 2888 (C-H); 1731 (C=0);
1626 (C-C arom.); 1539 (ArNO,, N=0 assim.); 1344 (ArNO,, N=0O sim.).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 8,69 (s; 2H; H-2); 5,07 (s; 2H:;
CH,CI); 4,04 (s; 3H; CHa).

RMN de *C (5/ppm; CDCls; 50 MHz): 162,53 (C=0); 150,43 (C-3); 132,74 (C-
1): 130,14 (C-4); 128,89 (C-2): 53,58 (CH3); 34,76 (CH.CI).

5.2.13 Sintese de 4-(hidroximetil)-3-nitrobenzoato de metila (19)

A um baldo de fundo redondo contendo acido 4-hidroximetil-3-nitrobenzdico
(0,7000 g; 3,55 mmol), sintetizado previamente (LOPES, 2012), carbonato de
potassio (0,5394 g; 3,91 mmol) e DMF (7,0 mL) adicionou-se iodeto de metila
(0,44 mL; 7,11 mmol). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 3
horas. Em seguida adicionou-se agua destilada (20 mL) e extraiu-se com
acetato de etila (2 x 20 mL). A fase organica foi lavada com solu¢cdo aquosa
saturada de NaCl (20 mL), secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o
solvente removido em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por
CCS (eluente: hexanos/acetato de etila 7,5:2,5). Obteve-se 0,5460 g de um

sélido amarelo (73% de rendimento).

F.M.: C9H905N
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M.M.: 211,17 g/mol
F.F.: 65,2 -65,9°C

IV (7 /em™): 3235 (O-H); 2954 (C-H); 1720 (C=0); 1621 (C-C arom.); 1527
(ArNO3, N=0 assim.); 1341 (ArNO,, N=0O sim.); 1038 (C-O).

RMN de *H (6/ppm; J/Hz; CDCl3; 200 MHz): 8,69 (d; 1H; H-2; J,6 = 1,4); 8,28
(dd; 1H; H-6; J6 = 1,4; Js6 = 8,2); 7,91 (d; 1H; H-5; Js6 = 8,2); 5,06 (s; 2H;
CH,0H); 3,97 (s; 3H; OCH5); 2,58 (sl; 1H; OH).

RMN de **C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 164,91 (C=0); 147,09 (C-3); 141,64 (C-
4); 134,39 (C-6); 130,44 (C-1); 129,45 (C-5); 125,95 (C-2); 61,98 (CH,OH):;
52,72 (OCHy).

5.2.14 Sintese de 4-(fluorometil)-3-nitrobenzoato de metila (20)

A um baldo de fundo redondo contendo 19 (0,4000 g; 1,90 mmol) e
diclorometano anidro (5,0 mL) adicionou-se, lentamente, a -78 °C e sob
atmosfera de N, e agitacdo magnética, solucdo de DAST (0,28 mL; 2,09 mmol)
em diclorometano anidro (5,0 mL). A mistura foi aquecida naturalmente até
temperatura ambiente e deixada sob agitacdo magnética e atmosfera de N, por
mais 5 horas. Em seguida adicionou-se solucédo aquosa saturada de NaHCO3
(20 mL) e extraiu-se com diclorometano (2 x 20 mL). A fase organica foi lavada
com agua destilada (20 mL), secada com sulfato de sddio anidro, filtrada e o

solvente removido em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por
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CCS (eluente: hexanos/acetato de etila 9,5:0,5). Obteve-se 0,1200 g de um

sélido esverdeado (30% de rendimento).
F.M.: CgHgO4NF

M.M.: 213,16 g/mol

F.F.: 56,0 — 56,2 °C

IV (¥ lem™): 3089, 3053, 3005 (C-H arom.); 2956, 2925 (C-H); 1726 (C=0);
1625 (C-C arom.); 1527 (ArNO,, N=0O assim.); 1342 (ArNO;, N=O sim.); 1010
(C-F).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-dg; 200 MHz): 8,71 (s; 1H; H-2); 8,42 (d; 1H;
H-6; Js5 = 8,0); 7,96 (d; 1H; H-5, Js6 = 8,0); 5,97 (d; 2H; CHxF; Jchar = 47,6);
3,97 (s; 3H; OCHys).

RMN de *3C (8/ppm; J/Hz; acetona-dgs; 50 MHz): 165,23 (C=0); 139,29 (C-4);
135,32 (C-6); 131,83 (C-1); 128,30 (d; C-5; Jcsr = 17,2); 126,24 (C-2); 82,02
(d; QHzF; JQHZ,F = 170,0), 53,08 (OQH3)

5.2.15 Sintese do acido 4-(fluorometil)-3-nitrobenzéico (21)

A um baldo de fundo redondo foram adicionados 20 (0,0600 g; 0,28 mmol),
THF (4,0 mL) e solucdo aquosa de NaOH 1 mol/L (0,85 mL; 0,84 mmol). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 18 horas. Em seguida, diluiu-
se essa mistura com solucdo aquosa de NaOH 0,1 mol/L (30 mL) e adicionou-

se acetato de etila (30 mL). ApOs extracao, isolou-se a fase aquosa que, em
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seguida, foi acidificada com solucéo aquosa de HCI 2 mol/L até pH 1 e extraida
com acetato de etila (2 x 20 mL). A fase orgéanica foi lavada com dgua destilada
(20 mL), secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido em
evaporador rotatorio. Foi obtido 0,0450 g de um solido amarelo claro (80% de

rendimento).

F.M.: CgHgO4NF
M.M.: 199,14 g/mol
F.F.: 161,2 -162,4°C

IV (7 /em™): 3300-2200 (O-H); 1687 (C=0); 1624 (C-C arom.); 1534 (ArNO,,
N=0 assim.); 1348 (ArNO,, N=0O sim.); 1022 (C-F).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-dg; 200 MHz): 8,73 (s; 1H; H-2); 8,43 (d; 1H;
H-6; Js 5 = 8,0); 7,95 (d; 1H; H-5; Js6 = 8,0); 5,97 (d; 2H; CH.F; Jchz,r = 47,8).

RMN de **C (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 50 MHz): 165,51 (C=0); 146,89 (C-3);
139,32 (d; C-4; Jc.ar = 18,8); 135,60 (C-6); 132,29 (C-1); 128,21 (d; C-5; Jc.s.r =
17,2); 126,47 (C-2); 82,04 (d; CH,F; Jchar = 169,9).

5.2.16 Sintese do &cido 4-(hidroximetil)benzdico (22)

A um baldo de fundo redondo contendo &cido 4-bromometilbenzdico (1,00 g;
4,65 mmol), sintetizado previamente (LOPES, 2012), adicionou-se solucéo
aguosa saturada de Na,COj (28,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacao
magnética a 80 °C por 2 horas. Apos resfriamento até temperatura ambiente,
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acidificou-se com solucdo aquosa de HCIl 2 mol/L até pH 1. Filtrou-se o
precipitado formado lavando com &gua destilada. Foi obtido 0,479 g de um
sélido branco (68% de rendimento).

F.M.: CgHgO3
M.M.: 152,15 g/mol

F.F.: 176,6 — 178,8 °C,; lit.: 180 — 182 °C (TRINCADO et al., 2010).

IV (¥ /em™): 3450-2300 (O-H); 1682 (C=0); 1610, 1576 (C-C arom.); 1292 (C-
0); 1040 (C-O).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDs0D; 200 MHz): 7,99 (d; 2H; H-2; J,3 = 7,2); 7,44
(d; 2H; H-3; J32=7,2); 4,67 (s; 2H; CH,OH).

RMN de 3C (5/ppm; CDs0OD; 50 MHz): 169,79 (C=0); 148,27 (C-4); 130,83 (C-
2); 130,66 (C-1); 127,53 (C-3); 64,58 (CH,OH).

5.2.17 Sintese de 4-(hidroximetil)benzoato de metila (23)

A um bal&o de fundo redondo contendo 22 (0,2000 g; 1,32 mmol), carbonato de
potassio (0,1997 g; 1,45 mmol) e DMF (4,0 mL) adicionou-se iodeto de metila
(0,26 mL; 2,63 mmol). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 2
horas. Em seguida, adicionou-se agua destilada (20 mL) e extraiu-se com
acetato de etila (2 x 20 mL). A fase organica foi lavada com solucdo aquosa

saturada de NaCl (20 mL), secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o
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solvente removido em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por
CCS (eluente: hexanos/acetato de etila 7:3). Obteve-se 0,1662 g de um sélido
branco (76% de rendimento).

F.M.: CgH1003

M.M.: 166,17 g/mol

F.F.: 46,9 — 47,3 °C,; lit.: 46 — 48 °C (SHAIKH et al., 2007).

IV (7 lem™): 3299 (O-H); 3016 (C-H arom.); 2959, 2914, 2861 (C-H); 1719
(C=0); 1613 (C-C arom.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDClz; 200 MHz): 7,98 (d; 2H; H-2; J,3 = 8,0); 7,39
(d; 2H; H-3; J32 = 8,0); 4,73 (s; 2H; CH,OH); 3,89 (s; 3H; OCHy); 2,63 (s; 1H;

OH).

RMN de *C (5/ppm; CDCls; 50 MHz): 167,02 (C=0); 146,07 (C-4); 129,72 (C-
2): 129,09 (C-1); 126,38 (C-3); 64,47 (CH,OH); 52,06 (OCHa).

5.2.18 Sintese do éter bis[(4,4’-metoxicarbonil)fenilmetilico] (24)

© O\CH3
1
2
3
4
O
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A um baldo de fundo redondo contendo 23 (0,1000 g; 0,60 mmol) e
diclorometano anidro (4,0 mL) adicionou-se, lentamente, a -78 °C e sob
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atmosfera de N, e agitacdo magnética, solucdo de DAST (0,095 mL; 0,72
mmol) em diclorometano anidro (4,0 mL). A mistura foi aquecida naturalmente
até temperatura ambiente e deixada sob agitacdo magnética e atmosfera de N
por mais 4 horas. Em seguida, adicionou-se solu¢cdo aquosa saturada de
NaHCO3; (20 mL) e extraiu-se com diclorometano (2 x 20 mL). A fase organica
foi lavada com agua destilada (20 mL), secada com sulfato de sodio anidro,
filtrada e o solvente removido em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi
purificado por CCS (eluente: hexanos/acetato de etila 9,5:0,5). Obteve-se
0,0338 g de um sadlido branco (36% de rendimento).

F.M.: C13H1305
M.M.: 314,33 g/mol
F.F.. 106,1 — 106,7 °C

IV (7 /lem™): 3022 (C-H arom.); 2962, 2924, 2856 (C-H); 1716 (C=0); 1611 (C-C
arom.); 1271, 1103, 1090 (C-O).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 8,04 (d; 4H; H-2; J,3 = 8,4); 7,44
(d; 4H; H-3; J32 = 8,4); 4,63 (s; 4H, CH,0); 3,92 (s; 6H; OCHy).

RMN de 3C (5/ppm; CDCls; 50 MHz): 166,84 (C=0); 143,16 (C-4); 129,74 (C-2
e C-1); 127,23 (C-3); 71,80 (CH,0); 52,05 (OCHs).

5.2.19 Sintese de 4-(difluorometil)benzoato de metila (25)
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Em um baléo de fundo redondo foram adicionados 4-formilbenzoato de metila
(0,3000 g; 1,83 mmol) e DAST (1,2 mL; 9,15 mmol). A mistura permaneceu sob
agitacdo magnética por 18 horas. Em seguida adicionou-se agua destilada (40
mL) e extraiu-se com diclorometano (40 mL). A fase organica foi lavada com
solucédo aquosa saturada de NaHCOg3 (2 x 20 mL), solucdo aquosa saturada de
NaCl (20 mL), secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente
removido em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por CCS
(eluente: hexanos/acetato de etila 9,5:0,5). Obteve-se 0,2340 g de um sdlido

branco (69% de rendimento).

F.M.: C9H302F2

M.M.: 186,16 g/mol

F.F.: 38,7 - 39,1 °C; lit.: 36,5 — 37 °C (FURUYA et al., 2005).

IV (U /em™): 3012 (C-H arom.); 2960, 2854 (C-H); 1717 (C=0); 1582 (C-C
arom.); 1275 (C-0); 1011 (C-F).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 8,13 (d; 2H; H-2; J,3 = 8,0); 7,59
(d; 2H; H-3; J32 = 8,0); 6,69 (t; 1H; CHF2; Jcu, F = 56,0); 3,95 (s; 3H; OCHy).

RMN de *C (8/ppm; J/Hz; CDCls; 50 MHz): 166,22 (C=0); 138,44 (t; C-4);
132,33 (C-1); 129,93 (C-2); 125,62 (C-3); 113,98 (t; CHF3, Jchr = 238,4); 52,34

(OCHa).

5.2.20 Sintese do acido 4-(difluorometil)benzoico (26)

26
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A um baldo de fundo redondo foram adicionados 25 (0,2000 g; 1,07 mmol),
THF (8,0 mL) e solucdo aquosa de NaOH 1 mol/L (3,20 mL; 3,22 mmol). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 18 horas. Em seguida, diluiu-
se a mistura com solucdo aquosa de NaOH 0,5 mol/L (30 mL) e adicionou-se
acetato de etila (30 mL). Apds extracdo, isolou-se a fase aquosa que, em
seguida, foi acidificada com solugéo aquosa de HCI 2 mol/L até pH 1 e extraida
com acetato de etila (2 x 30 mL). A fase organica foi lavada com agua destilada
(30 mL), secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido em
evaporador rotatério. Foi obtido 0,1740 g de um sélido branco (94% de

rendimento).
F.M.: CgHgOsF>
M.M.: 172,13 g/mol

F.F.: 182,6 — 185,0 °C

IV (7 /em™): 3300-2200 (O-H); 1682 (C=0); 1582 (C-C arom.); 1287 (C-O);
1017 (C-F).

RMN de 'H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 8,17 (d; 2H; H-2; J,3 = 7,8);
7,73 (d; 2H; H-3; J32 = 7,8); 7,00 (t; 2H; CHF2; Jcnr = 55,8).

RMN de **C (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 50 MHz): 166,90 (C=0); 139,56 (C-4);
133,71 (C-1); 130,88 (C-2); 126,70 (t; C-3; Jear = 5,9); 115,39 (t; CHF2; Jenr =
235,5).
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5.2.21 Sintese do acido 4-(difluorometil)-3-nitrobenzdico (27)

A um baldo de fundo redondo contendo acido nitrico fumegante (1,5 mL), sob
banho de gelo, adicionou-se o acido 26 (0,0300 g; 0,17 mmol). A mistura
permaneceu sob agitacdo magnética a 0 °C por 3 horas. Em seguida, foram
adicionados gelo pilado e agua destilada (10 mL) e extraiu-se com 30 mL de
acetato de etila. A fase organica foi lavada com agua destilada (2 x 10 mL) e
solucdo aquosa saturada de NaCl (10 mL), secada com sulfato de sodio anidro
e o solvente removido em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado
por CCD em escala preparativa (eluentes: hexanos/acetato de etila/acido
acético 6:3:1). Foi obtido 0,0096 g de um sdlido amarelado (25% de

rendimento).
F.M.: CgHsFoNO,4
M.M.: 217,13 g/mol

F.F.:122,0-123,6 °C

IV (7 lem™): 3625-2300 (O-H); 1698 (C=0); 1542 (ArNO,, N=O assim.); 1292
(ArNO2, N=0O sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-dg; 400 MHz): 8,71 (s; 1H; H-2); 8,50 (d; 1H;
H-6; Je5 = 8,0); 8,09 (d; 1H; H-5; Js 6 = 8,0); 7,52 (t; 1H; CHF>; Jch.r = 54,0).
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RMN de **C (8/ppm; J/Hz; acetona-dg; 100 MHz): 165,07 (C=0); 148,55 (C-3;
deteccao indireta); 135,63 (C-6); 135,19 (C-1); 133,46 (C-4); 128,65 (t; C-5; Jc.
5F = 8,4); 126,76 (C-Z), 111,94 (t; QHFZ; JQH,F = 237,4)

5.2.22 Sintese de N-[4-(clorometil)-3-nitrobenzoiloxi]succinimida (29)

o)
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A um baldo de fundo redondo foram adicionados o acido 4-bromometil-3-
nitrobenzéico (0,3 g, 1,15 mmol), sintetizado previamente (LOPES, 2012), NHS
(0,212 g, 1,85 mmol), EDC (0,354 g, 1,85 mmol) e diclorometano (6 mL). A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 4 horas. Em seguida
adicionaram-se ao baldo 50 mL de diclorometano e a solugéo foi vertida em
funil de separacao. A fase organica foi lavada com solucao saturada de cloreto
de sédio (3 x 50 mL), secada com sulfato de sédio anidro e o solvente foi
removido em evaporador rotatorio. Obteve-se 0,333 g de um solido amarelado

(92% de rendimento).

F.M.: C12H906N2C|

M.M.: 312,66 g/mol

IV (7 flem™): 2996, 2953 (C-H); 1770 (C=0 succinimida); 1730 (C=0 de éster);
1618 (C-C arom.); 1533 (ArNO,, N=0O assim.); 1348 (ArNO,, N=0O sim.); 1200
(C-0).
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5.2.23 Sintese de 4-(clorometil)-3-nitro-N-isopropilbenzamida (30)

H
O«__N
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A um baldo de fundo redondo contendo solucdo de 29 (0,1000 g; 0,32 mmol)
em diclorometano (2 mL) adicionou-se, gota a gota, solugcéo de isopropilamina
(0,0380 g; 0,64 mmol) em diclorometano (2 mL). A mistura permaneceu sob
agitacdo magnética por 4 horas. Em seguida adicionou-se acetato de etila (40
mL) e a solucdo foi vertida em funil de separacdo. A fase organica foi lavada
com solucdo aquosa de HCI 0,1 mol/L (3 x 30 mL), solu¢do aquosa saturada de
NaHCO3; (20 mL), &gua destilada (20 mL), secada com sulfato de sodio anidro
e 0 solvente foi removido em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi
purificado por CCS (eluente: hexanos/acetato de etila 7:3). Obteve-se 0,0309 g
de um sdlido branco (38% de rendimento).

F.M.: C11H1303N2C|
M.M.: 256,69 g/mol
F.F.. 106,5-108,0 °C

IV (7 lem™): 3297 (N-H); 3085 (C-H arom.); 2978 (C-H); 1636 (C=0); 1521
(ArNO2, N=0 assim.); 1340 (ArNO2, N=0O sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 8,39 (d; 1H; H-2; J,¢ = 1,6); 8,05
(dd; 1H; H-6; Js 2 = 1,6; Js5 = 8,0); 7,74 (d; 1H; H-5; J56 = 8,0); 6,45 (d; 1H; NH;
Inmen = 6,2); 4,96 (s; 2H; CH.CI); 4,28 (0; 1H; CH; Jch.chs = 6,6); 1,28 (d; 6H;
CHs; Jen.chs = 6,6).
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RMN de *C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 163,71 (C=0); 147,70 (C-3); 136,28 (C-
4); 135,01 (C-1); 132,06 (C-6); 131,88 (C-5); 123,52 (C-2); 42,49 (CH); 42,31
(CH,CI); 22,58 (CHs).

5.2.24 Sintese de N-benzil-4-(clorometil)-3-nitrobenzamida (31)

A um baldo de fundo redondo contendo solu¢do de 29 (0,1000 g; 0,32 mmol)
em diclorometano (2 mL) adicionou-se, gota a gota, solucdo de benzilamina
(0,0450 g; 0,42 mmol) em diclorometano (2 mL). A mistura permaneceu sob
agitacdo magnética por 4 horas. Em seguida adicionou-se acetato de etila (40
mL) e a solucao foi vertida em funil de separacéo. A fase organica foi lavada
com solucdo aquosa de HCI 0,1 mol/L (3 x 30 mL), solu¢do aquosa saturada de
NaHCO3; (20 mL), 4gua destilada (20 mL), secada com sulfato de sodio anidro
e o solvente foi removido em evaporador rotatério. O residuo obtido foi
purificado por CCS (eluente: hexanos/acetato de etila 7,5:2,5). Obteve-se
0,0366 g de um sdlido branco (38% de rendimento).

F.M.: C15H1303N2C|

M.M.: 304,73 g/mol

F.F.: 98,4 —-98,7 °C

IV (7 /em™): 3300 (N-H); 3064, 3031 (C-H arom.); 2926, 2870 (C-H); 1640
(C=0); 1525 (ArNO,, N=0 assim.); 1345 (ArNO;, N=0O sim.).
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RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-dg; 200 MHz): 8,64 (sl; 1H; NH); 8,58 (d; 1H;
H-2; J,6 = 1,6); 8,29 (dd; 1H; H-6; Js2 = 1,6; Js5 = 8,0); 7,89 (d; 1H; H-5; Js6 =
8,0); 7,40-7,24 (m; 5H; H-8, H-9 e H-10); 5,10 (s; 2H; CH.Cl); 4,63 (d; 2H;
CH2NH; Jchznn = 5,8).

RMN de *3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 164,77 (C=0); 149,05 (C-3); 139,91
(C-7); 137,13 (C-4); 135,79 (C-1); 133,04 (C-6); 129,20, 128,49 e 127,87 (C-5,
C-8, C-9 e C-10); 124,78 (C-2); 44,24 (CH,NH); 42,98 (CH,CI).

5.2.25 Sintese de 3-(2-(4-nitrofenil)hidrazono)butan-1-ol (32)

A um baldo de fundo redondo contendo 4-nitrofenilhidrazina (0,2000 g; 1,31
mmol), 4-hidroxi-2-butanona (0,1841; 2,09 mmol) e etanol (4 mL) adicionou-se
acido acético glacial (0,016 mL; 0,26 mmol). A mistura permaneceu sob
agitacdo magnética e refluxo por 3 horas. Apos resfriamento, removeu-se o
solvente em evaporador rotatério e ao residuo obtido adicionou-se acetato de
etila (30 mL). A fase organica foi lavada com agua destilada (2 x 20 mL),
secada com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente removido em
evaporador rotatério. O produto obtido foi purificado por CCS (eluentes:
hexanos/acetato de etila 8:2, 7:3 e 6:4). Obteve-se 0,1030 g de um sdlido

alaranjado (35% de rendimento).

F.M.: C]_OH1303N3

M.M.: 223,23 g/mol

F.F.:122,0-124,2°C
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IV (7 /em™): 3232 (N-H, O-H); 3061 (C-H arom.); 2956, 2909 (C-H); 1640
(C=0); 1501 (ArNO2, N=0O assim.); 1321 (ArNO,, N=0O sim.); 1054 (C-0O).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 9,19 (s; 1H; NH); 8,09 (d; 2H;
H-2; J2,3 = 8,0); 7,19 (d, 2H, H-3; J3,2 = 8,0); 3,84 (t; 2H, CﬂzOH, JCﬂZOH,CCﬂZ =
6,0); 2,55 (t; 2H; CCHo; Jcchz, cheon = 6,0); 2,00 (s; 3H; CHs).

RMN de *3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 152,57 (C=N); 150,79 (C-4); 139,78
(C-1); 126,49 (C-2); 112,22 (C-3); 60,03 (CH,0OH); 42,61 (CCH,); 15,90 (CHa).

5.2.26 Sintese de 3-metil-1-(4-nitrofenil)-4,5-diidropirazol (35)

A um baldo de fundo redondo contendo a cetona 36 (0,2000 g; 0,99 mmol), 4-
nitrofenilhidrazina (0,1515 g; 0,99 mmol) e tolueno (5 mL) adicionou-se
pTSA.H,O (0,2069 g; 1,09 mmol). A mistura permaneceu sob agitacao
magnética e refluxo por 2 horas. O solvente foi removido em evaporador
rotatério e o residuo obtido foi purificado por CCS (eluentes: hexanos/acetato
de etila 9:1 e 8:2). Foi obtido 0,0555 g de um sélido amarelo (27% de

rendimento).

F.M.: C10H11N302

M.M.: 205,21 g/mol

F.F.: 144,8 — 146,8 °C; lit.: 152 °C (ELGUERO e JACQUIER, 1966).
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IV (¥ lem™): 2923, 2876 (C-H); 1484 (ArNO,, N=O assim.); 1296 (ArNO,, N=O

sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCl3; 200 MHz): 8,12 (d; 2H; H-2; J,5 = 10,0); 6,88
(d; 2H; H-3; J32 = 10,0); 3,81 (t; 2H; H-5; Js6 = 9,5); 2,98 (t; 2H; H-6; Js5 = 9,5);
2,13 (s; 3H; CHa).

RMN de **C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 154,96 (C-7); 149,61 (C-4); 138,31 (C-1);
126,09 (C-2); 110,69 (C-3); 46,63 (C-5); 36,48 (C-6); 15,98 (CHs).

5.2.27 Sintese de 4-(terc-butildimetilsililoxi)-2-butanona (36)
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A um baldo de fundo redondo contendo 4-hidoxi-2-butanona (0,5000 g; 5,68
mmol) e imidazol (0,4255 g; 6,25 mmol) em THF (4 mL) adicionou-se solucdo
de cloreto de tert-butildimetilsilano (0,9421 g; 6,25 mmol) em THF (4 mL) sob
banho de gelo e agitacdo magnética. Apos a adicdo a mistura permaneceu sob
agitacdo a temperatura ambiente por 18 horas. Ao final da reacdo secou-se o
solvente em evaporador rotatdrio e adicionou-se éter etilico. A fase organica foi
lavada com agua destilada (2 x 20 mL), secada com sulfato de sédio anidro e o
solvente removido em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por
CCS (eluente: hexanos/acetato de etila 97,5:2,5). Obteve-se 0,4111 g de um

6leo amarelado (36% de rendimento).

F.M.: Clonzozsi

M.M.: 202,37 g/mol

IV (& fem™): 2955, 2930, 2886, 2857 (C-H); 1716 (C=0); 1101 (C-O).



136

5.2.28 Sintese de 5-etoxi-3-metil-1-fenilpirazol (38)

A um baldo de fundo redondo contendo acetoacetato de etila (0,2000 g; 1,54
mmol), fenilhidrazina (0,1661 g; 1,54 mmol) e tolueno (5 mL) adicionou-se
pTSA.H,O (0,3215 g; 1,69 mmol). A mistura permaneceu sob agitacéo
magnética e refluxo por 3 horas. O solvente foi removido em evaporador
rotatorio e o residuo obtido foi purificado por CCS (eluente: hexanos/acetato de
etila 95:5). Foi obtido 0,0245 g de um 6leo amarelado (8% de rendimento).

F.M.: C12H14N20

M.M.: 202,25 g/mol

v (v /cm'l): 2982, 2933 (C-H); 1141, 1048 (C-0).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 7,70 (d; 2H; H-3; Js» = 8,0); 7,39 (t;
2H; H-2; J,1 = J23=8,0); 7,22 (t; 1H; H-1; J;» = 8,0); 5,47 (s; 1H; H-6); 4,13 (q;
2H; H-8; Jg 9 = 6,8); 2,27 (s; 3H; CH3); 1,43 (t; 3H; H-9; Jos = 6,8).

RMN de C (8/ppm; CDClI3; 50 MHz): 154,80 (C-5); 148,69 (C-7); 138,75 (C-4);

128,68 (C-2); 125,67 (C-1); 121,72 (C-3): 86,21 (C-6); 67,73 (C-8): 14,58, 14,49
(C-9 e CHa).
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5.2.29 Sintese de 1-fenil-2-propan-2-ilideno hidrazina (40)

A um baldo de fundo redondo contendo fenilhidrazina (1,00 g; 9,26 mmol),
acetona (0,6444 g; 0,011 mol) e etanol (10 mL), adicionou-se &cido acético
glacial (4 gotas). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 2 horas.
ApoOs remocdo do solvente em evaporador rotatorio, obteve-se 1,58 g do

produto que foi utilizado na etapa seguinte sem purificacéo prévia.
F.M.: C9H12N2

M.M.: 148,20 g/mol

IV (¥ /em™): 3347 (N-H); 3054 (C-H arom.); 2984, 2936, 2909 (C-H).

5.2.30 Sintese de 2-metilindol (41)

A um baldo de fundo redondo contendo a hidrazona 40 (0,4000 g; 2,70 mmol)
adicionou-se PPA (4,0 g). A mistura foi mantida a 100 °C e agitacdo manual
(com bastdo de vidro) por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados gelo
pilado e agua destilada (20 mL) e extraiu-se com acetato de etila (2 x 40 mL). A
fase orgéanica foi secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente

removido em evaporador rotatério. O produto obtido foi purificado por CCS



138

(eluente: hexanos/acetato de etila 97:3). Obteve-se 0,1057 g de um sdlido

amarelado (30% de rendimento).

F.M.: CoHgN

M.M.: 131,17 g/mol

F.F.: 53,8 — 55,6 °C; lit.: 56 — 59 °C (KISSMAN et al., 1952).
IV (7 flem™): 3321 (N-H); 3076 (C-H arom.); 2909 (C-H).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDCls; 200 MHz): 7,74 (s; 1H; NH); 7,59 (dd; 1H; H-6;
Jes = 5,0; Js4 = 3,0); 7,32-7,13 (m; 3H; H-3, H-4 e H-5); 6,28 (s; 1H; H-2); 2,45
(s; 3H; CHa).

RMN de **C (8/ppm; CDCls; 50 MHz): 135,96 (C-8); 135,05 (C-1); 128,96 (C-7);
120,83 (C-5); 119,54 (C-3 e C-4); 110,19 (C-6); 100,25 (C-2); 13,58 (CHs).

5.2.31 Sintese de 2-metil-5-nitroindol (42)

02N4 72
m
5 N
6 °H

42

A um baldo de fundo redondo contendo 41 (2,0 g; 0,015 mol) e H;SO,4
concentrado (8 mL) a 0 °C, adicionou-se, lentamente, solu¢cdo de NaNO3 (1,30
g; 0,015 mol) em H,SO,4 concentrado (8 mL). Ap6s a completa adi¢do, a
mistura foi mantida a 0 °C e agitagdo magnética por mais 5 minutos. Em
seguida adicionou-se gelo pilado e filtrou-se a vacuo lavando com &agua
destilada. Ao solido obtido adicionou-se diclorometano e filtrou-se lavando

exaustivamente com mais diclorometano. O filtrado foi evaporado em
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evaporador rotatério obtendo-se 1,70 g de um sélido amarelo (63% de

rendimento).
F.M.: CgHgN>O»
M.M.: 176,17 g/mol

F.F.: 168,1 — 170,1 °C; lit.. 176 — 176,5 °C, 171,5 — 172,5 °C (NOLAND et al.,
1963).

IV (¥ /em™): 3318 (N-H); 2920 (C-H); 1469 (ArNO,, N=O assim.); 1314 (ArNO,,
N=0O sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 10,76 (s; 1H; NH); 8,41 (d; 1H;
H-3; J35 = 2,0); 7,95 (dd; 1H; H-5; Js3 = 2,0; Js56 = 8,5); 7,44 (d; 1H; H-6; Je5 =

8,5); 6,43 (s; 1H; H-2); 2,47 (s; 3H; CHy).

RMN de *3C (8/ppm; acetona-ds; 50 MHz): 142,18 (C-8); 140,61 (C-1 e C-4);
129,35 (C-7); 116,67 (C-3 e C-5); 111,27 (C-6); 102,67 (C-2); 13,52 (CHa).

5.2.32 Sintese de 2-metil-3-carboxaldeido-5-nitroindol (43)

A um baldo de fundo redondo contendo dimetilformamida (1,5 mL) a 0 °C,
adicionou-se, lentamente, POCI; (0,53 mL; 5,68 mmol) sob agitacdo magnética.
Em seguida, uma solugdo do indol 42 (0,000 g; 0,57 mmol) em
dimetilformamida (1,5 mL) foi adicionada lentamente a mistura resfriada. Apos
a adicdo, aqueceu-se a reacdo até 35 °C e assim permaneceu sob agitacao

magnética por 1 hora. ApGs resfriamento, adicionou-se, cuidadosamente, gelo
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pilado e solucdo de NaOH 5 mol/L até pH ~ 4. Em seguida a mistura
permaneceu sob refluxo e agitacgdo magnética por 30 minutos. Apos
resfriamento filtrou-se o precipitado formado, a vacuo, lavando com agua
destilada. O produto obtido foi purificado por CCS (eluentes: hexanos/acetato
de etila 8:2, 7:3, 1.1, acetato de etila 100% e acetato de etila com 10% de

metanol). Obteve-se 0,071 g de um sélido amarelo (61% de rendimento).
F.M.: C10HgN2O3
M.M.: 204,18 g/mol

F.F.: deg. ~ 290 °C; lit.: 322 — 324 °C (KRICHEVSKII et al., 1990).

IV (7 lem™): 3156 (N-H); 1633 (C=0); 1465 (ArNO, N=0 assim.); 1335 (ArNO,,
N=0O sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; DMSO-ds; 200 MHz): 12,57 (s; 1H; NH); 10,09 (s; 1H;
CHO); 8,83 (d; 1H; H-3; J35 = 2,0); 8,04 (dd; 1H; H-5; J53 = 2,0; J56 = 9,0); 7,53
(d; 1H; H-6; Je 5 = 9,0); 2,72 (s; 3H; CHy).

RMN de *3C (8/ppm; DMSO-ds; 50 MHz): 184,90 (CHO): 152,03 (C-8); 142,64
(C-4); 138,74 (C-1); 124,93 (C-7); 118,17 (C-3); 116,06 (C-5); 114,58 (C-2);
111,97 (C-6); 11,63 (CHs).

5.2.33 Sintese de (2-metil-5-nitroindol-3-il)metanol (44)

OH
02N4372
A
5 N
® H

6

44

A um baldo de fundo redondo contendo solucdo do indol 43 (0,1000 g; 0,49
mmol) em metanol (4 mL) e THF (4 mL) adicionou-se NaBH, (0,1112 g; 2,94
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mmol) sob banho de gelo e agitacdo magnética. Apés a adicdo, removeu-se 0
banho de gelo e a mistura permaneceu sob agitagdo por mais 1 hora. Em
seguida, o volume do solvente foi reduzido em evaporador rotatério e
adicionou-se gelo pilado. O precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado
com agua destilada. Foi obtido 0,0903 g de um sdlido alaranjado (89% de

rendimento).

F.M.: C10H10N>0O3

M.M.: 206,20 g/mol

F.F.:170,8-171,6 °C

IV (7 /lcm™): 3600-2990 (N-H e O-H); 2923 (C-H); 1470 (ArNO,, N=O assim.);
1303 (ArNO,, N=0O sim.); 1069 (C-0).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDs0D; 200 MHz): 8,42 (d; 1H; H-3; J35 = 2,5); 7,86
(dd; 1H; H-5; Js3 = 2,5; Js6 = 9,5); 7,21 (d; 1H; H-6; Js5 = 9,5); 4,67 (s; 2H;
CH,0H); 2,36 (s; 3H; CHa).

RMN de 3C (5/ppm; CD3OD; 50 MHz): 142,41 (C-8); 140,25 (C-4); 138,93 (C-
1); 129,01 (C-7); 117,27 (C-3); 115,92 (C-5); 114,23 (C-2); 111,29 (C-6); 55,01
(CH20H); 11,26 (CHs).
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5.2.34 Sintese de 2-metil-3-(dietilaminometil)-5-nitroindol (45) e de 3,3’-
[bis(metileno)]-2-metil-5-nitroindol (46)

A um baldo de fundo redondo contendo dietilamina (0,41 mL; 3,98 mmol)
adicionou-se &cido aceético (5 mL) sob banho de gelo e agitacdo magnética. Em
seguida adicionou-se solucdo aquosa de formaldeido 35% p/v (0,34 mL; 3,98
mmol). Apdés 5 minutos, adicionou-se o indol 42 (0,5000 g; 2,84 mmol) e a
reacdo foi mantida sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente por 2
horas. Em seguida, foram adicionados gelo pilado e solu¢do de NaOH 5 mol/L
até pH ~10 e extraiu-se com acetato de etila (40 mL). A fase organica foi
lavada com agua destilada (20 mL), secada com sulfato de sodio anidro,
filtrada e o solvente removido em evaporador rotatorio. O produto obtido foi
purificado por CCS (eluentes: acetato de etila/metanol 100 a 0%). Obteve-se
0,4941 g de 45 na forma de um solido alaranjado (67% de rendimento). O
composto 46 também foi isolado como um soélido amarelo (16% de

rendimento).

Dados de 45:

F.M.: C14H19N302

M.M.: 261,32 g/mol

F.F.:124,4 - 126,7 °C
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IV (7 fem™®): 3333 (N-H); 2974, 2922, 2816 (C-H); 1467 (ArNO,, N=O assim.);
1312 (ArNO,, N=0O sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; CDs0D; 200 MHz): 8,42 (d; 1H; H-3; Js5 = 2,0); 7,85
(dd; 1H; H-5; Js 3 = 2,0; Js 6 = 8,0); 7,22 (d; 1H; H-6; Js5 = 8,0); 3,63 (s; 1H; H-9);
2,51 (qg; 4H; H-10; Ji011 = 6,85); 2,34 (s; 3H; CHs); 1,03 (t; 6H; H-11; Ji110 =
6,85).

RMN de *C (6/ppm; CD30D; 50 MHz): 142,60 (C-8); 140,95 (C-4); 140,30 (C-
1); 129,54 (C-7); 117,52 (C-3); 116,09 (C-5); 111,59 (C-6); 108,50 (C-2); 47,88,
47,66 (C-9 e C-10); 11,89, 10,02 (C-11 e CHy3).

Dados de 46:

F.M.: C19H16N4O4

M.M.: 364,35 g/mol

F.F.: deg. ~ 330 °C; lit.: > 350 °C (NOLAND e RUSH, 1963).

IV (¥ /lcm™): 3360 (N-H); 2909 (C-H); 1470 (ArNO,, N=0 assim.); 1323 (ArNO,
N=0O sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; DMSO-ds; 200 MHz): 11,61 (s; 2H; NH); 8,20 (s; 2H;
H-3); 7,87 (d; 2H; H-5; Js6 = 8,0); 7,38 (d; 2H; H-6; Js 5 = 8,0); 4,15 (s; 2H; H-9);
2,50 (s; 6H; CHy).

RMN de *C (8/ppm; DMSO-dg; 50 MHz): 139,89 (C-8); 138,56 (C-4); 135,80
(C-1); 127,47 (C-7); 115,67 (C-3); 114,51 (C-5); 111,96 (C-2): 110,69 (C-6);
18,58 (C-9): 11,58 (CHa).
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5.2.35 Sintese de 2-(2-metil-5-nitroindol-3-il)acetonitrila (47)

CN
02N4 3 72
\[I\</1
5 N
® H

6

47

A um baldo de fundo redondo contendo solucao do indol 45 (0,1000 g; 0,38
mmol) em DMF (3 mL) adicionou-se solucao de KCN (0,0747 g; 1,15 mmol) em
agua destilada (3 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética a 90 °C
por 4 horas. Apés resfriamento, adicionou-se 4gua destilada (20 mL) e extraiu-
se com 40 mL de acetato de etila. A fase organica foi lavada com &gua
destilada (2 x 20 mL), secada com sulfato de sodio anidro e o solvente
removido em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por CCS
(eluentes: hexanos/acetato de etila 8:2 e 7:3). Foi obtido 0,0367 g de um sélido
alaranjado (45% de rendimento).

F.M.: C11H9N302
M.M.: 215,21 g/mol

F.F.: 180,5 — 182,7 °C; lit.: 185 — 186°C (NOLAND e RUSH, 1963).

IV (7 lem™): 3303 (N-H); 2922 (C-H); 2255 (C-N); 1471 (ArNO,, N=O assim.);
1330 (ArNO2, N=0O sim.).

RMN de *H (8/ppm; J/Hz; acetona-ds; 200 MHz): 10,93 (s; 1H; NH); 8,58 (d; 1H;
H-3; J35 = 2,0); 8,00 (dd; 1H; H-5; Js3 = 2,0; Js56 = 8,0); 7,48 (d; 1H; H-6; Je5 =
8,0); 4,09 (s; 2H; H-9); 2,52 (s; 3H; CHa3).

RMN de *3C (8/ppm; acetona-dg; 50 MHz): 142,33 (C-8); 139,52 (C-4); 138,51
(C-1); 127,75 (C-7); 118,92 (CN); 117,37 (C-3); 115,02 (C-5); 111,76 (C-6);
103,71 (C-2); 12,58 (C-9); 11,43 (CHy).
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizadas 47 substancias (15 inéditas), que
representam uma grande diversidade estrutural, tais como derivados nitrados e
nao-nitrados contendo anel benzeno, tetrazol, quinolina e indol. Os derivados
que apresentam o anel benzeno foram sintetizados a partir do &cido p-toltico,
utilizando reac6es como bromacéo radicalar, fluoracdo, nitracao, formacao de
amida, dentre outras. Os anéis heteroaromaticos foram construidos por meio
de reag0Oes classicas da quimica de heterociclos. O anel tetrazol foi sintetizado
a partir do derivado ciano correspondente, por reacdo com azida de sodio.
Para a sintese do anel quinolinico, utilizou-se a reacdo de Skraup. Ja o indol foi
sintetizado pelo método de Fischer. Uma vez sintetizados os heterociclos,
reacoes adicionais foram conduzidas para obtencédo dos derivados planejados.

Os compostos foram obtidos com rendimentos na faixa de 8 a 98%.

Dentre 0s compostos que apresentaram atividade citotoxica contra linhagens
de células tumorais, destacam-se a quinolina 5, o derivado dinitrado 18 e a
amida 31. Todos esses compostos apresentam um bom grupo abandonador na
posicdo benzilica (Br ou Cl), o que parece confirmar o mecanismo de a¢ao por
meio de alquilacdo. Apesar de ndo apresentarem seletividade para o modelo
de hipOxia, esses compostos sd0 promissores como agentes antitumorais per
se, com valores de Clsp na faixa de micromolar baixo. Além disso, essas
substancias foram mais citotoxicas para as células tumorais, comparado as

células normais (VERO), indicando seletividade.

Apesar de apresentarem baixa poténcia, os nitroindbis 42, 44 e 47 e a
nitroquinolina 4 se mostraram mais efetivos no modelo de hipdxia (cultura 3D),
comparado ao modelo de normoxia (cultura 2D), um indicativo da biorreducéo
do grupo nitro. Esses compostos podem ser utilizados como prototipos na
sintese de analogos apresentando melhores resultados de atividade e

seletividade para células em hipdxia.
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Os resultados obtidos neste trabalho sdo de fundamental importancia para o
planejamento e direcionamento dos estudos para o desenvolvimento de novos

compostos como agentes biorredutiveis para o tratamento do cancer.
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APENDICE A — Espectros no IV e de RMN

Figura A.1 - Espectro no infravermelho de 1.
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Figura A.3 — Espectro de RMN de **C de 1 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.5 — Espectro de RMN de 'H de 3 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.7 — Espectro no infravermelho de 4.

161

96,0
. Wm
1987
3043
2926 1570
85 1596
80 704
75 NO,
4 3
%T 8
5 X 2 !
70 g
6 ~ 1 739
9°N
65 7
CHj
60 |
831
134 784
% *r 812
51,0
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1
Figura A.8 — Espectro de RMN de 'H de 4 (200 MHz, CDCls).
g TE 2% N
NO,
4 3
8
5 X 2
6 S N/ 1
7
CH;
|
[
M
o o - o
9.‘5 9‘0 8.‘5 8.‘0 7‘.5 7.‘0 6‘.5 6.‘0 STS 5.‘0 415 4‘.0 3.‘5 3‘.0 2.‘5 2‘.0 l.‘S 110 ppm




162

Figura A.9 — Espectro de RMN de **C de 4 (50 MHz, CDCls).
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Figura A.11 - Espectro de RMN de 'H de 5 (200 MHz, CDCly).
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Figura A.13 - Espectro no infravermelho de 7.
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Figura A.15 - Espectro de RMN de “*C de 7 (50 MHz, acetona-ds).
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Figura A.17 - Espectro de RMN de ‘H de 9 (200 MHz, DMSO-d)
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Figura A.19 - Espectro no infravermelho de 10.
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Figura A.21 — Espectro no infravermelho de 12.
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Figura A.23 - Espectro de RMN de **C de 12 (50 MHz, acetona-dg).
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Figura A.25 - Espectro de RMN de *H de 16 (200 MHz, acetona-ds).
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Figura A.27 — Espectro no infravermelho de 17.
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Figura A.29 - Espectro de RMN de **C de 17 (50 MHz, CDCly).
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Figura A.31 - Espectro de RMN de ‘H de 18 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.33 - Espectro no infravermelho de 19.
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Figura A.34 - Espectro de RMN de 'H de 19 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.35 - Espectro de RMN de **C de 19 (50 MHz, CDCly).
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Figura A.36 - Espectro no infravermelho de 20.
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Figura A.37 - Espectro de RMN de *H de 20 (200 MHz, acetona-ds).
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Figura A.39 - Espectro no infravermelho de 21.
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Figura A.40 - Espectro de RMN de 'H de 21 (200 MHz, acetona-ds).
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Figura A.41 - Espectro de RMN de **C de 21 (50 MHz, acetona-dg).
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Figura A.42 - Espectro no infravermelho de 22.
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Figura A.43 - Espectro de RMN de 'H de 22 (200 MHz, CD;0D).
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Figura A.44 - Espectro de RMN de "*C de 22 (50 MHz, CD;0D).
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Figura A.45 - Espectro no infravermelho de 23.
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Figura A.46 - Espectro de RMN de 'H de 23 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.47 - Espectro de RMN de **C de 23 (50 MHz, CDCly).
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Figura A.49 - Espectro de RMN de 'H de 24 (50 MHz, CDCly).
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Figura A.51 — Espectro no infravermelho de 25.

183

98,0
95
1948
90
85
80
75
O._0O.
CHs
70
1 ]1 81
2
%T 65 1440
6!
3 194
60 h
4 ! 84
1215 {
55 957 811
F7OF
50 I 861
1717 111 850
1071
45
770
40 12‘75
1o 708
34,0 . . . . . . . . . . . §
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1
H 1
Figura A.52 - Espectro de RMN de "H de 25 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.53 - Espectro de RMN de **C de 25 (50 MHz, CDCly).
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Figura A.54 - Espectro no infravermelho de 26.
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Figura A.55 - Espectro de RMN de *H de 26 (200 MHz, acetona-ds).
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Figura A.56 — Espectro de RMN de *C de 26 (50 MHz, acetona-dg).
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Figura A.57 — Espectro no infravermelho de 27.
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Figura A.58 — Espectro de RMN de 'H de 27 (400 MHz, acetona-ds).
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Figura A.59 - Espectro de RMN de **C de 27 (100 MHz, acetona-dg).
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Figura A.60 — Mapa de contornos HMBC de 27 (400 MHz, acetona-ds).
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Figura A.61 — Espectro no infravermelho de 30.
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Figura A.62 - Espectro de RMN de *H de 30 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.63 - Espectro de RMN de **C de 30 (50 MHz, CDCly).
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Figura A.64 — Espectro no infravermelho de 31.
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Figura A.65 - Espectro de RMN de *H de 31 (200 MHz, acetona-ds).
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Figura A.66 — Espectro de RMN de *C de 31 (50 MHz, acetona-dg).
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Figura A.67 — Espectro no infravermelho de 32.
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Figura A.68 — Espectro de RMN de 'H de 32 (200 MHz, acetona-ds).
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Figura A.69 - Espectro de RMN de **C de 32 (50 MHz, acetona-dg).
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Figura A.71 - Espectro de RMN de 'H de 35 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.73 — Espectro no infravermelho de 36.
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Figura A.74 — Espectro no infravermelho de 38.
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Figura A.75 - Espectro de RMN de 'H de 38 (200 MHz, CDCls).
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Figura A.76 — Espectro de RMN de **C de 38 (50 MHz, CDCl5).
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Figura A.77 — Espectro no infravermelho de 40.
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Figura A.78 — Espectro no infravermelho de 41.
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Figura A.80 - Espectro de RMN de **C de 41 (50 MHz, CDCl5).
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Figura A.81 - Espectro no infravermelho de 42.
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Figura A.82 - Espectro de RMN de 'H de 42 (200 MHz, acetona-ds).
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Figura A.83 - Espectro de RMN de **C de 42 (50 MHz, acetona-dg).
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Figura A.84 — Espectro no infravermelho de 43.
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Figura A.85 - Espectro de RMN de 'H de 43 (200 MHz, DMSO-dj).
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Figura A.87 —Espectro no infravermelho de 44.
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Figura A.89 - Espectro de RMN de **C de 44 (50 MHz, CD;0OD).
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Figura A.90 - Espectro no infravermelho de 45.
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Figura A.91 - Espectro de RMN de ‘H de 45 (200 MHz, CD;0D).
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Figura A.92 - Espectro de RMN de *°C de 45 (50 MHz, CD;0D).
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Figura A.93 - Espectro no infravermelho de 46.
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Figura A.94 — Espectro de RMN de "H de 46 (200 MHz, DMSO-dj).

G 82898 9 2
~ WS~ NN < N
| IRYARY | |
T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 3 2 1 ppm




Figura A.95 - Espectro de RMN de **C de 46 (50 MHz, DMSO-dg).
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Figura A.96 - Espectro no infravermelho de 47.
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Figura A.97 - Espectro de RMN de 'H de 47 (200 MHz, acetona-ds).
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Figura A.98 - Espectro de RMN de *°C de 47 (50 MHz, acetona-d).
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