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RESUMO

A palavra cancer ¢ utilizada para designar um conjunto de mais de 100 doengas
diferentes que tém, em comum, o crescimento desordenado de células anormais que invadem
tecidos e oOrgdos, e ¢ considerada pela Organizagdo Mundial da Saude um dos maiores
problemas de satde enfrentados pela humanidade neste século. As deubiquitinases (cisteino
proteases) encontram-se hoje como possiveis alvos terapéuticos no tratamento contra o
cancer. Estas enzimas sdo responsaveis pela regulagdo de diversos processos celulares, dentre
estes, o processo de multiplicagdo celular. Deste modo, o presente trabalho propde o
planejamento e a sintese de moléculas capazes de modular a acdo destas enzimas, com a
finalidade de impedir a proliferagdo de células tumorais. As moléculas aqui descritas sdo da
classe das imidazolonas e foram planejadas a partir da classe das tirfostinas, que sao
comprovadamente ativas sobre linhagens celulares de leucemia mieldide cronica. Portanto,
este trabalho tem por objetivo sintetizar as imidazolonas planejadas como inibidoras de
deubiquitinases e avaliar farmacologicamente a atividade biologica desta classe frente a
diferentes linhagens de células leucémicas. Foram sintetizadas 3 séries de imidazolonas,
estruturalmente relacionadas, para estudos de SAR através da reagcdo de Erlenmeyer, seguida
de reacdo com anilina e benzilamina em meio de piridina, e 4cido acético, que se demonstrou
essencial para esta sintese. Foi observada a formagdo de mistura diastereoisomérica para
alguns produtos sintetizados, sendo que suas propor¢des isoméricas foram determinadas
através da anélise de espectros de RMN 'H, variando entre 85-100% para o isdmero Z, que foi
caracterizado por experimento de RMN de Bc acoplado a hidrogénio a longa distancia.
Algumas imidazolonas foram selecionadas para avaliacdo de atividade antitumoral através de
ensaio colorimétrico de MTT. A eficacia dos produtos avaliados foi determinada através da
observacdo dos valores de viabilidade celular na maior concentracdo testada, de S0uM, em
culturas de células leucémicas de duas linhagens diferentes, a K562 e Lucena-1. A viabilidade
destas c¢lulas variou entre 61,4-6,1%. As poténcias foram determinadas e os resultados
variaram entre 57,8-20,4uM. Os produtos com os melhores resultados de atividade
antitumoral foram 39h e 41a que apresentaram viabilidade celular de 16,7% e 19,7% para a
K562, respectivamente, e 6,1% e 13,7% para a Lucena-1. Estes apresentaram CEsy de 20,4pM
para o produto 39h e 24,1pM para o produto 41a, frente a K562, e 22,7uM para o produto
39h e 25uM pra o produto 41a, frente a Lucena-1. Observou-se que os resultados de atividade
antitumoral para as duas linhagens celulares foi similar tanto em poténcia quanto em eficicia
maxima, fato que ndo era esperado, ja que a linhagem Lucena-1 apresenta fator de resisténcia
a multiplas drogas. Deste modo, os resultados obtidos tornam as séries das imidazolonas
propostas neste trabalho interessantes como novos compostos prototipos para o tratamento da
leucemia. Os resultados obtidos corroboram o planejamento deste trabalho, pois até o
momento, as imidazolonas avaliadas possuem maior atividade antitumoral se comparada a
protdtipos que inspiraram o planejamento das mesmas.

PALAVRAS-CHAVE: Leucemia, imidazolonas, atividade antitumoral.



ABSTRACT

Cancer is described as a set of more than 100 different diseases that have in common
the uncontrolled growth of abnormal cells that invade tissues and organs, been considered by
the World Health Organization as one of the biggest health problems facing humanity at this
century. Deubiquitinases (cysteine proteases) are potential therapeutic targets in cancer
treatment. These enzymes are responsible for the regulation of many cellular processes,
among them, the cell multiplication one. Thus, this work proposes the design and synthesis of
molecules that could modulate the action of these enzymes, aiming at preventing tumor cell
proliferation. The molecules described herein belong to the class of imidazolones and were
planned from the class of tyrphostins, which are remarkably active inhibiting cell lines from
chronic myelogenous leukemia. For this purpose we synthesized 3 series of correlated
imidazolone compounds planned as inhibitors of deubiquitinases and evaluated their
biological activities against different leukemic cell lines. The imidazolones were synthesized
by means of an Erlenmeyer reaction, followed by reaction with aniline or benzylamine in a
pyridine and acetic acid medium, which was essential to our synthesis. It was observed the
formation of diastereoisomeric mixture for some products synthesized, and their isomeric
ratios were determined by analysis of '"H NMR spectra, ranging from 85-100% for the Z
isomer, which was experimentally characterized by ?C NMR coupled to hydrogen over long
distances. Some imidazolones were selected for antitumor activity evaluation by MTT
colorimetric assay. The effectiveness of the compounds was determined by observation of cell
viability at the highest concentration (50uM) in culture of two different leukemic cell lines,
K562 and Lucena-1. The viability of these cells ranged from 61.4 to 6.1%. Their potencies
were determined and the results ranged from 57.8 to 20.4uM. The products with the best
antitumor activity were 39h and 41a, which showed cell viability of 16.7% and 19.7% for
K562, respectively, and 6.1% and 13.7% for the Lucena-1. Compounds also presented CEsg
of 20.4uM to 39h and 24.1uM for 41a in K562, and 22.7uM for 39h and 25uM for 41a in
Lucena-1. The results of antitumor activity for both cell lines were similar both in potency
and in maximum effectiveness. This fact was not expected, since the Lucena-1 cell presents
multidrug resistance. Thus, the results obtained for our series of proposed imidazolones make
them interesting as new lead compounds for the treatment of leukemia. The results supported
the design of this work, once until now, the tested imidazolones presented greater antitumor
activity compared to prototypes that inspired the design.

KEYWORDS: Leukemia, imidazolones, antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

A palavra cancer ¢ utilizada para designar um conjunto de mais de 200 doencas
diferentes que t€ém, em comum, o crescimento desordenado de células anormais que invadem
tecidos e orgdos (INCA, 2011) (Figura 1). Tais células sdo consideradas tumorais quando
apresentam dano no seu genoma, espontaneos ou nao, em genes que regulam o crescimento,
diferenciagdo e mecanismos de morte celular, os quais conferem vantagens para sua

sobrevivéncia (HARBER, 2000; ROBSON et al., 2001).

Figura 1. Desenvolvimento do cincer. Células normais que apos alteragdes genéticas perdem o controle
proliferativo e invadem tecidos ¢ 6rgdos (Adaptado de HARBER, 2000).

E considerado pela Organizagdo Mundial da Satide um dos maiores problemas de
saude enfrentados pela humanidade neste século. Em todo o mundo, a cada ano, mais de 11
milhdes de pessoas sdo diagnosticadas com cancer e cerca de 8 milhdes de Obitos sdo
registrados (SHURIN, 2012). No Brasil, a estimativa para o biénio 2012/2013 ¢ de mais de
500 mil novos casos de incidéncia desta doenca (INCA, 2011).

Pesquisadores da éarea ja compararam a progressio do cancer com O processo
evolutivo proposto por Darwin, onde a sucessdo de alteragdes genéticas, que confira a célula
normal uma vantagem de crescimento ou sobrevivéncia, pode conduzi-la ao processo de

conversao em uma célula tumoral (HANAHAN e WEINBERG, 2000).



As alteragdes genéticas ocorrem, a principio, em genes especificos como os proto-
oncogenes. Sdo genes dominantes, mas inativos em células normais e quando ativos
transformam-se em oncogenes, que podem garantir vantagens de sobrevivéncia as células e
estabelecer a malignizagdo das mesmas (WEINBERG et al., 1982). Outra classe de genes
relacionados sdo os genes supressores de tumor que, ao contrario dos oncogenes, siao
recessivos e devem ser inativados para permitirem a progressdo tumoral, uma vez que a sua

funcao esté ligada ao controle da proliferacao celular (BISHOP, 1996).

A inativag@o de genes supressores, como o gene P53, ndo ¢ o Unico mecanismo que
garante vantagem proliferativa as células tumorais. Outros mecanismos sdo marcantes como
secre¢cdo aumentada de fatores de crescimento, alta taxa de sintese de acidos nucléicos e alta
capacidade de geragdo de ATP pela via glicolitica (PRATT et al., 1994; DE VITA et al.,
1997). Além do descontrole das etapas de proliferagao celular, outras alteracdes na fisiologia
da célula normal estdo associadas a tumorigénese, como resisténcia a apoptose, instabilidade
gendmica e alteragdes metabolicas. A célula tumoral também ¢é capaz de modificar o
microambiente no qual estd inserida, aumentando o processo inflamatdrio, induzindo a
angiogénese, inibindo os mecanismos de defesa do sistema imunologico e possibilitando a

invasao de outros tecidos, que podem levar as metastases (HANAHAN e WEINBERG, 2011)
(Figura 2).

Figura 2. As marcas do cancer. Caracteristicas celulares adquiridas e compartilhadas pelas formas de cancer
humano que governam a transformacdo das células normais em tumores malignos (Adaptado de HANAHAN e
WEINBERG, 2011).



O efeito de instabilidade gendémica, causando novas mutacdes no DNA, combinado
com a expressao alterada de genes pode acelerar o crescimento maligno e, dadas as vantagens
de sobrevivéncia destas células em relacao as demais, ocorre a formacgao de massa de células
tumorais, que pode ser classificada em maligna ou benigna (DAIRKEE e SMITH, 1996). Os
tumores benignos se apresentam como uma massa de células bem localizada, similar ao tecido
de origem e envolvida por uma capsula que impede a invasdo em outros tecidos. Tumores
malignos sdo caracterizados pelo crescimento desordenado mais acelerado, pela capacidade
de disseminacdo pelo organismo, invasdo € coloniza¢ao de tecidos distantes da origem do

tumor (DAIRKEE e SMITH, 1996).

O cancer também pode ser classificado de acordo com o tecido e o tipo celular de
origem e pode ser dividido em so6lido e ndo solido. Dentre os tumores s6lidos, ha os tumores
originados em células epiteliais, denominados carcinomas, os originados do tecido conjuntivo
ou de células musculares, os sarcomas, € os tumores derivados do sistema nervoso, como 0s
gliomas. J4 entre os ndo sélidos encontram-se os linfomas, originados no tecido linfatico, e as

leucemias originadas no tecido hematopoético (ALBERTS et al., 2009).

1.2 Leucemias

Os casos de incidéncia de leucemia no Brasil aumentam a cada ano. A estimativa de
novos casos desta doenga no pais ¢ de mais de 8 mil para o bi€nio 2012/2013 e o nimero de
obitos no ano de 2010 foi estimado em 6 mil em todo o pais (INCA, 2011). A leucemia é o
tipo de cancer infantil mais comum em criangas de at¢ 15 anos de idade no Brasil,
correspondendo entre 25-35% de todos os casos, sendo a Leucemia Linféide Aguda (LLA) a

de maior incidéncia (INCA, 2008).

As leucemias sdo um grupo de neoplasias complexas e heterogéneas que afetam a
expansao e a diferenciacdo de células hematopoéticas na medula dssea. Frequentemente
ocorre uma série de alteracdes genéticas ao invés de um unico evento, tendo como
caracteristica principal o acumulo de leucdcitos (basofilos, neutréfilos, eosinodfilos, linfocitos
T e B, por exemplo) na medula 6ssea e circulagdo sanguinea (BROWN et al., 2012) (Figura
3).



Figura 3. Analise de células que compdem o sangue de individuos sadios (esquerda) e com leucemia
(direita).

A proliferagdo anormal e desordenada no numero de leucécitos leva, também, a
alteragdes na contagem de cé€lulas de outras linhagens sanguineas, como a eritroblastica e a
megacarioblastica, que tém seu numero drasticamente reduzido. O individuo leucémico
apresenta, entdo, quadros de anemia e trombocitopenia como consequéncia desta

anormalidade (BROWN et al., 2012).

Os sintomas mais comuns em individuos acometidos por esta doenca sao febre e perda
de peso, pelo aumento do metabolismo das células leucémicas; cansago, falta de ar e fraqueza
muscular, devido ao quadro caracteristico de anemia; hemorragias e aparecimento de manchas
roxas na pele, caracteristico de trombocitopenia; e aumento do volume do bago, figado e
linfonodos, devido a invasao de células leucémicas nestes 6rgaos apds ganharem a circulagao

sanguinea (CAVALCATI, 2009).

As leucemias s3o classificadas de acordo com o tipo celular envolvido e o grau de
maturacdo das células. A célula na qual ocorre a transformacao leucémica pode ser de origem
linféide, mieloide, ou at¢é mesmo uma célula tronco multipotencial, com a capacidade de se
diferenciar tanto em células mieldides quanto linfoéides (Figura 4). Deste modo, existem dois
tipos mais comuns de leucemia: a linfoéide e a mieldide, dependendo do tipo celular envolvido

(GOASGUEN et al., 1996) (Figura 4).



Figura 4. Células precursoras da célula-tronco hematopoética. Células da linhagem mieldide e linféide que
podem sofrer alteragdes e se transformarem em células leucémicas (Adaptado de CAVALCATI, 2009).

As leucemias também podem se apresentar na forma aguda ou cronica de acordo com
o estado de maturagdo das células leucémicas. As agudas se caracterizam por um
desequilibrio entre a proliferagao e a maturacao das células, levando a uma expansao continua
do clone leucémico e acumulo de células imaturas (blastos), devido a rapida progressdo da
doenca. As leucemias cronicas progridem mais lentamente e se caracterizam por um elevado
nimero de células em proliferacdo, com predominio de células diferenciadas, porém nao
funcionais (COTRAN et al., 1994, GOASGUEN et al., 1996). Deste modo, pela unido das
classificagdes acima, as principais formas de leucemia podem ser divididas em: Leucemia
Linféide Aguda (LLA), Leucemia Linféide Cronica (LLC), Leucemia Mieldide Aguda
(LMA) e Leucemia Mieloide Cronica (LMC).

1.2.1 Leucemia Mieloide Cronica

Considerada uma doenca rara, a leucemia mieloide cronica (LMC) tem uma incidéncia
mundial de 1-2 novos casos por 100 mil habitantes por ano, verificando uma ligeira
preponderancia no sexo masculino. Esta forma de leucemia representa cerca de 20% das
leucemias diagnosticadas em adultos (FRAZER et al., 2007). Embora esta doenga atinja todas
as faixas etarias, a idade média de diagnostico varia entre 45 e 60 anos de idade

(ROHRBACHER e HASFORD, 2009).

A LMC ¢ uma doenca mieloproliferativa que se caracteriza pelo acimulo excessivo de

células mieldides morfologicamente normais, porém com fungao alterada (PERROTTI et al.,
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2010). Esta doenca foi descrita pela primeira vez pelos patologistas Bennet, Craigie e

Virchow em 1845 (WONG e WITTE, 2004).

As células com LMC apresentam uma anormalidade cromossomica caracteristica, a
formac¢do do cromossomo Philadelphia (Ph), que foi o primeiro rearranjo cromossomal a ser
relacionado com um tipo de cancer especifico (NOWELL e HUNGEFORD, 1962). Este
marco tornou a LMC um modelo de estudo para o cancer e impulsionou a identificagdo e a

associacao de inimeras outras alteragdes cromossomicas a neoplasias.

O cromossomo Ph estd presente em cerca de 90% dos individuos com LMC, sendo
assim considerado o marcador citogenético desta doenca (WONG e WITTE, 2004). Este
cromossomo ¢ formado pela translocagdo reciproca entre os segmentos distais do braco longo
dos cromossomos 9 e 22 (ROWLEY, 1973). O resultado desta translocagdo ¢ o gene BCR-
ABL, pela justaposi¢do do oncogene ABL, no cromossomo 9 com o gene BCR, no
cromossomo 22 (BEN-NERIAH et al., 1986) (Figura 5). No entanto, 0 mecanismo que
promove esta translocacdo reciproca entre cromossomos ainda permanece desconhecido

(ROWLEY, 1973).

Figura 5. Translocac¢io reciproca entre os cromossomos 9 e 22. Representacdo esquematica da formagdo do
cromossomo Philadelphia (Ph), originando o gene BCR-ABL.

O gene ABL codifica uma enzima constitutiva com atividade tirosina quinase (TK)
que se encontra envolvida em varios mecanismos de regulacdo da homeostase celular como
diferenciagdo celular, regulagdo do ciclo celular, adesdo, dentre outras fungdes. O gene BCR
codifica uma enzima com atividade serina/treonina quinase, mas ainda pouco se sabe sobre as

fungdes desempenhadas por esta enzima (LI et al, 2009).

O gene de fusdo BCR-ABL resultante da translocacdo reciproca transcreve uma

proteina quimérica citoplasmatica, a proteina BCR-ABL. Esta proteina ¢ composta por varios
6



dominios estruturais, tendo destaque os dominios SH1 e SH3 da subunidade ABL da enzima

(Figura 6) (FADERL et al., 1999).

Figura 6. Cromossomo Ph e seus dominios principais. Representagdo esquematica dos principais dominios
presentes na enzima BCR-ABL apds a formag@o do cromosso Ph.

O dominio tirosina quinase, responsavel pelo desenvolvimento da LMC, pois controla
diversos mecanismos de regulacdo celular, corresponde ao dominio SH1. Em condig¢des
fisiologicas esta quinase ¢ rigorosamente regulada pelo dominio SH3 que a mantém
constitutivamente inativa (WONG e WITTE, 2004). No entanto, quando ocorre a fusao dos
genes BCR e ABL, o dominio SH3 tem a sua estrutura modificada, resultando na perda da
regulacdo da atividade quinase da enzima BCR-ABL, sendo esta encontrada na sua forma
ativa. Este fato culmina em uma atividade tirosina quinase aumentada em relagdo a proteina
transcrita pelo gene ABL isoladamente, que resulta no desenvolvimento e estabelecimento da

LMC (FADERL et al., 1999).

A enzima BCR-ABL, como mencionado anteriormente, possui atividade tirosina
quinase, ou seja, ela ativa diferentes vias de regulacdo celular através de transferéncia de
grupamento fosfato advindo de uma molécula de ATP (fosforilagdo) para diversos substratos
que possuem residuos livres de tirosina. A enzima possui um sitio especifico para a ligagao do
ATP e um sitio para a ligagdo com o substrato (dominio catalitico) (Figura 7) (DRUKER,
2008).

Figura 7. Enzima BCR-ABL e atividade tirosina quinase. Representagdo da enzima BCR-ABL e
transferéncia de grupo fosfato para residuo de tirosina (Tyr) livre do substrato.
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Uma ampla gama de proteinas envolvidas nos mecanismos de sinaliza¢do celular ¢
regulada direta ou indiretamente pela atividade da enzima BCR-ABL através de mecanismo
de fosforilagdo (SATTLER et al., 2002). Entre as vias de sinaliza¢do mais afetadas pela
atividade desta enzima destacam-se a via RAS (Rat Sarcoma), JAK/STAT (Janus kinase-
signal transducer and activator of transcription), MAPK (Mitogenic activated protein kinase)
e PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) (Figura 8) (KANTARIJIAN et al., 2006). Em células
hematopoéticas normais estas vias de sinalizagdo sdo ativadas por sinais extracelulares,
incluindo citocinas e fatores de crescimento que regulam a sobrevivéncia, crescimento e
diferenciagdo destas células. No entanto em células leucémicas a desregulacio destas vias de
sinalizacdo traduz-se no aumento da proliferagdo de formas indiferenciadas das células da
linhagem mieldide, na perda da capacidade de adesdo destas ao estroma da medula dssea e no
aumento da capacidade de sobrevivéncia celular (STEELMAN et al., 2004; KANTARIJIAN et
al., 2007).

Figura 8. Principais vias metabdlicas alteradas pela BCR-ABL. Esquema simplificado das principais vias de
transdugdo de sinal e moléculas sinalizadoras desreguladas pela atividade constitutiva da tirosina quinase BCR-
ABL (Adaptado de WEISBERG et al., 2007).

Com base nas caracteristicas clinicas a LMC pode ser dividida em trés fases distintas.
A primeira fase, a Fase Cronica (FC), ¢ caracterizada por uma expansao massiva de células
diferenciadas da linhagem mieldide e pelo aparecimento de blastos indiferenciados na medula
Ossea (menos de 10% das células) (KANTARJIAN et al., 2006). A maioria dos casos de LMC
(90%) ¢ diagnosticada nesta fase da doengca de maneira ocasional, pela verificagio do
aumento na contagem de leucdcitos no sangue, através de hemograma, uma vez que a FC ¢

assintomatica ou possui sintomas muito inespecificos (QUINTAS-CARDAMA e CORTES,
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2006). A FC tem duragdo média de 3 a 5 anos em individuos sem tratamento, a qual progride
para a Fase Acelerada (FA). Nesta fase ocorre o aumento do nimero de células
indiferenciadas na medula 6ssea, de 10-30% das células leucémicas, ocorre o aparecimento de
sintomas mais caracteristicos e agressivos, como esplenomegalia e trombocitopenia, € tem
duragdo de 6-9 meses em individuos nao tratados (FRAZER et al., 2007). Por fim a doenca
culmina na Crise Blastica (CB), onde o tempo médio de sobrevida ¢ de 2-4 meses e o fenotipo
patologico ¢ muito similar ao da LMA. Mais de 30% das células do sangue e da medula
Ossea sao blastos indiferenciados, o que resulta em uma sintomatologia muito agressiva, como
aumento da esplenomegalia, trombocitopenia, dificuldades respiratérias e elevada

suscetibilidade a infec¢des (FRAZER et al., 2007).

Cabe ressaltar que as causas da evolucdo da doenca da FC até a CB ainda ndo sdo
totalmente claras, mas sabe-se que existe uma relagdo direta entre a atividade da BCR-ABL e
o aumento de instabilidade genomica nas células leucémicas, devido ao stress oxidativo e
alteragdes nos mecanismos de reparagdo do DNA (FERNANDES et al., 2009). Este Gltimo
pode levar ao acumulo de mutagdes em genes criticos envolvidos na proliferacdo,

sobrevivéncia, ¢ principalmente, diferenciacdo celular (PERROTI et al., 2010).

1.2.2 Terapéutica

Desde a descoberta da LMC em 1845 pelos patologistas Bennet, Craigie e Virchow
(WONG e WITTE, 2004), varias terapias vém sendo desenvolvidas para o tratamento desta
doenca (Figura 9).

Figura 9. Evolucio da terapéutica no combate a LMC. Surgimento dos medicamentos mais utilizados para o
tratamento da LMC ao longo dos anos (Adaptado de HEHLMANN et al., 2007).
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Algumas substancias como sais de arsénio e mercurio ja foram utilizadas como um
paliativo para o tratamento da LMC quando ndo se tinha conhecimento sobre a sua toxicidade.
Algumas técnicas como irradiacdo do baco também foram utilizadas de maneira a tentar
promover a liberagdo de citocinas e estimular o sistema imunoldgico para o combate contra as
células leucémicas. No entanto, as técnicas utilizadas ndo apresentavam grandes resultados
em termos terapéuticos. Pode-se dizer que hoje, a cura da LMC s6 ¢ alcancada através do
transplante de medula 6ssea (HEHLMANN et al., 2007).

A cura ¢ atingida quando se consegue simultaneamente resposta molecular completa
(CMR - Complete Molecular Response), ou seja, a auséncia de transcritos BCR-ABL,
resposta hematologica completa (CHR - Complete Hematologic Response), isto é uma
normalizacdo da contagem de células no sangue, e resposta citogenética completa (CCR -
Complete Citogenetic Response), ou seja, a erradicacdo das células da medula com o
cromossomo Ph. O monitoramento de doentes com LMC permitiu estabelecer uma relagdo
direta entre a resposta citogenética ¢ o aumento da sobrevida dos mesmos. Deste modo,
atingir a resposta citogenética tornou-se o principal alvo nas terapias contra a LMC

(KANTARIJIAN et al., 2008).

1.2.2.1 Agentes alquilantes

O primeiro tratamento ndo s6 da LMC, mas de varios outros tipos de cancer como
linfomas e outros tipos de leucemia, foi o uso de um agente alquilante inspirado no “gas
mostarda”. Sua descoberta como agente antineoplasico foi ao acaso. Durante um treinamento
militar um grupo de pessoas foi exposto acidentalmente ao gas mostarda (1) e posteriormente
descobriu-se que tiveram uma diminui¢do na contagem de leucdcitos do sangue. Durante a
década de 1940, muitos pacientes com linfoma avangado receberam este tratamento por via
intravenosa, ao invés de inalar o gds. A melhora destes pacientes foi notavel, embora
temporaria por conta dos mecanismos de resisténcia criados pela doenga. Esta experiéncia
levou a pesquisas com outras substancias que tinham efeito similar contra o cancer. Como
resultado foram desenvolvidos diversos outros agentes alquilantes como as mostardas

nitrogenadas (2, 3, 4 e 5) (Figura 10) (GILMAN, 1963).
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Figura 10. Gas mostarda e mostardas nitrogenadas. Mostardas nitrogenadas criadas a partir da descoberta do
gas mostarda para o tratamento de LMC.

Outro agente alquilante que ainda ¢ bastante utilizado como citostatico, reduzindo o
nimero de células leucémicas circulantes, para o tratamento da LMC ¢é o bussulfan (6). Este
farmaco € um sulfonato alquilico normalmente utilizado em associa¢ao com outra classe de
medicamento, os antimetabolitos como a hidroxiuréia (15). A associacdo dos farmacos
busulfan e hidroxiuréia resulta em resposta hematologica completa (CHR) em 50-80% dos
doentes, mas ndo se observa qualquer resposta citogenética, e por este motivo o tratamento
com esses dois medicamentos apenas proporcionava alguns beneficios clinicos aos doentes,

mas ndo alterava o percurso natural da doenca (PAVLOVSKY et al., 2009).

Existem outros agentes alquilantes que também sdo utilizados para o tratamento do
cancer como os complexos de platina (10 e 11), as etil enaminas (12 e 13), as nitrosuréias (8 e
9), e outros sulfonatos alquilicos (6 ¢ 7) como observado na Figura 11 (AVENDANO e
MENENDEZ, 2008).

Figura 11. Agentes alquilantes mais comuns. Sulfonatos alqulilicos, nitrosuréias, complexos de platina e
etilenaminas como os agentes alquilantes mais comuns.

Todos os agentes alquilantes citados anteriormente tém em comum uma caracteristica

essencial, a presenca de um centro eletrofilico em sua estrutura molecular, fato este que
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proporciona a alquilagdo das bases nitrogenadas presentes na fita de DNA, por isto sdo
chamados de agentes alquilantes. As bases nitrogenadas possuem centros nucleofilicos, como
atomos de nitrogénio e oxigénio que sdo capazes de formar ligacao covalente com os centros
eletrofilicos dos agentes alquilantes através de reacdo de substituicdo nucleofilica (Figura

12B) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

A fita de DNA pode ser monoalquilada e bisalquilada, pelo fato da maioria dos
agentes alquilantes possuirem dois centros eletrofilicos. A bisalquilagdo pode ser dar entre as
duas fitas do DNA (bisalquilacdo interfita), em dois pontos distintos da mesma fita
(bisalquilagdo intrafita) e alquilagdo entre uma fita de DNA e uma proteina (Figura 12A). A
fita alquilada impede a transcrigdo de RNA, promove a fragmenta¢do da propria fita por
enzimas reparadoras, promove o pareamento incorreto de nucleotideos, e a bisalquilacao
impede a separacao da fita de DNA para replicagdo. Deste modo o processo de proliferacao

celular exacerbada em células neoplésicas € inibido (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

Figura 12. Mecanismo de acao dos agentes alquilantes. Parte A: tipos de alquilagdo, sendo X o grupo de
saida. Parte B: mecanismo de substitui¢ao nucleofilica envolvido na alquilagdo do DNA.

1.2.2.2 Antimetabdlitos

Os antimetabodlitos podem ser definidos como anédlogos de moléculas naturais
encontradas no organismo que, por esta similaridade estrutural podem interferir nas vias
metabolicas reguladas por estas. A maioria interfere com a sintese de acidos nucléicos e por
esta razdo atuam dificultando a sintese de DNA e¢ RNA, o que culmina na inibi¢do da

proliferagao celular. Esta classe atua através de diferentes mecanismos como: competicao por
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sitios de ligacdo de enzimas que participam de rotas biossintéticas essenciais e incorporagao
dos mesmos em acidos nucléicos, o que os tornaria ndo funcionais e desencadearia o processo

de apoptose celular (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

Um exemplo de fdrmaco da classe dos antimetabolitos utilizado para o tratamento da
LMC ¢ a hidroxiuréia (15) que foi introduzida no mercado em 1964. Assim como o bussulfan
(6), a hidroxiuréia ¢ um agente citostatico paliativo, utilizado para reduzir o nimero de células
leucémicas circulantes. Este farmaco atua na inibi¢do da enzima ribonucleotideo redutase
(RNR), responsavel pela sintese de DNA através da conversdo de ribonucleotideo difosfato

em desoxiribonucleotideo difosfato (Figural3) (JIANG et al., 1997).

Figura 13. Sitio catalitico da RNR. Conversdo de ribonucleotideo difosfato em desoxiribonucleotideo difosfato
para a sintese de DNA (Adaptado de AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

A presenga de um radical estavel formado na tirosina 122 ¢ essencial para atividade da
enzima RNR como pode ser observado na Figura 13. A hidroxiuréia, assim como seus
analogos didox (13) e trimidox (14), atua saciando esse radical através da doacdao de
hidrogénio para o residuo de tirosina, enquanto se transforma em um radical mais estavel
(Figura 14). Deste modo, a sintese de DNA ¢ comprometida, assim como os mecanismos de

proliferacdo celular das células leucémicas (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).
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Figura 14. Mecanismo de a¢do da hidroxiuréia. Inibicdo da enzima RNR e antimetabdlitos analogos &
hidroxiuréia (Adaptado de AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

A hidroxiuréia ndo interfere com o curso natural da doenga, ndo impedindo a evolucao
para as fases acelerada e crise blastica. Seus principais efeitos colaterais sdo leves como
nauseas, erupcdes na pele, escurecimento das unhas e diminuicdo na contagem de células no

sangue (CAVALCANTI, 2009).

Outro farmaco da classe dos antimetabolitos muito utilizado para o tratamento da
LMC ¢ a citarabina (18), comumente em associacdo com interferon o, um imunorregulador.
Este farmaco e seus analogos (18, 19, 20 e 21) apresentam similaridade estrutural com os
nucleosideos pirimidinicos, citosina (16) e timina (17), presentes na fita de DNA (Figura 15)

(AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

Figura 15. Nucleosideos pirimidinicos e fiarmacos antimetabdlitos. Citarabina e analogos estruturais
semelhantes aos nucleosideos pirimidinicos.

A citarabina e seus analogos por apresentarem semelhanca estrutural aos nucleosideos
pirimidinicos sdo incorporados na fita de DNA, durante a sua sintese, apos serem ativados aos
correspondentes trifosfatos. O mecanismo descrito leva a inibi¢ao do alongamento da fita de
DNA, desta maneira o ciclo celular é interrompido durante a fase S, onde o DNA deve ser

replicado (Figural6) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).
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Figura 16. Mecanismo de acdo da citarabina. Incorporacdo na fita de DNA e inibi¢do do ciclo celular em
células leucémicas (Adaptado de AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

1.2.2.3 Produtos naturais

Os alcaloides da vinca foram descobertos no final da década de 50 com reconhecida
propriedade antineolplasica. Estes s3o produtos naturais extraidos da Catharanthus roseus
(L.), popularmente conhecida como vinca (JOHNSON et al.., 1963). A vimblastina ¢ a
vincristina foram os primeiros alcaldides descobertos e aprovados pelo FDA para a utilizagao

no tratamento do cancer, em 1963 e 1965, respectivamente (ISHIKAWA et al., 2009).

Dentre os produtos naturais antineoplasicos, a vincristina (22) ¢ um dos poucos
farmacos utilizados para o tratamento de leucemias. Este alcaldide atua na inibigdo da
polimerizacao dos microtibulos, através da ligagdo com a B-tubulina. Como os microtibulos
sdo essenciais para o processo de mitose, a inibi¢do da formagdo dos mesmos pode impedir a
divisao celular (Figura 17). Desta maneira as células leucémicas nao conseguem se proliferar

e sofrem processo de apoptose celular (JORDAN e WILSON, 2004).

Figura 17. Mecanismo de aciio da vincristina. Inibicdo da polimerizagdo dos microtibulos ¢ consequente
inibi¢do da divisao celular.

1.2.2.4 Imunoterapia

A imunoterapia ¢ uma técnica terap€utica utilizada para o tratamento de diversas
doencas. Esta técnica visa estimular o sistema imunolégico por meio de substincias
modificadoras da resposta bioldgica para o combate aos agentes causadores de doengas
(FUNKE et al., 2008). Esta terapia pode ser realizada de forma passiva, com a utiliza¢do de
anticorpos ou c¢lulas exogenas, que proporcionam resposta imunologica no combate a
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doenga, ou de forma ativa com a utilizagdo de moléculas estimulantes e restauradoras da

fungdo imunologica (BERGANTINI et al., 2005).

O interferon o ¢ uma glicoproteina largamente utilizada como imunorreguladora em
individuos com LMC. Foi o primeiro agente terapéutico a induzir resposta citogenética em
grande parte dos doentes e a promover o aumento da sobrevida dos mesmos submetidos a este
tratamento. No entanto, um elevado percentual de doentes ¢ intolerante ao tratamento com
este farmaco devido aos seus elevados niveis de toxicidade (KANTARIJIAN et al., 2003).
Alguns efeitos adversos sdo comuns como diarreia, alopecia branda, erupgdes cutaneas,

elevagdo de enzimas hepaticas, vomito e nauseas (LEE, 1998).

1.2.2.5 Inibidores de tirosina quinase de 1 geracao

Com o aprimoramento das técnicas e melhor compreensdao molecular e genética dos
sinais reguladores das atividades celulares houve, entdo, uma nova perspectiva de tratamento,
baseada no reparo de defeitos moleculares em células tumorais, dando inicio a “terapia
direcionada”, com os chamados “farmacos inteligentes” que visam diminuir os efeitos toxicos

do tratamento convencional (CALABRESI et al., 1995).

Um marco na terapia direcionada foi o desenvolvimento do farmaco mesilato de
imatinibe (IM), um inibidor especifico da enzima tirosina quinase BCR-ABL, o agente
responsavel pelo desenvolvimento da LMC, como visto anteriormente. Esta abordagem
terapéutica permitiu a eliminacdo seletiva das células neoplésicas, uma vez que esta enzima

esta presente em células leucémicas e ausente em células normais (DRUKER et al., 1996).

A base do mecanismo de acao do IM (23) se da por conta da afinidade deste com o
sitio de ligacdo do ATP na enzima BCR-ABL. Ao ligar-se a este sitio, o IM inibe a ativagao
da enzima e impede a interagdo desta com a molécula de ATP para o processo de fosforilagao
de diversos substratos. Desta maneira as vias metabolicas que antes eram ativadas pela BCR-
ABL nao s3ao mais ativadas por este mecanismo, somente sendo reguladas de forma natural

(Figura 18) (SCHINDLER et al., 2000; DRUKER, 2008).
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Figura 18. Mecanismo de a¢do do imatinibe. Inibicdo da enzima BCR-ABL pela interacdo com imatinibe no
sitio de ligagdo com o ATP.

A interagdo do IM com o sitio de ligacdo de ATP da enzima BCR-ABL ocorre pois
tanto o firmaco em questdo quanto a propria molécula de ATP (24) possuem um grupamento
essencial para esta interacdo, a sub-unidade amino-pirimidina (Figura 19A). A formagdo de
ligagdo hidrogénio desta com um residuo de treonina (Thr) 315 ¢é essencial para a intera¢ao

entre estes ligantes e a enzima alvo (Figura 19B) (AVENDANO e MENENDEZ, 2008).

Figura 19. Interacdes do IM com BCR-ABL. Parte A: Grupamento essencial para atividade sobre a enzima
BCR-ABL para o IM e ATP. Parte B: Principais interagdes entre IM e aminoacidos presentes no sitio de ligagéo
com ATP, destacando a interagdo do tipo ligagdo hidrogénio entre o ligante e residuo de treonina na posi¢ao 315
(Adaptado de PDB 3K5V).

Este farmaco foi desenvolvido a partir de um “screening” em um banco de dados de
moléculas com atividade inibitéria de proteina quinase C (PKC). Uma fenilaminopirimidina

(25) apresentou caracteristicas interessantes de inibicdo desta enzima e foi escolhida para ser
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otimizada (Figura 20) (TEAGUE et al., 1999). Apods a introdugdo de um grupamento 3’-
piridil na posi¢ao 3’ no anel pirimidinico, para a obtengdo da fenilaminopirimidina substituida
(26), observou-se o aumento da poténcia para a inibigao da PKC (Figura 20). Adicionalmente,
a introdu¢do de uma fun¢do amida no anel fenilico aumentava a atividade sobre a PKC e
fornecia atividade sobre a enzima alvo para a molécula 27 (Figura 20). Através de analises de
relacdo estrutura-atividade (SAR) observou-se que a introdu¢do de um grupo na posicao 6 do
anel diaminofenil abolia a atividade sobre a PKC. Deste modo propos-se a introducao de uma
metila na posicdo 6 deste anel para a obtencdo da molécula 28, que através da restricao
conformacional da estrutura, promoveu o aumento da seletividade sobre a enzima BCR-ABL
e a aboli¢do da atividade sobre a PKC (Figura 20) (KUMMERLE et al., 2011). No entanto, a
primeira série de inibidores seletivos apresentou baixa biodisponibilidade oral e baixa
solubilidade em 4gua. A introducdo de uma N-metilpiperazina foi a solugdo encontrada para
resolver estes problemas de solubilidade. O melhor derivado a partir desta série foi um
derivado metilpiperazina que foi originalmente chamado de STI571, hoje conhecido como

imatinibe (23) (Figura 20) (ZIMMERMANN et al., 1996; ZIMMERMANN et al., 1997).

Figura 20. Desenvolvimento e otimizacido do inibidor de tirosina quinase IM. Otimizacdo da
fenilaminopirimidina A até obten¢do da estrutura STI571, mais conhecida como imatinibe (Adaptado de
CAPDEVILE et al., 2002).

A atividade antiproliferativa do IM foi inicialmente testada em linhagens celulares
com a expressdo da proteina BCR-ABL e em modelos animais transplantados com células
hematopoéticas leucémicas. Os resultados obtidos com ambos os modelos indicaram uma
elevada eficacia do farmaco (DEININGER et al., 2005). Observou-se também que o
tratamento com IM ndo so inibia a proliferagao celular como em alguns casos levava também

a morte celular por apoptose (OETZEL et al., 2000).
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O acompanhamento farmacoterapéutico de pacientes apds o tratamento com este
farmaco durante 6 anos mostrou que cerca de 80% dos doentes apresentou resposta
citogenética completa (CCR) e a taxa de doentes livres da progressdo da doenga para a fase
aguda ou crise blastica foi de cerca de 90% (HOCHHAUS et al., 2009). Com base na eficacia
terapéutica do IM demonstrada nos resultados obtidos durante as fases clinicas de estudos o
farmaco ndo s6 foi introduzido na pratica clinica como também foi estabelecido como a

primeira linha de tratamento da LMC (HOCHHAUS et al., 2009).

Apesar dos resultados promissores obtidos com a utilizagdo do IM como terapia de
escolha para o tratamento da LMC, casos de resisténcia ao farmaco ocorrem em uma pequena
parcela dos pacientes tratados. Fato este originado de mutacdes pontuais na enzima BCR-
ABL que culminam na diminuig¢do da afinidade entre o farmaco e o sitio de ligagdo com a
enzima. Casos de intolerancia ao farmaco também sao relatados assim como casos em que
individuos ndo respondem ao tratamento. Estes fatos levaram a pesquisa por novas moléculas
capazes de inibir as enzimas BCR-ABL resistentes ao IM, assim como a pesquisa de novos

alvos terapéuticos para o tratamento da LMC (DRUKER et al., 2006).

1.2.2.6 Inibidores de tirosina quinase de 2% geracao

Na tentativa de desenvolver fArmacos que fossem ativos sobre as formas mutantes da
enzima BCR-ABL resistentes ao tratamento com imatinibe (23), surgiram os inibidores de
tirosina quinase de 2* geracdo. Como exemplo desta classe ha o nilotinibe e o sunitinibe,
dentre varios outros “tinibes” existentes no mercado inspirados na atividade tirosina quinase

do imatinibe (WEISBERG et al., 2007).

O desenvolvimento do nilotinibe (29) como derivado de uma fenilaminopirimidina,
assim como o IM, seguiu a concepcdo de terapia direcionada com base nas estruturas
cristalograficas de complexos de inibidores de tirosina quinase com a enzima BCR-ABL. Este
farmaco € muito mais potente que o prototipo, IM (ICso = 250nM), com ICsy de 30nM sobre a
enzima alvo (MANLEY et al., 2005) (Figura 21). O aumento da poténcia deve-se, dentre
varios outros fatores, & maior permeabilidade deste nas células, atingindo concentragdes

intracelulares mais elevadas que o imatinibe (VERSTOVSEK et al., 2006).
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Figura 21. Nilotinibe e Imatinibe. Diferencas e semelhangas estruturais ¢ atividade inibitoria sobre a enzima
BCR-ABL.

Com relacdo ao tratamento das leucemias resistentes ao imatinibe, o nilotinibe foi
capaz de inibir 32 das 33 formas mutantes testadas de BCR-ABL resistentes em
concentragdes fisioldgicas relevantes. Somente a mutagdo denominada T3151, ou seja, vinda
da troca de um aminoécido treonina na posi¢dao 315 por uma isoleucina, nao foi inibida pelo
nilotinibe, da mesma maneira como ocorre com inibidores de tirosina quinase de 1* geracao,
pois este residuo ¢ de extrema importincia para a interagdo entre o firmaco e a enzima

(Figura 22) (O’HARE et al., 2005; WEISBREG et al., 2006).

Figura 22. Principais interacdes entre nilotinibe e BCR-ABL. Principais interacdes entre nilotinibe e o sitio
de ligagdo com ATP da enzima BCR-ABL, destacando a interagdo do tipo ligagdo hidrogénio entre o ligante e
residuo de treonina na posi¢cdo 315 (Adaptado de PDB 3CS9).

As Figuras 19 e 22 mostram que as interacdes mais importantes entre residuos de
aminodacidos presentes no sitio de ligagdo com o ATP da enzima alvo e os fAirmacos ligantes,
imatinibe e nilotinibe, sio muito similares. No entanto, pela Figura 23 pode-se concluir que o

nilotinibe, por possuir uma subunidade mais apolar ligada a amida aromatica, preenche uma
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cavidade lipofilica presente no sitio de ligacdo resultando em maior flexibilidade a superficie
da cavidade enzimadtica. Por conta desta flexibilidade o farmaco em questdo fica menos

suscetivel a mutagdes pontuais geradas no sitio de ligagdo com ATP (SWORDS et al., 2009).

Figura 23. Interagdes entre imatinibe e nilotinibe com sitio BCR-ABL. Interagdes lipofilicas entre nilotinibe
e a cavidade de ligacdo da BCR-ABL garantindo maior flexibilidade a enzima (Adaptado de SWORDS et al.,
2009).

Existem outros farmacos em desenvolvimento para a inibicdo das BCR-ABLs
resistentes ao tratamento com o imatinibe, como por exemplo o sunitinibe que apresenta
atividade sobre a forma mutante T3151. Este farmaco foi aprovado em 2006 pelo FDA para o
tratamento de carcinoma de células renais (RCC) e de tumores gastrointestinais (GIST), mas
vem sendo estudado para a utilizagdo em casos de LMC pela da sua atividade inibitoria sobre

a tirosina quinase (FAIVRE et al., 2007).

Devido a pressdo seletiva das terapias toxicas, da diversidade genética existente na
maioria dos tumores humanos, hd uma grande probabilidade dos tumores apresentarem
mecanismos de resisténcia as quimioterapias convencionais. Desta maneira, ¢ de extrema
importancia a pesquisa de novos farmacos, assim como a descoberta de novos alvos
terapéuticos. Para o tratamento da LMC a descoberta de novos alvos como as deubiquitinases

e via JAK/STAT vem oferecendo bons resultados para a terapéutica (PENG et al., 2011).
1.3 Deubiquitinases

Durante os ultimos 10 anos, o processo de conjugacdo da ubiquitina as proteinas
intracelulares surgiu como um importante mecanismo para a regulagdo de numerosos
processos celulares. Estes incluem a progressao do ciclo celular e transdugdo de sinal, o

transporte de substincias através da membrana plasmadtica, o controle de qualidade de
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proteinas através da degradacdo daquelas que ndo sdo mais uteis, a regulagdo da transcri¢ao e
controle de crescimento celular (PICKART, 2001; WEISSMAN, 2001). A desregula¢do dos
componentes desta elaborada rede leva ao desenvolvimento de doengas no organismo

humano, como o cancer. (HOELLER e DIKIC, 2009).

As deubiquitinases (DUBs) sdo enzimas que possuem papel importante na regulagao
do sistema ubiquitina-proteinas intracelulares. Estas enzimas sdo cisteino proteases, ou seja,
atuam na clivagem de ligagdes peptidicas através de um residuo de cisteina presente no sitio
catalitico desta enzima. Atuam mais especificamente na clivagem da ligacdo entre a
ubiquitina e seu substrato apds os processos de regulacio celular, deixando a ubiquitina livre
para desempenhar outros papeis de importdncia na célula. Este processo ¢ chamado de

deubiquitinagao (Figura 24) (NICHOLSON et al., 2007).

Figura 24. Funcio das deubiquitinases. A ubiquitina se liga ao seu substrato para exercer controle sobre
diversas vias metabdlicas através de mono ou poliubiquitinagdo. As DBUs atuam na recuperag@o da ubiquitina
livre no meio celular (Adaptado de AMERIK e HOCHSTRASSER, 2004).

O genoma humano codifica aproximadamente cerca de 100 DUBs, embora muitas
delas ainda permanecam com suas fun¢des desconhecidas. Baseado na estrutura de seus
dominios, as enzimas deubiquitinases foram divididas em cinco familias: as ubiquitina
carboxi-terminal hidrolases (UCHSs), ubiquitina proteases-especificas (USPs), proteases
relacionadas com o tumor ovariano (OTUs), proteases com dominio proteico da doenca de
Machado-Joseph (MJDs), todas estas sendo cisteino proteases, e as metaloenzimas contendo o

dominio JAB1/PAB1/MPN (JAMMs) (NIJMAN et al., 2005).

As familias de DUBs pertencentes as cisteino proteases possuem trés residuos de
aminodcidos cruciais no seu sitio catalitico: cisteina (Cys), histidina (His) e aspartato (Asp),
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constituindo uma triade catalitica. Nestas enzimas a proximidade com as cadeias laterais da
histidina diminui o pKa da cisteina catalitica, permitindo o ataque nucleofilico na ligagao
peptidica que une ubiquitina e substrato. O terceiro residuo, o aspartato, alinha-se e polariza a
histidina catalitica de forma a auxiliar no processo de transferéncia de proton e eliminagao do
substrato. ApoOs este processo ocorre a hidrolise da ligagdo entre cisteina e ubiquitina,
liberando a ubiquitina livre no meio e restituindo a triade catalitica (Figura 25)

(KOMANDER; BARFORD, 2008).

Figura 25. Triade catalitica e deubiquitinacio. Quebra da ligacdo peptidica entre ubiquitina e substrato.

As DUBs encontram-se hoje como possiveis alvos para o tratamento do cancer, pois
controlam de maneira indireta diversos processos como transcricdo do DNA e controle do
ciclo celular, processos importantes e exacerbados em células tumorais. Desta maneira,
através da inibi¢do destas enzimas todos os processos envolvidos com a proliferacdo celular

sdo comprometidos (KOMANDER et al., 2009).

Inibidores de DUBs tém sido desenvolvidos para o tratamento do cancer como o
WP1130 (30), derivado da série de tirfostinas descrito na literatura como inibidor da enzima
USP9X, uma cisteino protease. Esta inibi¢dao ocorre através da formagdo de ligacdo covalente
entre o residuo de cisteina presente no sitio catalitico da cisteino protease e o carbono
insaturado [ a carbonila, caracterizando uma adi¢do de Michael (PENG et al., 2011;

KAPURIA et al., 2010; SUN et al., 2011).

Segundo Sun e colaboradores este composto foi testado em células leucémicas de
LMC nao resistentes e resistentes ao tratamento com imatinibe e foi comprovado que a
utilizacao do inibidor de DUB promoveu a inativacao da enzima BCR-ABL, pois a mesma se

liga a ubiquitina e ndo consegue quebrar a ligacao peptidica gerada através desta conjugacao,
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permanecendo conjugada a esta proteina. Desta maneira, todas as vias metabdlicas que antes
eram controladas pela enzima BCR-ABL em células leucémicas, sdo normalizadas e a
formagdo de agregados desta enzima com a ubiquitina promove a ativagdo de mecanismos

celulares de apoptose (Figura 26) (SUN et al., 2011).

Figura 26. Mecanismo de acdo do composto WP1130. Inibicao da USP9X promove o acimulo de BCR-ABL
inativa e consequente ativagdo de mecanismos de apoptose celular (Adaptado de SUN et al., 2011).

1.4 JAK/STAT

As respostas celulares para dezenas de citocinas e fatores de crescimento sdo mediadas
pela via de sinalizagdo JAK/STAT. Estas respostas incluem a proliferagdo, diferenciagdo,
migracao, apoptose e sobrevivéncia celular, de acordo com o sinal e o tecido em questdo. Esta
via ¢ essencial para inimeros processos de desenvolvimento e manutencdo da homeostase
celular, incluindo a hematopoese ¢ desenvolvimento de células do sistema imune

(GHORESCHI et al., 2009).

As Janus quinases (JAKs) pertencem a classe de enzimas com fung¢ao tirosina quinase
que contém tanto um dominio catalitico quanto um segundo dominio quinase, que tem funcao
auto reguladora, portanto a comparacdo com o deus romano de duas faces Jano (em latim
Janus) (DARNELL et al., 1994). Existem cerca de quatro isoformas da enzima JAK e sete da
STAT conhecidas atualmente em mamiferos. Estas isoformas estdo presentes em diferentes
tecidos e sdo ativadas por diferentes receptores de membrana (SCHINDLER ¢ PLUMLEE,
2008).

A ativagdo desta via ocorre através da interacdo de ligantes extracelulares, como
citocinas e fatores de crescimento, com seus respectivos receptores de membrana. Estes
sofrem modificagdes estruturais que, no meio intracelular, permitem a fosforilagdo das JAKs
associadas a estes receptores de membrana. Apos a auto fosforilagao, a JAK atua promovendo

a fosforilagdo e ativagdo da STAT que forma dimeros, ou oligdmeros mais complexos, e entra
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no nucleo para regular a transcricdo de diversos fatores celulares (Figura 27) (HARRISON,

2012).

Figura 27. Esquema simplificado da via JAK/STAT. Ativacdo da via por ligantes externos e transcricdo de
diversos fatores para o controle da homeostase celular (Adaptado de HARRISON, 2012).

Cabe ressaltar que a via JAK/STAT ¢ uma das vias metabdlicas ativadas pela BCR-
ABL em quadros de LMC. Sabe-se que as proteinas da familia STAT estdo envolvidas na
suspensdo da maturacao celular e, principalmente, na inibi¢do da apoptose (COFFER et al,
2000). A STATS ¢ substrato direto da BCR-ABL e a ativagdo do mesmo resulta na super
expressdo do gene anti-apoptotico BCL-XL, contribuindo para o desenvolvimento do quadro

de LMC (HORITA et al., 2000).

Visto que a via JAK/STAT possui papel importante na regulacdo das vias metabolicas
celulares como proliferacdo, regulagdo do ciclo celular e transcricio de fatores anti-
apoptoticos, pode-se dizer que esta ¢ um alvo interessante para o tratamento do cancer através

de sua inibicdo (HARRISON, 2012).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho ¢ sintetizar e caracterizar, através de técnicas
espectroscopicas, trés séries de imidazolonas, planejadas como inibidores de enzimas
deubiquitinases (DUBs), e avaliar a atividade antitumoral destes compostos frente a linhagens

de células de leucemia mieldide cronica.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e purificar as trés séries das imidazolonas planejadas: série A, B e C;

e (aracterizar por métodos espectroscopicos de infravermelho, ressonancia magnética
: . 1 13 .
nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de 'H e de °C) e espectrometria de massas o0s

produtos sintetizados;

e Avaliar a atividade antitumoral dos compostos sintetizados sobre duas diferentes linhagens

de células de leucemia mielodide cronica: a K562 e a Lucena-1;

e Realizar estudos de SAR para determinar atributos essenciais para a atividade antitumoral

das séries das imidazolonas planejadas.

2.3 Planejamento Estrutural

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese de compostos do tipo imidazolonas
planejados como inibidores de enzimas deubiquitinases (DUBs). Compostos inibidores destas
enzimas tém como caracteristica suas agdes antitumorais e tém como representantes descritos
na literatura a série das tirfostinas (Esquema 1). Diversos grupos tém pesquisado novos
inibidores desta enzima buscando cada vez mais seletividade e, consequentemente, menores

efeitos colaterais.

Desta forma, a partir das tirfostinas descritas na literatura capazes de inibir a a¢ao das
deubiquitinases e consequentemente promover o acumulo de proteinas poliubiquitinadas e
apoptose da célula tumoral (PENG et al., 2011), planejamos os compostos alvo deste
trabalho através da técnica de bioisosterismo ndo-classico de anelacdo (Esquema 1). Através
desta ciclizagdo, pode-se visualizar as imidazolonas como analogas dos compostos
protétipos, antecipando uma possivel atividade antitumoral, descrevendo-se entdo como um

possivel novo agente contra o cancer.
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Esquema 1. Planejamento estrurural da série de imidazolonas A, B e C.

Como caracteristica estrutural das tirfostinas inibidoras das deubiquitinases, pode-se
destacar a presenca do grupo o,f insaturado, que ¢ essencial para a atividade desta série
funcionando como um aceptor de Michael para a formacdo de ligacdo covalente entre o
ligante e a enzima alvo. Esta caracteristica foi mantida nas séries de imidazolonas A, B ¢ C.
Os substuintes em R, no anel aromadtico ligado ao benzilideno, foram escolhidos de modo a
se variar as propriedades fisico-quimicas dos compostos ¢ também a modular a reatividade
sobre a dupla ligacdo. Foram escolhidos grupos doadores e aceptores de ligacdo hidrogénio,
polares, apolares, hidrofilicos, lipofilicos e doadores e retiradores de elétrons. Ligado
diretamente ao nitrogénio amidico, foi planejado o uso de um anel fenila e de seu homologo
superior, uma benzila, visando estudar o efeito de uma maior e menor liberdade
conformacional relacionada a esta posicdo da molécula frente as interagdes hidrofdbicas.
Finalmente, ligada a sub-unidade amidinica da imidazolona foram planejadas a presenca de
um grupo mais volumoso (fenila) e um menos volumoso (metila) com o intuito de se verificar
a influéncia destes grupos para a atividade, uma vez que esta parte da molécula ndo estd

presente nos prototipos originais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Metodologia Sintética

Para a cromatografia em camada fina analitica (CCFA) foram utilizadas placas de
aluminio Kieselgel 60 (Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizagdo das substancias em

CCFA foi realizada em lampada ultravioleta (254-365nm).

Nas cromatografias de adsor¢do em coluna, utilizou-se gel de silica 70-230 mesh

(Merck) como fase estaciondria e n-hexano e acetato de etila como fase movel.

A fase organica das reagdes foi tratada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o
solvente foi evaporado a pressao reduzida em evaporador rotatorio IKA (modelo RV 10

digital) com banho IKA (modelo HB 10 digital).

A determinacdo dos pontos de fusdo foi realizada em aparelho Aaker modelo PFM - II

e os valores nao foram corrigidos.

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (ICE-UFRRJ), operando a 5S00MHz ¢ 400MHz, respectivamente. As amostras
foram dissolvidas em CDCIl; e DMSO contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro. Os espectros de RMN °C foram obtidos a
125 MHz e a 100MHz, em aparelho Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (ICE-UFRRIJ),
respectivamente, e as amostras foram dissolvidas em CDCl; e DMSO contendo TMS como

referéncia interna.

As éreas dos picos foram obtidas por integragdo eletronica e sua multiplicidade
descrita com: s-simpleto / d-dupleto / t-tripleto / g-quadrupleto / m-multipleto / dd-duplo
dupleto/ sl — simpleto largo.

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

Bruker 1600 FT (ICE-UFRRJ), utilizando-se pastilhas de brometo de potassio (KBr).

Os espectros de massas (EM) foram obtidos em espectrofotdmetro Shimatzu (modelo
CGMS-QP2010 Plus) acoplado a um cromatdgrafo a gas (CG) (ICE-UFRRJ), utilizando

acetona como solvente das amostras.
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3.1.1 Sintese das oxazolonas intermediarias para a obtenc¢io das séries A e B (35a-j)

(ERLENMEYER, 1893; PLOCHL, 1893; CLEARY et al., 2010)

Em um tubo de ensaio foi adicionado 1mmol de acido hiptrico (34), Immol de
benzaldeido (33 a-j), 0,2mmol de acetato de sddio anidro e 2mL de anidrido acético.
Aqueceu-se a reagao em tubo selado em placa de aquecimento e agitagdo por 20 minutos a
120°C. Apds aquecimento, resfriou-se a reagdo em banho de gelo. O produto formado (35 a-j)
foi filtrado a vacuo com auxilio de funil de buchner e kitassato e, posteriormente, lavado com

solucdo de agua e etanol 2:1. Deixou-se 0 mesmo secar a temperatura ambiente.

(£)-4-benzilideno-2-feniloxazol-5(4H)-ona (35a)

5 5432 o
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O composto 35a foi obtido como um sélido amarelo amorfo em 65% de rendimento.
Ponto de fusdo de 168°C. RMN 'H (500MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H;=7,26 (s, 1H); Hg -
es = 7,45-7,52 (m, 3H); Hi3¢15 = 7,54 (t, 2H); Hi4 = 7,63 (t, 1H); Hi2 ¢ 16 = 8,20 (d, 2H); Hs ¢ 9
= 8,22 (d, 2H). RMN “C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C;; = 125,53; C15 ¢ 16 = 128,34;
Ci3e15=128,88; Coes =128,91; C;=131,18; C14= 131,77; C5.9 = 132,44; C, = 133,22; C3 =
133,33; C4 = 133,47; C1o = 163.,51; C;=167,63. V. Max. (KBr) y - em™: 3062 (C-H); 1793
(C=0); 1651 (C=C); 1593 (C=C); 1448 (C=C); 1161 (C-N); 769 (C-H); 690 (C-H).

(Z)-4-(4-clorobenzilideno)-2-feniloxazol-5(4H)-ona (35b)

6 5432 0
O
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15 14
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O composto 35b foi obtido como um so6lido amarelo amorfo em 69% de rendimento.
Ponto de fusdo de 198°C. RMN 'H (500MHz) CDCl; / TMS (0-ppm): H;= 7,18 (s, 1H); He .
g = 7,39-7,50 (m, 2H); Hiz ¢ 15 = 7,55 (m, 2H); Hj4 = 7,63 (m, 1H); Hs 9 1216 = 8,08 — 8,25
(m, 4H). RMN "C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C;; = 125,37; Ci2e 16 = 128,42; Ci3¢15
= 128,97; Cg s = 129,20; C14 = 130,00; C, = 131,96; Cs . 9 = 133,49; C;3 = 133,53; C4 =
133,57; C7=137,24; C1p=163,84; C, = 167,35. L.V. Max. (KBr) y - em™: 1795 (C=0); 1652
(C=C); 1589 (C=C); 1450 (C=C); 1161 (C-N); 694 (C-Cl).

(Z)-4-(4-metoxibenzilideno)-2-feniloxazol-5(4H)-ona (35c¢)
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O composto 35¢ foi obtido como um sélido amarelo amorfo em 52% de rendimento.
Ponto de fusio de 188°C. RMN 'H (500MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): H,7=3,89 (s, 3H); H¢ .
s =7,00 (d, 2H); H3 = 7,22 (s, 1H); Hi3¢15 = 7,53 (t, 2H); H14=7,60 (t, 1H); Hi2 ¢ 16= 8,17 (d,
2H); Hs . o= 8,20 (d, 2H). RMN "*C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C7 = 55,42; Cg 5=
114,48; Cy; = 125,79; C4 = 126,52; Ci2 ¢ 16= 128,10; Ci3 ¢ 15 = 128,85; C, = 131,05; Cy4 =
131,87; C3 = 132,94; Cs . 9 = 134,55; C;= 162,14; Cjp = 162,40; C; = 167,96. 1.V. Max.
(KBr) y - em™: 1787 (C=0); 1651 (C=C); 1600 (C=C); 1450 (C=C); 1265 (C-O-C); 1161 (C-
N).

(2)-4-(3,4-dimetoxibenzilideno)-2-feniloxazol-5(4H)-ona (35d)
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O composto 35d foi obtido como um so6lido amarelo amorfo em 55% de rendimento.
Ponto de fusio de 175°C. RMN 'H (500MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H;-= 3,96 (s, 3H);
His =4,03 (s, 3H); Hg = 6,94 (d, 1H); H3 = 7,19 (s, 1H); Hiz 15 = 7,52 (t, 2H); Ho = 7,56 (dd,
1H); Hys = 7,60 (t, 1H); Hi e 16 = 8,12 (d, 2H); Hs = 8,16 (sl, 1H). RMN “C (125MHz)
CDCl; / TMS (8-ppm): C;7 =55,83; C15 = 55,95; Cs =110,80; Cg = 113,85; C;; = 125,73; C4
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= 126,76; Co = 127,70; C12 ¢ 16 = 127,95; Ci3¢ 15 = 128,89; C, = 131,08; C14 = 132,01; C3 =
132,99; C; = 149,06; Cs = 152,00; C1o= 162,34; C; = 167,80. 1.V. Max. (KBr) y - cm™": 3005
(C-H); 1786 (C=0); 1647 (C=C); 1597 (C=C); 1460 (C=C); 1271 (C-O-C); 1245 (C-O-C);
1153 (C-N).

(Z2)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)-2-feniloxazol-5(4H)-ona (35¢)
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O composto 35e foi obtido como um sélido amarelo amorfo em 43% de rendimento.
Ponto de fusido de 220°C. RMN 'H (500MHz) CDCl; / TMS (0-ppm): H;7= 6,07 (s, 2H); Hg
= 6,89 (d, 1H); H; = 7,16 (s, 1H); Hy = 7,45 (d, 1H); Hi3¢15 = 7,53 (t, 2H); Hy4 = 7,60 (t, 1H);
Hs= 8,11 (s, 1H); His 16 = 8,16 (d, 2H). RMN “C (125MHz) CDCl; / TMS (3-ppm): C;7 =
101,77; Cg = 108,65; Cs = 111,05; Cy1 ¢4 = 125,66; Ciz ¢ 16= 128,17; Ci3¢15= 128,88; Cy =
129,41; C, = 131,37; C14 = 131,70; C5 = 133,07; C; = 148,31; C¢ = 150,45; Cy9 = 162,59; C,
= 167,81. LV. Max. (KBr) y - cm™: 1780 (C=0); 1647 (C=C); 1618 (C=C); 1448 (C=C);
1267 (C-0-C); 1163 (C-N).

(Z2)-2-fenil-4-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)oxazol-5(4H)-ona (35f)
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be S 2ol
I;/\%o
18 N=
heanh 11?0 12

- 16 13
15 14

19

O composto 35f foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 56% de rendimento.
Ponto de fusdo de 163°C. RMN 'H (500MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hs= 3,95 (s, 3H);
Hi7¢19=3,97 (s, 6H); H3 = 7,15 (s, 1H); Hs, 9. 1315 = 7,51-7,55 (m, 4H); Hy4 = 7,61 (t, 1H);
Hps e 16= 8,11 (d, 2H). RMN “C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cy7 ¢ 10 = 56,10; Cj5 =
61,03; Csc9 = 109,69; Cy; = 125,53; Cia¢ 16 = 128,06; Cye7= 128,82; Ci3¢ 15 = 128,95; C1y =
131,69; C, = 132,27; C5 = 133,25; C¢ . 5= 153,13; Cyp = 163,03; C; = 167,55. L.V. Max.
(KBr) y - em™: 3001 (C-H); 1784 (C=0); 1651 (C=C); 1579 (C=C); 1454 (C=C); 1251 (C-O-
C); 1163 (C-N).
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(Z2)-4-((5-oxo-2-feniloxazol-4(5H)-ilideno) metil) fenil acetato (35g)
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O composto 35¢g foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 68% de rendimento.
Ponto de fusio de 185°C. RMN 'H (500MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): His=2,35; Hs g c3=
7,22-7,25 (m, 3H); Hy3¢15= 7,54 (t, 2H); Hj4= 7,63 (t, 1H); Hj2 c16= 8,18 (d, 2H); Hs . 9= 8,25
(d, 2H). RMN "C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cs= 21,18; C¢ . 5 = 122,12; C;
125,46; Cia e 16 = 128,35; Ci3 ¢ 15 = 128,94; Ci4 = 130,48; Co= 131,17; C4 = 133,16; C5 =
133,39; Cs .o = 133,71; C; = 152,62; Cjo= 163,62; C; = 168,98. I.V. Max. (KBr) y - cm™:
1795 (C=0); 1651 (C=C); 1604 (C=C); 1450 (C=C); 1218 (C-O-C); 1164 (C-N).

(Z)-4-(4-nitrobenzilideno)-2-feniloxazol-5(4H)-ona (35h)
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O composto 35h foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 85% de rendimento.
Ponto de fusdo de 240°C. RMN 'H (400MHz) DMSO / TMS (3-ppm): H:=7,48 (s, 1H); Hy3 .
15= 17,67 (t, 2H); Hia= 7,78 (t, 1H); Hi2 ¢ 16= 8,19 (d, 2H); Hs . 9= 8,36 (d, 2H); Hg¢ . s = 8,55
(d, 2H). RMN "*C (100MHz) DMSO / TMS (3-ppm): Cg e 5= 123,92; Ci; = 124,83; C2¢ 16 =
126,94; Ci3 ¢ 15 = 128,41; Cs o 9 = 129,44; Ci4 = 132,29; C3 = 134,30; C, = 136,29; C4 =
139,62; C; = 147,81; C, = 166,44. V. Max. (KBr) y - em™: 3105 (C-H); 3070 (C-H); 1797
(C=0); 1654 (C=C); 1598 (C=C); 1556 (N=0),; 1342 (N=0),; 1163 (C-N).

(2)-4-(3-bromobenzilideno)-2-feniloxazol-5(4H)-ona (35i)
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O composto 35i foi obtido como um sélido amarelo amorfo em 71% de rendimento.
Ponto de fusio de 159°C. RMN 'H (400MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hs= 7,14 (s, 1H); Hg=
7,35 (t, 1H); Ho, 13¢15= 7,52-7,60 (m, 3H); Hy4 = 7,65 (t, 1H); H= 8,08 (d, 1H); Hi2 ¢16= 8,19
(d, 2H); Hs= 8,43 (sl, 1H). RMN “*C (100MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C, = 122,92; C;; =
125,23; Cize16= 128,54; Ci3015= 129,00; C7= 129,49; Cs = 130,28; Cy = 130,84; C; = 133,68;
Cs =133,79; Cg = 134,73; C4 = 135,38; C¢ = 155,05; Cyp = 164,25; C, = 167,17. L.V. Max.
(KBr) v - em™: 3070 (C-H); 1795 (C=0); 1652 (C=C); 1593 (C=C); 1446 (C=C); 1161 (C-
N); 677 (C-Br).

(Z)-4-(4-bromobenzilideno)-2-feniloxazol-5(4H)-ona (35j)
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O composto 35j foi obtido como um sélido amarelo amorfo em 71% de rendimento.
Ponto de fusdo de 238°C. RMN 'H (400MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): H3= 7,17 (s, 1H); Hj3
e 15= 7,55 (t, 2H); He, 8 c 14 = 7,58-7,72 (m, 3H); Hs . 9= 8,08 (d, 2H); Hi2 . 16 = 8,18 (d, 2H).
RMN "“C (100MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C; = 125,37; C;; = 125,89; C1 ¢ 16 = 128,44;
Ci3e15= 128,99; C14 = 130,06; Cs .9 = 132,20; C, = 132,36; C3 = 133,56; Cg.5=133,62; C4 =
133,73; C1o = 163,89; C, = 167,35. V. Max. (KBr) y - em™: 1793 (C=0); 1651 (C=C); 1583
(C=C); 1448 (C=C); 1159 (C-N); 694 (C-Br).

3.1.2 Sintese das oxazolonas intermediarias para a obtenc¢ao da série C (37a)

(ERLENMEYER, 1893; PLOCHL, 1893; BLANCO-LOMAS et al., 2012)

Em um tubo de ensaio adicionou-se Immol de N-acetil-glicina (36), Immol de
benzaldeido (33a), Immol de acetato de sodio anidro e 2mL de anidrido acético. Aqueceu-se

a reacdo em placa de aquecimento e agitagdo por 4 horas a 105°C. Apds aquecimento, a
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reacao foi resfriada em banho de gelo. O produto obtido (37a) foi filtrado & vacuo com auxilio
de funil de buchner e kitassato. Em seguida, o mesmo foi lavado com solucdo de 4gua e etanol

2:1 e deixado secar a temperatura ambiente.

(£)-4-benzilideno-2-metiloxazol-5(4H)-ona (37a)

O composto 37a foi obtido como um so6lido amarelo amorfo em 46% de rendimento.
Ponto de fusdo de 181°C. RMN 'H (400MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H, = 2,42 (s, 3H); H;
=7,15 (s, 1H); Hg, 75 = 7,36-7,54 (m, 3H); Hs .o = 7,99-8,18 (m, 2H). RMN "*C (100MHz)
CDCl; / TMS (6-ppm): C;; = 15,66; Ce . g = 128,85; C; = 131,10; C3 = 131,45; Cs . 9 =
132,14; C, = 132,56; C4 = 133,09; Cyo = 166,08; C,= 167,79. L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3064
(C-H); 3053 (C-H); 1774 (C=0); 1654 (C=C); 1598 (C=C); 1450 (C=C); 1166 (C-N); 769 (C-
H); 690 (C-H).

3.1.3 Sintese das imidazolonas da série A (39a-j)

Em um tubo de ensaio adicionou-se Immol de oxazolona (35 a-j), 2mmol de anilina
(38), 4mmol de 4cido acético glacial e SmL de piridina. Aqueceu-se a mistura reacional em
tubo selado por 1 hora & 150°C em microondas. A piridina foi retirada da reacdo através de
evaporacdo sob pressdo reduzida em rotaevaporador. Foi adicionado cerca de 10mL de
tolueno a mistura reacional ¢ a mesma foi novamente evaporada, até total evaporacdo da
piridina. O produto obtido (39 a-j) foi purificado em coluna cromatografica com fase

estacionaria silica e fase movel mistura de hexano:acetato em diferentes proporcdes.
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(Z)-4-benzilideno-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39a)
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O composto 39a foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 61% de rendimento
apos purificacdo. Ponto de fusdo de 174°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (0-ppm): Hj
18e22= 7,25-7,33 (m, 3H); He, 7,8, 12, 16, 13, 15, 14, 19,20 e 21 = 7,37-7,55 (m, 11H); Hs ¢ 9 = 8,37 (d,
2H); RMN "C (125MHz) DMSO / TMS (3-ppm): C; = 127,67; Cig e 22 = 127,90; Cg e 5 =
128,44; Cyo = 128,56; Ci2c16= 128,91; Ci3¢15= 128,97; Ci9c21 = 129,36; C;=130,58; C14=
131,55; Cs . 9= 132,37; C4 = 134,14; C;, = 134,55; C;7 = 138,46; C;o= 160,85; C; = 169,75.
L.V. Max. (KBr) y - em™: 3089 (C-H); 3051 (C-H); 3022 (C-H); 1710 (C=0); 1635 (C=C);
1593 (C=C); 1440 (C=C); 1168 (C-N); 759(C-H); 688 (C-H). CG-MS: m/z 51, 77, 105, 180,
324 (M).

(2)-4-(4-clorobenzilideno)-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39b)
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O composto 39b foi obtido como um sélido amarelo amorfo em 41% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusdo de 200°C. RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (3-ppm): H;,
18e22= 7,27-7,33 (m, 3H); H 12, 16, 13, 15, 14, 19,20 e 21 = 7,36-7,55 (m, 8H); Hg e s = 7,59 (d, 2H);
Hs .9 = 8,39 (d, 2H); RMN "C (100MHz) DMSO / TMS (3-ppm): C; = 126,03; Ci5¢ 2 =
127,91; Cg e 3= 128,43; C, = 128,50; Ci2¢ 16 = 128,61; Ci3, 1520 = 129,01; Ci9 ¢ 21 = 129,36;
Cia=131,64; C;=133,09; Cs . 9 = 133,87; C4= 134,46; C;; = 135,14; C17 = 138,85; Cjo =
161,28; C, = 169,64. V. Max. (KBr) y - em™: 3059 (C-H); 1718 (C=0); 1637 (C=C); 1589
(C=C); 1444 (C=C); 1168 (C-N); 690 (C-Cl). CG-MS: m/z 51, 77, 105, 180, 358 (M").
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(Z)-4-(4-metoxibenzilideno)-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39c¢)
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O composto 39¢ foi obtido como um so6lido amarelo amorfo em 71% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusdo de 188°C. RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (6-ppm):
Ha; = 3,85 (s, 3H); Hees = 7,10 (d, 2H); Hs, 1522 = 7,26-7,30 (m, 3H); H 12, 16,13, 15, 14,19, 20 e 21
=7,35-7,56 (m, 8H); Hs . o= 8,36 (d, 2H); RMN “C (100MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C.
g=114,58; C4=126,93; Cigc. 2= 127,87; C;3 = 128,02; Cj2e16= 128,40; C,= 128,79; C13,15¢20
= 128,83; Ci9 21 = 129,32; C14= 131,28; Cs . 9= 134,46; C;; = 134,71; Cy7 = 136,43; C; =
159,37; C1o=161,33; C; = 169,65. L.V. Max. (KBr) y - cm™: 3066 (C-H); 3053 (C-H); 3039
(C-H); 3026 (C-H);1714 (C=0); 1645 (C=C); 1589 (C=C); 1444 (C=C); 1257 (C-0-C); 1168
(C-N). CG-MS: m/z 51, 77, 105, 180, 354 (M").

(2)-4-(3,4-dimetoxibenzilideno)-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39d)
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O composto 39d foi obtido como um so6lido amarelo amorfo em 65% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusdo de 218°C. RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (0-ppm):
Ha3 = 3,85 (sl, 6H); Hg = 7,11 (d, 1H); H3 = 7,25 (s, 1H); Hige22= 7,28 (d, 2H); H 12, 16, 13, 15,
14, 19,20 ¢ 21 = 7,36-7,56 (m, 8H); Ho = 7,88 (d, 1H); Hs = 8,24 (s, 1H); RMN *C (125MHz)
DMSO / TMS (8-ppm): Cy3 = 55,38; Cpa = 55,64; Cs=111,70; Cs= 114,70; C, = 127,07; C;
=127,21; C 13e220=127,87; Co = 128,34; Cpo=128,42; C12 ¢ 16 = 128,45; C13.15= 128,74; C4
= 128,78; Ci9 c 21 = 129,33; Ci4 = 131,29; Cy; = 134,74; Cy7 = 136,42; C; = 148,64; Co =
151,30; Cjo=159,13; C; = 169,62. L.V. Max. (KBr) y - em™: 3057 (C-H); 3043 (C-H); 3003
(C-H); 1712 (C=0); 1641 (C=C); 1593 (C=C); 1442 (C=C); 1267 (C-O-C); 1176 (C-N). CG-
MS: m/z 51, 77, 105, 180, 384 (M").
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(Z)-4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39e¢)
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O composto 39e foi obtido como um so6lido amarelo amorfo em 82% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusdo de 214°C. RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (6-ppm):
Hj3 = 6,14 (s, 2H); Hg = 7,08 (d, 1H); H3 = 7,24 (s, 1H); Hise22= 7,27 (d, 2H); H 12, 16, 13, 15, 14,
19. 20 ¢ 21 = 7,35-7,54 (m, 8H); Ho = 7,77 (dd, 1H); Hs = 8,18 (sl, 1H); RMN “C (100MHz)
DMSO / TMS (6-ppm): Cy3 = 101,80; Cs = 108,80; Cg = 110,72; C 15 2 = 127,84; C5 =
127,87; Ci2 e 16 = 128,40; Cyo = 128,44; C, = 128,56; C4 = 128,69; Ci3 15 = 128,82; Co =
129,07; Ci9¢21 = 129,30; C14=131,31; Cy; = 134,62; C7= 136,68; C;= 147,81; Cs = 149,58;
Cio=159,59; C, = 169,56. V. Max. (KBr) y - cm™: 3070 (C-H); 1708 (C=0); 1639 (C=C);
1597 (C=C); 1444 (C=C); 1261 (C-O-C); 1168 (C-N). CG-MS: m/z 51, 77, 105, 180, 368
M),

(2)-1,2-diphenyl-4-(3,4,5-trimethoxybenzylidene)-1H-imidazol-5(4H)-one (39f)
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O composto 39f foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 43% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusdo de 219°C. RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (0-ppm):
Has = 3,76 (s, 3H); Haz e 25 = 3,86 (s, 3H); H3 = 7,25 (s, 1H); Hige22= 7,30 (d, 2H); H 12, 16, 13,
5. 14, 19,20 ¢ 21 = 7,36-7,54 (m, 8H); Hs .9 = 7,85 (s, 2H); RMN "C (100MHz) DMSO / TMS
O-ppm): Cr3¢25=55,90; Co4=60,25; C5.9=110,02; Ci3,22e3=127,87; Ci2c 16 = 128,50; Cy
= 128,55; C4 = 128,63; Ci3 ¢ 15 = 128,79; Cioe21= 129,36; C, = 129,61; C14 = 131,51; Cy; =
134,66; Ci7= 137,56; C; = 139,89; Cq . s = 152,82; Cjp = 159,99; C; = 169,68. 1.V. Max.
(KBr) y - em™: 3099 (C-H); 3055 (C-H); 3043 (C-H); 3005 (C-H); 1712 (C=0); 1639 (C=C);
1573 (C=C); 1463 (C=C); 1247 (C-0-C); 1159 (C-N). CG-MS: m/z 51, 77, 105, 180, 399,
414 (M.
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(Z)-4-(4-hidroxibenzilideno)-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39g)
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O composto 39¢g foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 53% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusdo de 248°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (6-ppm):
Hon. = 5,76 (s, 1H); Hees = 6,91 (d, 2H); H3= 7,21 (s, 1H); Hig ¢ 20 = 7,27 (d, 2H); H 12, 16, 13,
15, 14, 19, 20 e 21 = 7,35-7,52 (m, 8H); Hs . o = 8,25 (d, 2H); RMN *C (125MHz) DMSO / TMS
©-ppm): Co.3=116,04; C4=125,45; Ci3c22=127,85; C3 1216 = 128,37; Co0=128,76; Cy3
15 = 128,79; C, = 128,87; Ci9e21 = 129,29; Cia= 131,13; C;1=134,77; Cs . 9= 134,82; Cy7 =
135,64; C;=158,75; C;p=160,31; C; = 169,64. 1.V. Max. (KBr) y - em™: 3059 (C-H); 1710
(C=0); 1643 (C=C); 1597 (C=C); 1440 (C=C); 1161 (C-N). CG-MS: nao cromatografa.

(Z2)-4-(4-nitrobenzilideno)-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39h)
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O composto 39h foi obtido como um sélido amarelo amorfo em 40% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusdo de 187°C. RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (5-ppm):
Hige2 = 7,33 (d, 2H); H312, 16,13, 15, 14,19, 20 e 21 = 7,39-7,58 (m, 9H); Hees= 8,34 (d, 2H); Hs 9
= 8,61 (d, 2H); RMN “C (100MHz) DMSO / TMS (8-ppm): Cg 5= 123,85; C3= 124,04;
Cige 2 =127,94; C, = 128,23; Cia ¢ 16 = 128,47; Cyo = 128,75; Ci3 ¢ 15= 129,19; Ci9 ¢ 21 =
129,41; C14=132,02; Cs 9= 132,97; C;; = 134,29; Ci7= 140,56; C4 = 141,06; C; = 147,44;
Cio=163,09; C; = 169,64. L.V. Max. (KBr) y - em™: 3101 (C-H); 3041 (C-H); 1728 (C=0);
1637 (C=C); 1595 (C=C); 1442 (C=C); 1338 (N=0),; 1174 (C-N). CG-MS: m/z 51, 77, 105,
180, 369 (M").
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(Z)-4-(3-bromobenzilideno)-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39i)
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O composto 39i foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 43% de rendimento
apos purificacdo. Ponto de fusdo de 182°C. RMN 'H (400 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): H;
=728 (s, IH); Hige22 = 7,31 (d, 2H); Hg.12, 16,13, 15, 14, 19,20 e 21 = 7,39-7,58 (m, 9H); H; = 7,66
(m, 2H); Ho= 8,37 (d, 2H); Hs = 8,60 (sl, 1H); RMN “C (100MHz) DMSO / TMS (3-ppm):
Ce=122,02; C3=125,48; Cigc22=127,87; C; = 128,41; Ci2 16 = 128,45; Cy9= 128,59; Ci3¢
15 = 128,97; Ci9 ¢ 21 = 129,34; Ci4 = 130,91; Cy = 131,10; Cg = 131,70; Cs = 132,84; C; =
134,26; C4=134,38; C;; = 136,48; C;7 = 139,40; C1p=161,72; C; =169,55. 1.V. Max. (KBr)
y - em™: 3062 (C-H); 1720 (C=0); 1641 (C=C); 1597 (C=C); 1444 (C=C); 1170 (C-N); 690
(C-Br). CG-MS: m/z 51, 77, 105, 180, 404 (M ™).

(Z)-4-(4-bromobenzilideno)-1,2-difenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (39j)
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O composto 39j foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 51% de rendimento
apos purificacdo. Ponto de fusdo de 205°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (0-ppm): Hj
18 e 22 =7,27-7,23 (m, 3H); H 12, 16,13, 15, 14, 19,20 e 21 = 7,37-7,55 (m, 8H); He . 5= 7,72 (d, 2H);
Hs . o = 8,17 (d, 2H); RMN *C (125MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C; = 12421; C; =
126,11; Cige20=127,90; Ci2c16 = 128,43; C, = 128,50; Cpo= 128,60; Ci3¢15= 129,00; Ci9 21
= 129,36; Cisa = 131,64; Co o s = 131,96; C4 = 133,38; Cseo= 134,04; Cy; = 134,45; Cy7 =
138,94; C1o= 161,29; C; = 169,64. I.V. Max. (KBr) y-cm™: 3055 (C-H); 1720 (C=0); 1637
(C=C); 1581 (C=C); 1444 (C=C); 1172 (C-N); 692 (C-Br). CG-MS: m/z 51, 77, 105, 180,
402 (M.
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3.1.4 Sintese das imidazolonas da série B (41a)

(LEE et al., 2012)

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 1mmol de oxazolona (35a), 1,6mmol de
benzilamina (40) e 3mL de etanol. A reagdo permaneceu sobre agitagdo por 30 minutos a
temperatura ambiente. O etanol foi removido da reagdo sobre pressdo reduzida em
rotaevaporador. Adicionou-se ao produto obtido anteriormente 3mL de piridina e a mistura
reacional foi aquecida e agitada por 5 dias a 115°C. A piridina foi retirada da reacdo através
de evaporagdo sob pressdo reduzida em rotaecvaporador. Foi adicionado cerca de 10mL de
tolueno a mistura reacional e a mesma foi novamente evaporada, até total evaporacdo da
piridina. O produto obtido (4la) foi purificado em coluna cromatografica com fase

estaciondria silica e fase movel mistura de hexano:acetato em diferentes proporcoes.

(2)-1-benzil-4-benzilideno-2-fenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (41a)
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O composto 41a foi obtido como um s6lido amarelo amorfo em 53% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusdo de 138°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (0-ppm):
Hi7=4,98 (s, 2H); Hig ¢ 23 = 7,08 (d, 2H); H21 = 7,23 (t, 1H); H3 13¢15= 7,26-7,32 (m, 3H); H
6.7.8.20e22= 7,43-7,54 (m, SH); Hi4= 7,59 (t, 1H); Hi2c16= 7,75 (d, 2H); Hs . o= 8,32 (d, 2H);
RMN “C (125MHz) DMSO / TMS (8-ppm): C17 = 44,52; C19.23=126,31; C3=127,38; Cy0
e = 127,77; Co1 = 128,11; Cs e 5= 128,37; Ciae16= 128,73; Ci3 .15 = 128,84; C, = 128,95; C;
= 130,56; Ci4 = 131,68; Cs . 9 = 132,39; Cy; = 134,04; Cy7 = 136,67; C4 = 138,48; Cip =
162,75; C; = 170,76. LV. Max. (KBr) y-em™: 3086 (C-H); 3064 (C-H); 3030 (C-H); 1712
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(C=0); 1639 (C=C); 1595 (C=C); 1444 (C=C); 1153 (C-N); 769 (C-H); 692 (C-H). CG-MS:
m/z 91, 338 (M").

3.1.5 Sintese das imidazolonas da série C (42a)

Em um tubo de ensaio adicionou-se Immol de oxazolona (37a), 2mmol de anilina
(38), 4mmol de acido acético glacial e SmL de piridina. A mistura reacional foi aquecida em
tubo selado por 1 hora & 150°C em microondas. A piridina foi retirada da reacdo através de
evaporacao sob pressdao reduzida em rotaevaporador. Foi adicionado cerca de 10mL de
tolueno a mistura reacional e a mesma foi novamente evaporada, até total evaporacao da
piridina. O produto obtido (42a) foi purificado em coluna cromatografica com fase

estacionaria silica e fase movel mistura de hexano:acetato em diferentes proporcdes.

(Z2)-4-benzilideno-2-metil-1-fenil-1H-imidazol-5(4H)-ona (42a)
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O composto 42a foi obtido como um sélido amarelo amorfo em 99% de rendimento
apos purificagdo. Ponto de fusio de 161°C. RMN 'H (500 MHz) DMSO / TMS (8-ppm):
Hy, =222 (s, 3H); H3 = 7,10 (s, 1H); Hi3, 15 17= 7,41-7,46 (m, 3H); Hg, 7 3= 7,46-7,51 (m,
3H); His e 16= 7,52-7,58 (m, 2H); Hs o= 8,28 (d, 2H); RMN "*C (125MHz) DMSO / TMS
(0-ppm): Cy; = 16,28; C3=125,64; Ci3.17=127,69; Ci5 = 128,68; Coes= 128,79; C;=130,21;
Cse9=132,00; C,=133,46; C4= 134,04; C,=138,33; C;p=162,90; C, = 169,14. L.V. Max.
(KBr) y-em™: 3059 (C-H); 3033 (C-H); 1706 (C=0); 1651 (C=C); 1593 (C=C); 1450 (C=C);
1388 (C-H); 1168 (C-N). CG-MS: m/z 40, 51,77, 104, 118, 262 (M").
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3.2 Metodologia de avaliacdo de atividade biologica

Os experimentos de avaliagdo de atividade bioldgica foram realizados em ambiente

estéril em capela de fluxo laminar previamente esterilizado por luz UV por 20 minutos.

As culturas de células leucémicas foram mantidas incubadas em estufa por 72 horas

em atmosfera a 5% de CO,, a 37°C.

As células foram contadas em cdmara de Neubauer em microscopio Optico para o

ajuste de concentragdo de 2x10* células/mL de solucdo.

As placas de 96 pocos utilizadas no experimento de MTT foram centrifugadas por 7

minutos a 1500rpm apo6s adicao do sal de MTT.

O espectrofotometro utilizado para realizar a leitura de absorvancia no experimento de
MTT foi o leitor de ELISA Tecan Sunrise ELISA Reader, Tecan Group, Switzerland, em um

comprimento de onda de 490 nm.
Os reagentes utilizados foram:

Brometo de 3.4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazol (MTT) — Sigma. Utilizado a Smg/mL

diluido em salina e mantido a 4°C.
Dimetilsulféxido (DMSO) — Sigma. Mantido a temperatura ambiente.

Meio de cultura RPMI 1640 — Sigma. Meio RPMI-1640 10,4g/L, preparado com
Bicarbonato de sodio 2g/L (Reagen), HEPES 25mM (Sigma), Soro Fetal Bovino 100ml/L,
Estreptomicina 10mg/L. (Sigma), Penicilina 60mg/L (Sigma) e b-mercaptoetanol 5mM
(Sigma). Todos os reagentes foram adicionados em 1L de 4gua deionizada e filtrados por uma

membrana de nitrocelulose 0.22mm (MILLIPORE). O pH foi ajustado para 7,2 - 7,4.

Solucdo Salina Tamponada com Fosfato (PBS) - 8,0g NaCl (Merck), 0,2g KCI (Reagen),
1,15g NaH,P0O4.H,O (Reagen), 0,2g Na,HPO4.7H,O (Reagen). Reagentes solubilizados em
1L de 4dgua deionizada, pH 7.4, utilizando NaOH ou HCI.

Soro Fetal Bovino (SFB) - Gibco, Grand Island, NY, USA. Mantido a -20°C até o uso.

Utilizado em meio de cultura a 10% (v/v).

Sulfato de Vincristina (VCR) — Eli Lilly do Brasil LDTA. Concentragdo estoque 1mg/mL

diluida em meio RPMI na concentragdo de 6uM e mantida em a -20°C até o momento do uso.
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3.2.1 Linhagens celulares e cultura de células

Foram utilizadas linhagens celulares leucémicas K562 e Lucena-1. De maneira geral,
estas cresceram em garrafas de 25cm’, em SmL de meio RPMI suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB). As células foram contadas por microscopia Otica em cdmara de
Neubauer e a concentragio ajustada para 2x10* células/mL antes dos repiques, realizados duas
vezes por semana. A linhagem Lucena-1 foi mantida na presenca de 60nM de vincristina

(VCR). As culturas foram mantidas em atmosfera a 5% de CO,, a 37°C.

3.2.2 Preparacio das amostras de imidazolonas

As imidazolonas sintetizadas foram selecionadas e estocadas em solucao de DMSO
estéril a uma concentragdo de 25mM. Para a realizacdo do experimento foi preparada uma
solucdo intermedidria a partir da dissolucdo da solugdo estoque em DMSO estéril com
concentracdo final de SmM. Esta, através de suscetivas diluigdes sequenciais, permitiu o
preparo das solugdes utilizadas no experimento de avaliagdo de atividade bioldgica (500pM,
250pM e 125pM). As diluigdes foram realizadas com solugdo salina tamponada com fosfato

(PBS).

3.2.3 Ensaio colorimétrico de MTT
(MOSSMANN, 1983; DENIZOT E LANG, 1986; BARILE et al., 1994)

Em placas de cultura de 96 pocos foram adicionados 180uL de células leucémicas na
concentragdo de 2x10* células/mL de meio de cultura, previamente contadas em cimara de
Neubauer por microscopia Otica e ajustadas nesta concentragdio em meio de RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Ao branco adicionou-se 20uL. de PBS,
assim como no controle negativo. No controle positivo adicionou-se 20uL de vincristina
60nM. Os produtos imidazolonicos foram adicionados a placa com as células leucémicas nas
concentragdes de analise preparadas previamente no volume de 20pL. Cada ponto do
experimento foi realizado em triplicata (Figura 28). As placas com as células e os produtos

foram incubadas por 72 horas em estufa e mantidas em atmosfera a 5% de CO,, a 37°C.
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Figura 28. Placa de 96 pocos. Esquema de adicdo das culturas de células leucémicas. K562 na parte
superior (linhas A, B e C) e Lucena-1 na parte inferior (linhas E, F ¢ G). Branco na coluna 1, controle
negativo na coluna 3 e controle positivo na coluna 4. Imidazolonas testadas nas colunas 6, 7 ¢ 8 para
um produto X e 9, 10 e 11 para um produto Y.

Ap6s as 72 horas de incubacgdo foram adicionados as placas de 96 pocos 20uL solucao
de MTT (brometo de 3,4,5-dimetiazol-2-i1l-2,5-difeniltetrazol) previamente preparada na
concentragdo de Smg/mL de PBS. Cobriram-se as placas com papel aluminio ¢ as mesmas
foram novamente incubadas por 3 horas. Em seguida, a placas foram centrifugadas a 1500
rpm por 7 minutos € o sobrenadante foi descartado apos este processo. Adicionou-se entdo
200pL de DMSO e as mesmas foram lidas em leitor de Elisa para determinag¢do da

absorvancia no comprimento de onda de 490nm.

Os resultados obtidos foram normalizados considerando-se o controle negativo como
100% de viabilidade e um modelo de grafico de viabilidade celular pdde ser gerado para a
avaliacdo da atividade das imidazolonas testadas. O experimento de MTT foi realizado em

triplicata para cada produto testado.

O calculo da concentragao eficaz média CEs, foi feito utilizando-se os dados de
porcentagem de viabilidade dos experimentos realizados com os produtos em cada uma das
linhagens. O valor do CEsy foi calculado a partir da analise de regressdo ndo linear, no

programa Microsoft Excel 2010.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese das oxazolonas intermediarias para a obtencio das séries A, B e C

Foram sintetizadas 10 oxazolonas que, posteriormente, foram utilizadas para a sintese
das imidazolonas finais das séries A e B, e 1 oxazolona para a sintese final da série C
(Esquema 2) em rendimentos que variaram de 43-85% apds processo de purificagdo (Tabela
1). Estes produtos intermedidrios foram obtidos através da classica reacdo de Erlenmeyer-
Plochl que permite a formacdo das oxazolonas propostas através de sucessivas reagoes de
acoplamento (ERLENMEYER, 1893; PLOCHL, 1893) (Esquema 2). Apesar de ser uma
reacdo bastante antiga, at¢ hoje se mostra uma rea¢do muito versatil e tem sido aprimorada
para diversos usos (AHMADI et al., 2012; CLEARY et al., 2010; CHANDRASEKHAR ¢
KARRI, 2007).

Esquema 2. Sintese das oxazolonas 35a-j e 37a. Esquema reacional para a sintese das oxazolonas 35a-j ¢ 37a
utilizadas como intermedidrias para a obteng¢ao das imidazolonas das séries A ¢ B, e C respectivamente.

Adicionalmente, de acordo com o substituinte em R, as oxazolonas foram obtidas a

120°C (R=Ph; 35a-j) por 20 minutos (CLEARY et al., 2010), ou a 105°C (R;=CHj; 37a) por
4 horas (BLANCO-LOMAS et al., 2012) (Esquema 2).

o]
Ry
Rol N%O
R4
Oxazolonas Ry R; Rendimentos (%) PA1.(°C)

35a -Ph H- 65 168
35b -Ph 4-Cl- 69 198
35¢ -Ph 4-CH:0- 52 188
35d -Ph 3.4-(CH;0-) 55 175
35e -Ph 3,4-(-OCH:0O-) 43 220
35f -Ph 3,4,5(CH;0-); 56 163
35g -Ph 4-CH;0CO- 68 185
35h -Ph 4-NOg- 85 240
35i -Ph 3-Br- 71 159
35 -Ph 4-Br- 71 238
37a -CH;s H- 46 181

Tabela 1. Oxazolonas sintetizadas. Oxazolonas sintetizadas para obtengdo das séries A, B e¢ C, seus
rendimentos e pontos de fusdo.
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A reagdo de Erlenmeyer-Plochl consiste na condensacdo entre derivados da glicina,
como o acido hipurico e a N-acetilglicina, e diferentes benzaldeidos substituidos para
obtengdo de anéis oxazoldnicos na presenca de anidrido acético e acetato de sodio. Estes
ultimos possuem papéis importantes nesta reagdo: o acetato de sdédio atua como uma base no
meio, enquanto que o anidrido acético auxilia na formacao de intermediario mais reativo, atua

como agente desidratante e solvente da reacdo (Esquema 3) (CARTER, 1946).

O mecanismo desta reacdo ¢ bem conhecido e descrito na literatura. Inicialmente
ocorre o ataque do par de elétrons livres da carboxila do derivado da glicina (34 ou 36) ao
centro eletrofilico do anidrido acético, formando o intermediario tetraédrico 1. Este ao refazer
a dupla ligagdo da carbonila, promove a elimina¢do do grupo de saida mais estavel, o acetato,
formando o intermediario II. Este se converte no intermedidrio III, que em seguida ¢
desprotonado para a formacao do anidrido misto (43 ou 44), um intermedidrio mais reativo

que o produto de partida (Esquema 3) (LI, 2006).

Esquema 3. Formacgao de anidrido misto na Reac¢fo de Erlenmeyer. Formacdo de anidrido misto através da
reacdo de condensacdo do 4cido hiplrico com anidrido acético, seguido de eliminagdo de acetato no meio
(Adaptado de LI, 2006).

A proxima etapa consiste em uma reagao de ciclizagdo intramolecular do anidrido
misto formado na etapa anterior (43 ou 44). Isto ocorre através do ataque do par de elétrons
livres do atomo de oxigénio amidico a carbonila eletrofilica presente no anidrido misto
formando o intermediério tetraédrico IV. Este ao restituir a dupla liga¢do e eliminar o grupo
de saida mais estavel leva a formagdo do intermediario V, que apds desprotonagdo promove a
formagdo do nucleo oxazoldnico (45 ou 46) para a proxima etapa reacional (Esquema 4) (LI,

2006).
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Esquema 4. Formacio do niicleo oxazolonico na Rea¢do de Erlenmeyer. Reagdo intramolecular do anidrido
misto levando a eliminagdo de acetato e formacdo do nucleo oxazolonico (Adaptado de LI, 2006).

Apds a formagdo do nticleo oxazolonico ocorre a reagdo de condensagao deste com o
benzaldeido (33a-j) presente no meio, com posterior eliminagado de agua. Esta etapa tem inicio
na formag¢do do enolato VI, que ¢ consideravelmente estavel no meio reacional pela formagao

de um sistema aromatico estabilizante com 6 elétrons m (CHANDRASEKHAR e KARRI,
2006). Fato este que ocorre através da retirada do hidrogénio acido o a carbonila presente no
nucleo oxazoldnico pelo acetato, uma base fraca (pK,= 5) (MARCH, 1992). O enolato gerado
atua como nucleofilo e ataca o centro eletrofilico do benzaldeido (33a-j), promovendo a
formacdo do intermediario tetraédrico VII. Através da subsequente protonagdo dos
intermediarios VII e VIII ocorre a elimina¢do de agua e formagao de dupla ligagdo (E ou Z)

no intermediario IX, gerando as oxazolonas propostas para a sintese das séries A, B ¢ C.

(Esquema 5) (LI, 2006).

Esquema 5. Formacio das oxazolonas através da reaciio de Erlenmeyer. Formagdo do enolato e posterior
reacdo de condensacdo entre este e o benzaldeido promovendo formacao das oxazolonas propostas (Adaptado de
LI, 2006; CHANDRASEKHAR e KARRI, 2006).

47



Visando-se determinar a formagdo dos compostos propostos foram realizados diversos
experimentos de determinagdo estrutural como RMN 'He “C, ponto de fusdo (Tabela 1) e
espectrofotometria no IV. Alguns sinais caracteristicos puderam comprovar a formagao desta
classe de compostos como o sinal entre 7,26-7,14ppm no espectro de RMN 'H e 133,7-
132,9ppm para as oxazolonas 35a-j (R;=Ph) e 131,5ppm para a oxazolona 37a (R;=CHj3) no
RMN "C, referentes ao hidrogénio e ao carbono benzilidénicos (Figura 29), que s6 poderiam
ser formados através da reagdo de acoplamento dos aldeidos com os nicleos oxazolonicos. A
presenca de sinais na regido entre 7,0-8,5ppm no espectro de hidrogénio caracterizaram a
presenga de hidrogénios ligados aos sistemas aromaticos, presentes nos produtos sintetizados.
O sinal no espectro de carbono entre 169,0-167,2ppm caracterizou a presenga da carbonila
lactonica presente no nicleo oxazolonico, assim como o sinal entre 164,3-162,3ppm para as
oxazolonas 35a-j (R;=Ph), e 166,1ppm para a oxazolona 37a (R,=CHj3;), caracterizaram a
presenca do carbono amidinico presente no nucleo oxazolonico (Figura 29). Deste modo,
pode-se comprovar a formagdo do nucleo oxazoldnico através da reagdo proposta. Sinais em
2,42ppm e 15,66ppm nos espectros de RMN 'H e PC, respectivamente, caracterizaram a
presenca da metila nas oxazolonas da série C (Figura 29). Bandas no espectro de
infravermelho (IV) também auxiliaram no processo de caracterizagdo como as que aparecem
na regido de 1797-1780cm™ para as oxazolonas 35a-j (R;=Ph) e 1774cm'™ para a oxazolona
37a (R=CH3;), referentes ao estiramento da ligagdo C=0O da carbonila lactonica conjugada
com a dupla ligacdo. A presenca da banda em 1654-1647cm™ caracterizou o estiramento da
ligacdo C=C da dupla ligacdo das oxazolonas sintetizadas e as bandas em 1618-1583 e 1460-
1446cm™ caracterizaram a presenca de anéis aromaticos pelo estiramento das ligagdes C=C

do anel (Figura 29).

Figura 29. Principais sinais de RMN 'H e "*C e bandas de IV caracteristicas das oxazolonas. Principais
sinais e bandas para a caracterizag@o estrutural das oxazolonas das séries A, B e C.
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Como dito anteriormente, as oxazolonas podem ser obtidas como dois isdmeros, i.e. E
e Z. Desta forma, foi avaliada a estabilidade dos isomeros do composto 35a (R;=Ph; R,=H)
por calculos de modelagem molecular no programa Spartan 04. Inicialmente os compostos
foram construidos utilizando-se a ferramenta de desenho do programa. Em seguida, os
compostos sofreram minimizagdo energética por método AMI, seguida de equilibrio
geométrico utilizando base Hartree-Fock 6,31G". Os resultados estio expressos na Figura 30,
onde podemos ver que o isdbmero Z se mostrou o produto termodinamico, i.e, o de menor
energia, sendo aproximadamente 4kcal/mol mais estdvel comparado ao isomero E (Figura
30A). Esta diferenca de energia se origina provavelmente pela repulsdo estéreo-eletronica
existente entre os pares de elétrons do oxigénio da carbonila e o C-H do anel aromético, uma
vez que a fenila estd paralela a sub-unidade benzilidénica, devido a conjugacdo entre os
elétrons m das duplas ligagdes. A Figura 30B demonstra os dngulos de ligagdo entre a dupla
do benzilideno com o carbono C1 do anel aromatico e o carbono da carbonila da oxazolona,
onde suas somas para o isdmero Z levam a um valor de 255,55°, enquanto para o isomero E
de 267,37°, confirmando que esta repulsdo entre os atomos gera um aumento de 11,82° na

soma dos angulos de ligagao, justificando a menor estabilidade do E.

Figura 30. Isomeros geométricos das oxazolonas sintetizadas. Parte A: Diferenca energética tedrica entre os
isomeros Z ¢ E das oxazolonas sintetizadas. Parte B: Angulos de ligagdo formados entre os carbonos em
destaque verde e amarelo para os dois isdmeros Z e E.
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Com o intuito de se determinar inequivocamente a configuragdo relativa da dupla
ligagdo presente nos produtos oxazolonicos, foi realizado um experimento de RMN "C
(zggd30, espectro de carbono acoplado a hidrogénio a longa distancia, J’°CH) para observar a
constante de acoplamento entre o carbono da carbonila lactonica e o hidrogénio ligado ao
carbono benzilidénico do produto 35a (Figura 31). Foi observada uma constante de
acoplamento (J) de 5,45Hz o que caracteriza a presenga de uma interacdo entre estes dois
atomos quando da configuracdo Z (Figura 31). Para um produto com configuracdo relativa E
seria esperado um valor de J proximo a 12Hz (PROKOF’EV e KARPEISKAYA, 1979). Este
resultado era esperado, visto que as condigdes reacionais favorecem a formacao do produto
termodinamicamente mais estavel que, conforme os célculos realizados, seria o produto com

configuragdo relativa Z (RAO, 1976).

Figura 31. Espectro de RMN Bc para a determinacio da configuracio relativa da oxazolona 35a.
Determinacao da configuragdo relativa Z da série das oxazolonas através da constante de acoplamento entre o
hidrogénio benzilidénico e a carbonila lactonica em destaque roxo.

Observando os rendimentos reacionais para a sintese das oxazolonas propostas para as
séries A e B (35a-j) foi verificado uma grande variagao nestes valores a medida que ocorre a
mudanga dos grupos substituintes do anel aromatico nas mesmas (Tabela 1). Para o melhor
entendimento deste fato, foi realizada uma comparagdo do valor de rendimento da oxazolona

sem substitui¢do 35a com as demais oxazolonas.

As oxazolonas que possuem, inseridos em suas estruturas, grupos (R,) doadores de
elétrons para o anel aromatico (EDG), 35¢, 35d, 35e ¢ 35f, apresentaram valores de
rendimento reacional mais baixos que a oxazolona ndo substituida 35a (Tabela 1). Este fato
pode ser explicado através da observacao da reatividade dos benzaldeidos substituidos de
partida, 33c, 33d, 33e ¢ 33f, frente a reagdo de condensagao com o nucleo oxazolonico (45)

(Esquema 5). Grupos doadores de elétrons promovem a diminui¢do da carga parcial positiva
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sobre o carbono carbonilico do benzaldeido (Figura 32), diminuindo sua reatividade
(MARCH, 1992). Quanto menos reativo o benzaldeido, menor ¢ a taxa de condensacdo com o
nucleo oxazoldnico e, consequentemente, menor seria o rendimento da reacdo (CLEARY et

al., 2010; CHAVEZ et al., 2010).

Figura 32. Benzaldeidos com grupos doadores de elétrons. Efeito dos grupos doadores de elétrons por
indugdo e ressondncia sobre o centro eletrofilico dos diferentes benzaldeidos utilizados na sintese das
oxazolonas.

No entanto, para as oxazolonas que possuem grupos retiradores de elétrons do anel
aromatico (EWG) como o produto 35h, o que se observou foi um aumento consideravel no
rendimento da reacdo (Tabela 1). Este fato, da mesma maneira que no caso anterior, também
pode ser explicado pela avaliagao da reatividade do benzaldeido substituido de partida 33h,
frente a condensacdo com o nucleo oxazolonico. Grupos retiradores de elétrons promovem o
aumento da carga parcial positiva sobre o carbono carbonilico do benzaldeido (Figura 33),
aumentando sua reatividade (MARCH, 1992) e o rendimento da reacdo (CLEARY et al.,
2010; CHAVEZ et al., 2010).

Figura 33. Benzaldeido com grupos retiradores de elétrons. Efeito dos grupos retiradores de elétrons por
indugdo e ressondncia sobre o centro eletrofilico dos benzaldeidos utilizados na sintese das oxazolonas.

Para as oxazolonas que possuem halogénios como substituintes 35b, 35i e 35j, foi
observado um ligeiro aumento do rendimento reacional, que ndo se compara com os produtos
que possuem grupos retiradores de elétrons (Tabela 1). Este fato ocorre, pois os seus
respectivos benzaldeidos substituidos de partida, 33b, 33i e 33j, possuem reatividade
intermediaria aos que mesmos possuem EDG ¢ EWG. Os halogénios sao fracos doadores de
elétrons por ressonancia e¢ bons retiradores por indugdo (MARCH, 1992), deste modo,
aumentam ligeiramente a carga parcial positiva sobre o carbono carbonilico do benzaldeido e
sua reatividade (Figura 34) (CLEARY et al., 2010; CHAVEZ et al., 2010).
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Figura 34. Benzaldeidos com grupos halogénios. Efeito dos grupos retiradores de elétrons por inducdo e
doadores de elétrons ressonancia sobre o centro eletrofilico dos benzaldeidos utilizados na sintese das
oxazolonas.

Adicionalmente, quanto mais reativos forem os centros eletrofilicos dos benzaldeidos
utilizados na sintese de Erlenmeyer-Plochl, menores sdo as chances de ocorrerem reacdes
paralelas que podem levar a formacdo de produtos indesejaveis e diminuir o rendimento
reacional. Estas reacdes paralelas incluem a condensagdo do anel oxazolonico com o anidrido
acético presente no meio gerando o produto W e com o anidrido misto formado gerando o

produto Y (Esquema 6) (CLEARY et al., 2010; CHAVEZ et al., 2010).

Esquema 6. Reacdes paralelas na reacio de Erlenmeyer. Reacdes paralelas que podem formar produtos
indesejaveis e diminuir o rendimento da reagéo (Adaptado de CLEARY et al., 2010).

4.2 Sintese das imidazolonas da série A ¢ C

Foram sintetizadas 10 imidazolonas da série A e 1 oxazolona da série C segundo o

esquema abaixo (Esquema 7). Estas apresentaram alto grau de pureza segundo analise de
1 13 . . . . ,

espectros de RMN 'H e ~C e espectrometria de massas, € bons rendimentos reacionais apos

processo de purificagdo em cromatografia em coluna de 40-99% (Tabela 2).

Esquema 7. Sintese das imidazolonas das séries A e C. Esquema reacional para a sintese das imidazolonas
39a-j ¢ 42a e obtencdo das séries A e C, respectivamente.

52



NS
Ry
Imidazolonas R; R: Rendimentos (%) P.f. (°C)
39a -Ph H- 61 174
39b -Ph 4-Cl- 41 200
39¢ -Ph 4-CH;0- 71 188
39d -Ph 3.4-(CH:0-) 65 218
39 -Ph 3,4-(-OCH,0-) 82 214
39f -Ph 3,4,5-(CH30-)s; 43 219
39¢g -Ph 4-OH- 53 248
3%h -Ph 4-NO»- 40 187
391 -Ph 3-Br- 43 182
39 -Ph 4-Br- 51 205
42a -CHs H- 99 161

Tabela 2. Imidazolonas sintetizadas. Imidazolonas sintetizadas das séries A e C, seus rendimentos e pontos de
fusdo.

A sintese das imidazolonas tanto para a série A, quanto para a B ¢ C, demandou muita
dedicacdo e tempo empregado, pois as metodologias descritas na literatura para a sintese das
mesmas nao se mostravam adequadas para a obtengdo de todos os produtos da série. A
maioria das metodologias descritas fornecia produtos com rendimentos muito baixos e baixo

grau de pureza.

Foram realizados testes em diferentes meios reacionais como, por exemplo, em meio
aquoso de acido acético e acetato de sodio (MADHAVI et al., 2010), em piridina (KHAN et
al., 2010), em dioxano, foram realizadas reacdes em fase sélida, (BIPLAB et al., 2005) com
carbonato de potassio em etanol (LEE et al., 2012), sob aquecimento convencional (LINGI et
al., 1969), aquecimento em micro-ondas (KHAN et al., 2010), foram utilizadas diferentes
metodologias de purificagdo como recristalizagdo em etanol (KHAN et al., 2009) e
purificacdo em coluna cromatografica (KHAN et al., 2010), dentre outras. Todas estas
metodologias foram testadas em diferentes concentragdes de reagentes e em diferentes tempos

reacionais com acompanhamento em cromatografia em camada delgada (CCD).

Depois de muitas tentativas para encontrar uma metodologia adequada para a
preparacdo das imidazolonas propostas neste trabalho, uma se mostrou inicialmente adequada
para obtencdo de 39a (R;=Ph; R,=H) e 39¢ (R;=Ph; R,=OCHj3): a reacdo entre a oxazolona
preparada anteriormente e anilina em meio de acido acético catalisada por acetato de sddio em
aquecimento em tubo selado a 120°C por 1 dia (MADHAVI et al., 2010), na proporgéo de 1

equivalente (eq) de oxazolona para 2eq de anilina e 0,2eq de acetato de so6dio. O produto 39a
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apresentou 50% de rendimento apds purificagdo em coluna cromatografica, e 32% de
rendimento apods recristalizacdo em etanol, enquanto que o produto 39c¢ apresentou
rendimento de 61% apos cromatografia em coluna. Para as outras imidazolonas sintetizadas,
os rendimentos obtidos foram inferiores a 30% e algumas ndo foram purificadas, pois através
da anélise da reagdo por CCD, verificou-se que a quantidade de produto formado era minima

em compara¢do com a quantidade de impurezas.

Na tentativa de desenvolver uma metodologia para a obtencdo de todas as
imidazolonas planejadas, € ndo somente privilegiar a formagdo de algumas, foi testada uma
nova metodologia para a condensagdo da oxazolona 35a com a anilina na presenga de piridina
sob aquecimento em chapa a 150°C por 1 dia (LINGI et al., 1969). Observou-se entdo a
formacao do produto desejado, através do acompanhamento da reagdo por CCD, assim como
a intensa formac¢ao de um subproduto de maior polaridade, que apos ser purificado apresentou
coloragdo branca, que nao foi caracterizado. Acredita-se que este subproduto seja o produto
de condensacdo de cadeia aberta (47 ou 48) ja descrito na literatura como intermedidrio desta
reacao (LEE et al., 2012) (Esquema 8). A mesma metodologia também testada sob
aquecimento em micro-ondas a 150°C (KHAN et al., 2010) também nao resultou em bons

rendimentos reacionais.

Curiosamente, observou-se em um trabalho paralelo, a formagdo da imidazolona
desejada através da reacdo de condensacdo entre a 2-carboxi-anilina e a oxazolona 35a em
meio de piridina com as mesmas condigdes aplicadas anteriormente (KHAN et al., 2010). A
respectiva imidazolona apresentou bom rendimento reacional apds processo de purificacao
por cromatografia em coluna (acima de 60%). Desta maneira, postulou-se que deveria existir
uma importdncia do grupo acido carboxilico presente na anilina utilizada para o bom
funcionamento do processo de ciclizagdo. Desta forma, foi sugerida a adicio de um
catalisador acido (leq) a metodologia citada anteriormente, como uma fonte de protons, para
auxiliar no processo de reciclizacdo do intermediario aberto obtido (47 ou 48) em maiores
proporcdes (Esquema 9). Otimizacdes destas condigdes reacionais mostraram que os produtos
poderiam ser obtidos em bons rendimentos por aquecimento em micro-ondas a 150°C por 1

hora.

Sabe-se que a reagdo passa pela formagao de um intermediario de cadeia aberta que se
forma rapidamente, e posteriormente sofre um longo processo de reciclizagdo (LEE et al.,
2012). Na primeira etapa ocorre a condensacdo da amina com a oxazolona presente no meio

reacional através de reagdo de substituicdo ao carbono acilico (SN 4¢), que se inicia através do
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ataque nucleofilico do nitrogénio da amina ao centro eletrofilico da oxazolona, formando o
intermediario tetraé¢drico X (Esquema 8). Este ¢ desprotonado pela piridina presente no meio
gerando o intermedidrio XI, que por sua vez, ao restituir a dupla ligagcao, forma o produto

aberto (47 ou 48) para a proxima etapa reacional (Esquema 8).

Esquema 8. Primeira etapa da reacdo de formacio das imidazolonas das séries A e C. Ataque nucleofilico
da amina sobre o centro eletrofilico da oxazolona para a formagao do intermediario aberto.

A etapa seguinte consiste na reciclizagdo intramolecular do produto aberto (47 ou 48)
apoOs a condensacdo com a amina aromatica com subsequente eliminagdo de dgua (Esquema
9). Esta etapa inicia-se com a ativagdo da carbonila do produto aberto formando o
intermediario XII. Este sofre ataque nucleofilico intramolecular do nitrogénio amidico
gerando o intermedidrio XIII, que posteriormente ¢ desprotonado pela piridina formando o
intermediario XIV. Apos abstracdo de um proton este Ultimo intermediario forma um bom
grupo abandonador na sua estrutura, XV, que apds eliminagdo (XVI) e desprotonacdo forma

as imidazolonas desejadas (Esquema 9).
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Esquema 9. Segunda etapa da reacido de formacio das imidazolonas das séries A e C. Reciclizagdo do
intermediario aberto com consequente eliminagdo de agua e formagdo das imidazolonas 39a-j e 42a, para a
obtengdo das séries A e C, respectivamente.

Para determinar a formacdo dos compostos propostos foram realizados diversos
experimentos de determinagio estrutural como RMN 'H e °C, ponto de fusdo (Tabela 2),
espectrofotometria no IV e espectrofotometria de massas (anexos). Alguns sinais
caracteristicos puderam comprovar a formacao desta classe de compostos como o sinal entre
7,30-7,21ppm no espectro de RMN 'H e 128,4-124,0ppm no RMN "°C, referentes ao
hidrogénio e ao carbono benzilidénicos (Figura 37). Curiosamente, alguns compostos, mesmo
apds purificagdo cromatografica, apresentaram duplicagdo de sinais, indicando uma
isomerizagdo parcial da dupla ligagdo do carbono benzilidénico, conforme descrito na Tabela

3.

Como realizado anteriormente, avaliamos a estabilidade dos isdmeros do composto
39a por calculos de modelagem molecular no programa Spartan 04. Os resultados estdo
expressos na Figura 35, onde podemos ver que, novamente, o isdmero Z se mostrou o produto
termodinamico, isto ¢, o de menor energia, sendo aproximadamente 6kcal/mol mais estavel
comparado ao isomero E (Figura 35). Como para as oxazolonas, essa diferenca de energia se
da provavelmente devido a repulsdo estéreo-eletronica entre os pares de elétrons do oxigénio
da carbonila ¢ o C-H do anel aromatico. Mais uma vez, o experimento de RMN "*C acoplado

a hidrogénio (J°CH) foi realizado com a carbonila em maior propor¢io do produto 39c¢
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(R;=Ph; R,=0OCH3;), indicando um acoplamento de 4,54Hz, caracteristico do isémero Z

(PROKOF’EV e KARPEISKAYA, 1979), o que confirma os resultados tedricos (Figura 36).

Figura 35. Isomeros geométricos das imidazolonas sintetizadas. Diferenca energética tedrica entre os
isdmeros Z e E das imidazolonas sintetizadas.

Figura 36. Espectro de RMN "C para a determinagio da configuracio relativa da imidazolona 39c.
Determinacdo da configuragdo relativa Z da série das imidazolonas através da constante de acoplamento entre o
hidrogénio benzilidénico e a carbonila lactonica em destaque roxo.

Assim, a propor¢cdo dos isomeros foi calculada por correlacdo direta dos sinais
referentes aos hidrogénios 5 e 9, onde atribuiu-se ao de maior propor¢cdo e mais blindado a

configura¢do Z (Tabela 3).
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N~
R4

Imidazolonas R Ra E:Z(%)
39a -Ph H- 0:100
39b -Ph 4-Cl- 0:100
39c¢ -Ph 4-CHs0- 10:90
39d -Ph 3,4-(CH;0-); 0:100
39 -Ph 3.4-(-OCH,0-) 10:90
39f -Ph 3.4,5-(CH;0-); 0:100
39g -Ph 4-OH- 0:100
3%h -Ph 4-NO3- 0:100
391 -Ph 3-Br- 0:100
39 -Ph 4-Br- 5:95
42a -CH; H- 0:100

Tabela 3. Proporg¢ao isomérica das imidazolonas das séries A e C. Proporgao entre os isomeros E e Z para as
imidazolonas 39a-j da série A ¢ 42a da série C.

Cabe destacar, a diminui¢ao dos valores de deslocamento quimico no espectro de
carbono para o carbono benzilidénico (Figura 37) das imidazolonas formadas, em comparacdo
com as oxazolonas de origem 35a-j (Figura 29), comprovando a transformagdo do anel
oxazolonico em imidazolonico através da sintese proposta. A presenga de sinais na regiao
entre 7,0-8,5ppm no espectro de hidrogénio caracterizou a presenga de hidrogénios ligados
aos sistemas aromaticos, presentes nos produtos sintetizados. O sinal no espectro de carbono
entre 169,8-169,1ppm caracterizou a presenga da carbonila lactdmica presente no nucleo
imidazolonico, assim como o sinal entre 163,1-159,1ppm caracterizaram a presenga do
carbono ligado ao nitrogénio através de dupla ligacdo presente no nucleo imidazolonico
(Figura 37). Também pode-se observar a diminuicdo dos valores de deslocamento quimico
para os sinais no espectro de carbono referentes ao carbono amidinico e o aumento dos
valores de deslocamento quimico para o carbono carbonilico, se comparados com os sinais
das oxazolonas de origem 35a-j (Figura 29). Fato que corrobora para determinar a formagao
do produto imidazolonico desejado. Sinais em 2,22ppm e 16,28ppm nos espectros de RMN
'H e "°C, respectivamente, caracterizaram a presenca da metila na imidazolona 42a da série C
(Figura 37). Bandas no espectro de infravermelho (IV) também auxiliaram no processo de
caracterizacdo como as que aparecem na regido de 1728-1706cm™, referentes ao estiramento
da ligagdo e C=0 da carbonila lactdmica conjugada com a dupla ligagdo. Esta banda também
difere da banda encontrada no espectro das oxazolonas de origem 35a-j (Figura 29), onde a
mesma se encontra em 1797-1780cm™. A presenca da banda em 1651-1635cm™ caracterizou

o estiramento da ligagdo C=C da dupla ligacao das imidazolonas sintetizadas e as bandas em
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1597-1553 ¢ 1464-1440cm™ caracterizaram a presenca de anéis aromaticos pelo estiramento

das ligagdes C=C do anel (Figura 37).

Figura 37. Principais sinais de RMN "H e '*C e bandas de IV caracteristicas das imidazolonas das séries A
e C. Principais sinais e bandas para a caracterizac@o estrutural das imidazolonas 39a-j e 42a das séries A e C,
respectivamente. Em letras vermelhas, estdo destacadas as diferengas de sinais e bandas nos espectros de RMN ¢
IV presentes nas imidazolonas em comparagdo com as oxazolonas de origem.

Visto que as imidazolonas sintetizadas apresentam mais de um nucleo aromatico em
sua estrutura, a determinagao estrutural destes compostos apresentou-se como um desafio com
relacdo a atribuicdo dos sinais observados no espectro de RMN 'H ¢ "C. De maneira a
solucionar este problema, foram realizados espectros de RMN de correlacio ou
bidimensionais para a correta atribui¢do dos sinais observados nos espectros unidimensionais.
Os espectros foram obtidos a partir da estrutura 39a da série A, devido 4 sua maior
disponibilidade quantitativa, mas pela semelhanga dos nticleos das séries sintetizadas neste

trabalho, a atribui¢do dos sinais pdde ser estendida para as séries B e C.

Com o proposito de se determinar a proximidade espacial entre os nucleos de
hidrogénio presentes nas séries sintetizadas foi realizado um espectro de RMN NOESY
(SILVERSTEIN et al., 2007) do produto 39a (Figura 38). Através deste, pdde-se verificar a
interacdo entre dois sinais no espectro de hidrogénio, o sinal em §8,37ppm e em 7,29ppm
(Figura 38), caracterizando a interagao espacial entre um atomo de hidrogénio blindado e dois
atomos de hidrogénios desblindados. O sinal localizado em campo alto € correspondente ao
hidrogénio benzilidénico (hidrogénio 3) (Figura 38), pois este ¢ protegido através do efeito de
cone de protecdo gerado pela carbonila vizinha, este fendmeno ¢ conhecido como anisotropia
magnética (SILVERSTEIN et al., 2007). Deste modo, o sinal observado em campo baixo com
integragdo para 2 hidrogénios ¢ referente aos hidrogénios orto ao benzilideno (hidrogénios 5 e

9) (Figura 38).
59



Figura 38. Espectro de RMN bidimensional NOESY para o produto 39a. Interagdo espacial entre os atomos
de hidrogénio presentes nas posicdes 3, 5 e 9 para o produto 39a.

Através da atribuigdo dos dois sinais no espectro de hidrogénio descritos
anteriormente, foi possivel determinar no espectro de carbono os sinais correspondentes aos
carbonos ligados a estes hidrogénios através de um experimento de HSQC. Este visualiza o
acoplamento entre os ntcleos de carbono e de hidrogénio presentes na estrutura do produto

através de uma ligacdo covalente, J' (SILVERSTEIN et al., 2007).

A Figura 39 demonstra uma ampliagdo no espectro de HSQC na faixa de 8,50-
8,20ppm para o espectro de hidrogénio, eixo horizontal, e 134,0-130,0ppm no espectro de
carbono, eixo vertical. Observou-se o acoplamento do tipo J' entre os hidrogénios orto ao
benzilideno (hidrogénios 5 ¢ 9) em 8,37ppm no espectro de hidrogénio com um sinal em
132,37ppm no espectro de carbono (Figura 39). Como o experimento de HSQC demonstra o
acoplamento entre carbono e hidrogénio através de uma ligagdo, acreditou-se que o sinal em

132,37ppm pode ser atribuido aos carbonos 0rto ao benzilideno (carbonos 5 e 9) (Figura 39).
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Figura 39. Espectro de RMN bidimensional HSQC ampliado na regidao de 8,50-8,20ppm para 'H e 134,0-
130,0ppm para “C para o produto 39a. Acoplamento entre o dtomo de carbono e de hidrogénio através de
uma ligagdo covalente para o produto 39a. Visualizagdo do acoplamento entre os hidrogénios 5 e 9 e os carbonos
5e0.

A Figura 40 ¢ referente a uma ampliagdo do espectro de HSQC na regido de 7,55-
7,25ppm para o espectro de hidrogénio, eixo horizontal, e 132,0-127,0ppm no espectro de
carbono, eixo vertical. Foi observado acoplamento do tipo J'entre o sinal respectivo ao
hidrogénio benzilidénico (hidrogénio 3) em 7,29ppm no espectro de 'H e um sinal em
127,67ppm no espectro de *C (Figura 40). Desta maneira, atribuiu-se este Gltimo sinal ao

carbono benzilidénico (carbono 3) (Figura 40).

O sinal observado entre 7,33-7,25ppm no espectro de RMN 'H (Figura 40)
corresponde a uma fusdo de sinais referentes ao hidrogénio benzilidénico (hidrogénio 3), ja
discutido anteriormente, ¢ aos hidrogénios orto a amida presente na estrutura do produto
(hidrogénios 18 e 22). Acreditou-se que estes ultimos, por serem blindados através do efeito
de ressonancia realizado pela doacdo de elétrons para o anel pelo nitrogénio amidico, estdo
deslocados para campo alto diferente dos outros sinais de hidrogénio ligados a sistemas
aromaticos presentes nos produtos sintetizados. Através da visualiza¢ao do espectro de RMN
HSQC (Figura 40) também pdde ser observado o acoplamento do tipo J'entre os hidrogénios
orto a amida (hidrogénios 18 e 22), em 7,33-7,25ppm no espectro de RMN 'H, com o sinal
em 127,90ppm no espectro de °C. Desta maneira, atribuiu-se este ultimo sinal aos carbonos

em posicao 0orto a amida (carbonos 18 e 22) presentes nos produtos sintetizados (Figura 40).
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Figura 40. Espectro de RMN bidimensional HSQC ampliado na regido de 7,55-7,25ppm para 'H e 132,0-
127,0ppm para "*C para o produto 39a. Acoplamento entre o dtomo de carbono e de hidrogénio através de
uma ligacdo covalente para o produto 39a. Visualizacdo do acoplamento entre o hidrogénio 3 e o carbono 3,
assim como entre os hidrogénios 18 e 22 e os carbonos 18 e 22.

A fim de se determinar os sinais remanescentes, foi realizado um experimento para
observar o acoplamento entre os 4&tomos de carbono e hidrogénio a trés ligagdes covalentes de
distancia entre eles, o espectro de RMN HMBC (SILVERSTEIN et al., 2007). A Figura 41 ¢
referente a uma ampliacdo deste espectro na regido de 7,65-7,20ppm para o espectro de
hidrogénio, eixo horizontal, e 175,0-155,0ppm no espectro de carbono, eixo vertical. Foi
observado acoplamento do tipo J? entre o sinal respectivo ao hidrogénio benzilidénico
(hidrogénio 3) em 7,29ppm no espectro de RMN 'H e um sinal em 169,75ppm no espectro de
RMN "“C (Figura 41). Desta maneira, atribuiu-se este ultimo sinal ao carbono carbonilico

(carbono 1) (Figura 41).

O sinal em 160,85ppm no espectro de carbono foi atribuido ao carbono amidinico
(carbono 10) pela desblindagem promovida pelos dois 4tomos de nitrogénio ligados
diretamente a este. Tendo posse desta informacao, a correlacdo observada entre um conjunto
de sinais em aproximadamente 7,52ppm no espectro de hidrogénio e o referente sinal no
espectro de carbono sugere o acoplamento entre estes nucleos através de trés ligagdes de
distancia (Figura 41). Desta maneira, atribuiu-se ao conjunto de sinais em 7,52ppm no

espectro de RMN 'H aos hidrogénios orto a amidina (hidrogénios 12 e 16) (Figura 41).
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Figura 41. Espectro de RMN bidimensional HMBC ampliado na regiao de 7,65-7,20ppm para 'H e 175,0-
155,0ppm para C para o produto 39a. Acoplamento entre o atomo de carbono e de hidrogénio através de trés
ligagdes covalentes para o produto 39a. Visualizagio do acoplamento J* entre o hidrogénio 3 e o carbono 1,
assim como entre os hidrogénios 12 e 16 e o carbono 10.

A Figura 42 demostra a correlagdo de sinais para os hidrogénios 0rto ao benzilideno.
Esta figura ¢ referente a um espectro de HMBC com ampliacdo na regido de 8,40-8,30ppm
para o espectro de hidrogénio, eixo horizontal, e 133,0-126,0ppm no espectro de carbono,
eixo vertical. Foi observado acoplamento do tipo J° entre o sinal respectivo aos hidrogénios
orto ao benzilideno (hidrogénios 5 ¢ 9) em 8,37ppm no espectro de RMN 'H e um sinal em
127,67ppm no espectro de RMN "*C (Figura 42). Desta maneira, pode ser comprovada a
atribuicdo feita anteriormente, onde o sinal em 127,67ppm foi atribuido ao carbono
benzilidénico (carbono 3) (Figura 42). Também foi observada outra correlacdo entre os
hidrogénios orto ao benzilideno (hidrogénios 5 € 9) com um sinal presente no espectro de
carbono em 130,58ppm (Figura 42). Desta maneira, pdde-se atribuir este sinal ao carbono
para ao benzilideno (carbono 7) pelo acoplamento do tipo J°, observado entre este ¢ os

hidrogénios em questdo (hidrogénios 5 e 9) (Figura 42).
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Figura 42. Espectro de RMN bidimensional HMBC ampliado na regifio de 8,40-8,30ppm para 'H e 133,0-
126,0ppm para *C para o produto 39a. Acoplamento entre o tomo de carbono e de hidrogénio através de trés
ligagdes covalentes para o produto 39a. Visualizagio do acoplamento J° entre os hidrogénios 5 ¢ 9 e o carbono 3,
assim como entre os hidrogénios 5 ¢ 9 ¢ o carbono 7.

A Figura 43 ¢ referente a um espectro de HMBC com ampliacdao na regido de 7,30-
7,25ppm para o espectro de hidrogénio, eixo horizontal, e 133,0-127,0ppm no espectro de
carbono, eixo vertical. Foi observado acoplamento do tipo J® entre o sinal respectivo ao
hidrogénio benzilidénico (hidrogénio 3) em 7,29ppm no espectro de RMN 'H e um sinal em
132,37ppm no espectro de RMN "°C (Figura 43). Desta maneira, pdde ser comprovada a
atribuicao feita anteriormente, onde o sinal em 132,37ppm foi atribuido aos carbonos na
posicdo orto ao benzilidénico (carbonos 5 e 9) (Figura 43). Também foi observada outra
correlacdo entre os hidrogénios orto a amida (hidrogénios 18 e 22) com um sinal presente no
espectro de carbono em 128,56ppm (Figura 43). Desta maneira, pdde-se atribuir este sinal ao
carbono para a amida (carbono 20) pelo acoplamento do tipo J°, observado entre este e 0s

hidrogénios em questdo (hidrogénios 18 e 22) (Figura 43).
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Figura 43. Espectro de RMN bidimensional HMBC ampliado na regiao de 7,30-7,25ppm para 'H e 133,0-
127,0ppm para “C para o produto 39a. Acoplamento entre o 4tomo de carbono e de hidrogénio através de trés
ligagdes covalentes para o produto 39a. Visualizagio do acoplamento J* entre os hidrogénios 18 e 22 e o carbono
20, assim como entre o hidrogénio 3 e os carbonos 5 ¢ 9.

Os sinais restantes foram atribuidos por exclusdo como, por exemplo, o sinal em
131,55ppm no espectro de carbono foi atribuido ao carbono para a amidina (carbono 14) no
produto 39a. Os outros sinais foram atribuidos conforme modelos teodricos gerados pelo

programa ACDLABS 12.0.

4.3 Sintese das imidazolonas da série B

Foi sintetizada somente 1 imidazolona para a obtencdo da série B segundo o esquema
abaixo (Esquema 10). Esta apresentou alto grau de pureza segundo andlise de espectros de
RMN 'H e "°C e espectrometria de massas, ¢ bom rendimento reacional apds processo de
purificacdo em cromatografia em coluna de 53%. Seu ponto de fusdo foi de 138°C.
Apresentou também formagdo de isdmeros geométricos na propor¢ao de 85% para o isdmero
Z e 15% para o isdbmero E. A proporcao dos isdmeros foi calculada por correlagdo direta dos
sinais referentes aos hidrogénios 5 e 9, onde atribuiu-se ao de maior propor¢do € mais

blindado a configuragado Z.
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Esquema 10. Sintese da imidazolona da série B. Esquema reacional para a sintese da imidazolona 41a para a
obtencdo da série B.

A reacdo utilizada para a sintese da série B foi feita em duas etapas (Esquema 10). A
primeira consiste na reagao entre a oxazolona 35a, sintetizada anteriormente, ¢ a benzilamina
(40) em meio de etanol, formando um produto intermediario de cadeia aberta. Este, em uma
segunda etapa, ¢ ciclizado em piridina para a obtencao do produto 41a (Esquema 10) (LEE et
al., 2012).

O mecanismo desta reacdo inicia-se na primeira etapa com a formacdao do
intermediario tetraé¢drico de reagdao XVII apods ataque nucleofilico da benzilamina sobre o
centro eletrofilico da oxazolona 35a que, por sua vez, sofre desprotona¢do para a obtengdo do
intermediario X VIII. Este, ao restituir a dupla ligacdo, promove a formacao do produto aberto

(49) (Esquema 11).

Esquema 11. Primeira etapa da reacio de formacio das imidazolonas da série B. Ataque nucleofilico da
amina sobre o centro eletrofilico da oxazolona para a formagao do intermediario aberto.

A etapa seguinte consiste na reciclizagao intramolecular do produto aberto (49) apds a
condensagdo com a amina, com subsequente eliminagdo de dgua (Esquema 12). Esta etapa
inicia-se com ataque nucleofilico intramolecular do nitrogénio amidico a carbonila do produto
aberto (49) gerando o intermedidrio XIX. Através da doagdo de proton realizada pela piridina
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protonada gerada na etapa anterior ocorre a formac¢do do intermediario XX. Este ultimo sofre
desprotonacdo e forma o intermediario XXI que, por sua vez, promove a formagao de dupla

ligacdo com subsequente eliminacao de dgua, gerando as imidazolonas desejadas (Esquema

12).

Esquema 12. Segunda etapa da reacio de formacio das imidazolonas das séries B. Reciclizagdao do
intermediario aberto com consequente eliminagdo de agua e formacdo da imidazolona 41a.

Para se determinar a formacdo dos compostos propostos foram realizados diversos
experimentos de determina¢io estrutural como RMN 'H e "C, ponto de fusio,
espectrofotometria no IV e espectrofotometria de massas (anexos). Alguns sinais
caracteristicos puderam comprovar a formagao desta classe de compostos como o sinal em
7,29ppm no espectro de RMN 'H e 127,38ppm no RMN "°C, referentes ao hidrogénio e ao
carbono benzilidénicos (Figura 44), atribuidos aos isomeros Z. A imidazolona 41a também
apresentou, mesmo apos purificagdo cromatografica, duplicagdo de sinais, indicando uma
isomerizagdo parcial da dupla ligacdo do carbono benzilidénico, onde atribuiu-se ao sinal de
maior proporc¢ao e mais blindado a configuracdo Z, assim como para as imidazolonas da série

A.

De maneira semelhante as imidazolonas das séries A e C, também foi observado para
a série B uma diminui¢cdo do valor de deslocamento quimico no espectro de carbono para o
carbono benzilidénico (Figura 44) em comparacdo com a oxazolona de origem 35a, em
133,33ppm no RMN "*C (Figura 29), comprovando a transformagdo do anel oxazolénico em
imidazolonico através da sintese proposta. A presenca de sinais na regido entre 7,0-8,5ppm no

espectro de hidrogénio caracterizaram a presenca de hidrogénios ligados aos sistemas
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aromaticos, presentes nos produtos sintetizados. O sinal no espectro de carbono em
170,76ppm caracterizou a presenga da carbonila lactdmica presente no nicleo imidazol6nico,
assim como o sinal em 162,75ppm caracterizou a presenca do carbono amidinico presente no
nlcleo imidazolonico (Figura 44). Também pode-se observar um aumento do valor de
deslocamento quimico para o sinal no espectro de carbono descrito para o carbono carbonilico
(Figura 44), se comparado com o sinal da oxazolona de origem 35a, em 167,63ppm no
espectro de RMN °C (Figura 29). Fato que corrobora para determinar a formagdo do produto
imidazolénico desejado. Sinais em 4,98ppm e 44,52ppm nos espectros de RMN 'H e Be,
respectivamente, caracterizaram a presenca do grupo metileno que sé pode ser observado apos
a reacdo de condensacdo da oxazolona com a benzilamina, comprovando novamente a
obtencdo da imidazolona desejada (Figura 44). Bandas no espectro de infravermelho (IV)
também auxiliaram no processo de caracterizacdo como as que aparecem na regido de
1712cm™ (Figura 44), referentes ao estiramento da ligagdo e C=0O da carbonila lactimica
conjugada com a dupla ligacdo. Esta banda também difere da banda encontrada no espectro da
oxazolona de origem 35a, em 1793cm™ no IV (Figura 29). A presenga da banda em 1639cm™
caracterizou o estiramento da ligacdo C=C da dupla ligagao das imidazolonas sintetizadas ¢ as
bandas em 1595cm™” e 1444cm™ caracterizaram a presenca de anéis aromaticos pelo

estiramento das ligacdes C=C do anel (Figura 44).

Figura 44. Principais sinais de RMN 'H e BC e bandas de IV caracteristicas das imidazolonas da série B.
Principais sinais e bandas para a caracterizagdo estrutural das imidazolonas da série B. Em letras vermelhas,
estdo destacadas as diferencas de sinais e bandas nos espectros de RMN e IV presentes nas imidazolonas em
comparagdo com as oxazolonas de origem.

4.4 Avaliacao de atividade bioldgica

Com o objetivo de se avaliar uma possivel atividade antitumoral das séries das

imidazolonas sintetizadas em linhagens de células leucémicas humanas, foram realizados, em
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parceria com o Laboratério de Imunologia Tumoral da UFRJ, experimentos de viabilidade

celular frente a utilizacdo destes candidatos a quimioterapicos.

Para a realizagdo dos experimentos de determinacao de viabilidade celular, foram
utilizadas duas linhagens de células leucémicas, a linhagem K562 e Lucena-1. A primeira foi
estabelecida a partir da efusdo pleural de um individuo de 53 anos com LMC em CB
(LOZZIO e LOZZIO, 1975). Estas células possuem a translocagdo cromossdmica que origina
o cromossomo Ph, e por isso, expressam naturalmente o transcrito de fusdo BCR-ABL.
Morfologicamente as células K562 possuem uma forma arredondada e podem ter um tamanho
variavel. Em cultura, encontram-se individualmente em suspensao e o tempo de duplicacao
varia entre 30 a 40 horas. A maioria destas células sdo blastos indiferenciados mononucleados
que podem adquirir caracteristicas semelhantes as de células nas fases iniciais da

diferenciagao mieloide (SILVA, 2011).

A Lucena-1 ¢ uma linhagem obtida a partir da K562, a qual foi submetida a
concentragdes crescentes de um quimioterapico derivado de alcaldides da vinca, a vincristina.
Diferente da linhagem de origem, a Lucena-1 ¢ totalmente resistente a este farmaco
(RUMJANEK et al., 2001) e apresenta fendtipo caracteristico de resisténcia a multiplas
drogas (MDR). Este fenomeno caracteriza-se pela resisténcia cruzada a fadrmacos sem
estrutura molecular relacionada, nem mecanismo de agdo comum, deste modo, até mesmo
tratamentos que utilizam varios agentes quimioterapicos ndo sio eficazes na cura do cancer
(PRITCHARD et al., 2012). Deste modo, a Lucena-1 ndo apresenta somente resisténcia a
vincristina, mas também a farmacos estruturalmente ndo relacionados (MAIA et al., 1996),
como a Daunorrubicina. Esta também apresenta expressdo do gene BCR-ABL maior que a

sua linhagem de origem (YUNES, 2013).

Os experimentos de viabilidade celular, descritos como ensaios colorimétricos de
MTT, foram realizados em 72 horas de incubac¢ao dos candidatos a quimioterapicos com as
linhagens descritas anteriormente em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO,, de modo a
simular as condi¢des fisiologicas humanas. Como controle positivo do experimento utilizou-
se a vincristina € como controle negativo ndo foi adicionado nenhuma substancia capaz de

inibir a proliferagdo celular.

Apbs o perido de incubagdo das células leucémicas com os produtos em avaliacao, foi
adicionado solucao de MTT a essas culturas para avaliagdo da viabilidade celular. O MTT ¢

um sal de tetrazol que, em células viaveis, ¢ capaz de ser reduzido por desidrogenases
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mitocondriais, promovendo a formagao de cristais de formazan insoluveis de cor azul-ptrpura
que se acumulam no citoplasma celular (Esquema 13). Estes cristais ao serem dissolvidos em
DMSO podem servir como parametro de avaliagdo de viabilidade celular através de ensaio
colorimétrico, pois estes absorvem em comprimento de onda de 490nm (MOSSMANN, 1983;
DENIZOT ¢ LANG, 1986; BARILE, 1994). Quanto maior a densidade otica obtida através de
ensaio colorimétrico, maior a foi a formacdo dos cristais, maior a quantidade de células

viaveis comparativamente ao controle negativo que representa 100% de viabilidade celular.

Esquema 13. Reacdo de reducio do MTT. Redugdo do MTT a cristais de formazan azul-purpura por
desidrogenases mitocondriais.

As imidazolonas sintetizadas das séries A, B e C foram selecionadas para a realizacio
do teste de avaliacdo de atividade antitumoral, descrito anteriormente. Como ja mencionado,
estes testes foram realizados em parceria com o Laboratorio de Imunologia Tumoral sobre
responsabilidade da professora Vivian Mary Barral Dodd Rumjanek. Devido a alguns
problemas operacionais com o ensaio, como perda das células de todo o laboratorio devido a
uma contaminagdo, os testes de avaliagdo bioldgica s6 puderam ser executados em um
universo representativo de 6 moléculas, mas que continham a maior diversidade de

informacgoes estruturais possivel.

As imidazolonas selecionadas para avaliagdo da atividade antitumoral da série A eram
compostas de 4 moléculas com caracteristicas estéreo-eletronicas distintas. Vale destacar que
esta série difere, apenas, nos grupos substituintes do anel aromadtico vinzinho ao carbono
benzilidénico. Inicialmente escolheu-se a imidazolona sem nenhum substituinte ligado ao anel
39a (Figura 45), de maneira a comparar sua atividade bioldgica com relagdo a adigdo de
grupos funcionais sobre o anel aromatico em questdo. A segunda imidazolona selecionada foi
a que possui como substituinte um grupo doador de elétrons para o anel 39g (R=OH) de maior
polaridade e capaz de formar ligagdes hidrogénio. Escolheu-se também uma imidazolona que
possui grupo retirador de elétrons para o anel 39h (R=NO,), e de maior polaridade se

comparada com o produto sem substituicdo, 39a. A ultima imidazolona escolhida possui
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substituinte halogénio presente no anel aromatico 39b (R=CI), que possui solubilidade
intermediaria e ¢ um retirador mais fraco de elétrons do anel, se comparado com o produto

39h (Figura 45).

Figura 45. Imidazolonas selecionadas para avaliagdo de atividade antitumoral. Imidazolonas selecionadas e
destaque para as diferencas estruturais entre as séries sintetizadas A, B e C. Entre a séric A e B, em rosa,
destaca-se a diferenca pela adicdo de grupo espagador na série B. Entre a série A e C destaca-se, em laranja, a
diferenga de volume das duas séries.

A série B se diferencia da série A com relagdo a adicdo de um grupo espagador no
residuo proveniente do grupamento amina, visando-se avaliar o efeito de uma homologacao e
consequente maior liberdade conformacional sobre a atividade das imidazolonas testadas
(Figura 45). Desta maneira, 41a foi selecionada para avaliagdo da atividade antitumoral em
comparagdo com os compostos da série A (Figura 45). A unica imidazolona sintetizada da
série C, a imidazolona 42a, também foi selecionada para avaliacdo biologica, devido a
importancia de se avaliar a influéncia do volume estérico (fenila) presente na série A, que esta

ausente na série C (metila) (Figura 45).

Através de ensaios preliminares de solubilidade e eficicia dos produtos selecionados,
determinou-se que a faixa de concentracdo a ser avaliada a eficacia e a poténcia dos mesmos
seria entre 50-10pM. Acima desta faixa as imidazolonas sintetizadas tornavam-se insoluveis
no meio de cultura celular, e abaixo desta foi verificado que a eficacia se manteve similar para
os pontos analisados. Desta maneira, optou-se pela realizagdo da avaliagdo dos produtos
sintetizados nas concentracoes de 50pM, 25uM e 12,5uM. Os pontos de concentra¢do para
cada produto avaliado foram preparados inicialmente 10 vezes mais concentrados, ou seja,

nas concentragdes de 500pM, 250pM e 125uM, pois quando adicionados na placa de cultura
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com as células tumorais sofrem diluicdo de 10 vezes. Foram escolhidos apenas trés pontos de
concentragdo para avaliacdo e construcdo da curva de atividade antitumoral pela possibilidade
de se realizar, por experimento, a avaliagdo de dois produtos distintos simultaneamente

(Figura 28).

Desta maneira, foi possivel desenvolver as curvas de viabilidade versus concentragao
das imidazolonas testadas (Figura 46). Estas curvas demonstram a eficidcia dos produtos
testados sobre as duas linhagens celulares avaliadas neste trabalho, a K562 e a Lucena-1,
tendo como controle positivo do experimento a vincristina a 60nM. Existe uma clara
diferenca dos valores de viabilidade celular entre as duas linhagens leucémicas frente a
utiliza¢do de vincristina: enquanto a linhagem Lucena-1 apresenta resisténcia a este farmaco,
com 100-90% de viabilidade celular (Tabela 4), a K562 tem sua viabilidade reduzida entre
30-20% (Tabela 4) (SALUSTIANO, 2008).

Para melhor visualizacdo dos resultados presentes nos graficos (Figura 46), foi
construida uma tabela com os valores de viabilidade celular para cada concentracdo das
imidazolonas em teste (Tabela 4). Através da observagdo destes valores pode-se determinar a
eficacia dos produtos em avaliagdo. Para a andlise da atividade antitumoral de qualquer
protétipo, quanto menor for a viabilidade das células leucémicas, ou quanto maior for a

citotoxicidade sobre estas células, maior ¢ a eficacia do produto testado (WERMUTH, 2008).

A eficdcia maxima observada para os compostos a 50uM, para a linhagem K562,
variou entre 61,4-16,7% de viabilidade celular, com destaque para o produto 39h com 16,7%
e o produto 41a com 19,7% de viabilidade celular (Tabela 4), sendo estes os de maior eficacia
maxima contra a linhagem avaliada. J& o produto 39g apresentou 61,4% de viabilidade das
células leucémicas (Tabela 4), sendo o produto de menor eficacia maxima dentre as
imidazolonas testadas. Comportamento similar foi observado para as células leucémicas da
linhagem Lucena-1, onde os valores de viabilidade celular variaram entre 44,6-6,1% (Tabela
4). Os produtos 41a e 39h, novamente, apresentaram maior eficacia maxima com,
respectivamente, 6,1% e 13,7% de viabilidade celular, enquanto o produto 39g apresentou

mais uma vez a menor eficacia maxima com 44,6% (Tabela 4).
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Figura 46. Grifico de viabilidade celular para as imidazolonas avaliadas. Viabilidade celular para as
imidazolonas testadas em diferentes concentragdes.

Viabilidade K562 (%) Viabilidade Lucena (%)

Imidazolonas  12.5uM 25uM 50puM 12,5uM 25uM 50uM

39a 80316,5 57.9449 342186 90,7470 66.8+126 21,8491
39h 78,6467 497465 258452 832456 60,6+42 164429
39¢ 99,1+7.0 857492 614+12 100,519 84,9420 44,6+1.4
39h 75,0469 358+37 167432 76,1470 48,1463 13,7423
41a 76,043,7 454+138 197422 773429 4134114  6,14+47
42a 91,8473 683148 444173 86,5445 69,8423 28,5124

VCR | 29-22 | 97-92

Tabela 4. Viabilidade celular para as imidazolonas avaliadas. Viabilidade celular para as duas linhagens de
células leucémicas frente a utilizagdo das imidazolonas testadas em diferentes concentra¢des e variacdo de
viabilidade celular para as duas linhagens frente a vincristina.

Para a avaliagdo da poténcia dos produtos foi calculada a concentragdo eficaz média

CEsy para cada imidazolona testada a partir das curvas de correlacdo entre concentragdo e
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efeito para as duas linhagens celulares avaliadas (Tabela 5). A partir destas curvas foram
geradas linhas de tendéncia de fungdo polinomial de 2°grau com coeficiente de determinagdo
(R%) proximo a 1 (Figuras 47, 48 e 49). As linhas de tendéncias adicionadas forneceram

equagdes polinomiais de 2° grau que auxiliaram no calculo das CEs, (Figuras 47, 48 e 49).

Os valores de CEsy das imidazolonas testadas variaram entre 20,4-57,8uM para a
linhagem K562, com destaque para os produtos 39h e 41a, com CEsy de 20,4pM e 24,1pM,
respectivamente (Tabela 5). Sabe-se que quanto menor o valor da CEsy maior a poténcia do
produto avaliado (WERMUTH, 2008). Desta maneira, estes produtos (39h e 41a) foram os
mais potentes, enquanto que o produto 39g apresentou a menor poténcia dentre as
imidazolonas testadas com CEsy de 57,8pM (Tabela 5). De forma similar para a linhagem
Lucena-1, obtivemos variag¢do de CEs entre 22,7-51,9pM. Os produtos com maior poténcia
foram o 41a e 39h, com CEsy de 22,7uM e 25uM respectivamente (Tabela 5). O produto que
apresentou maior valor de CEsg, o produto 39¢g, foi novamente aquele que apresentou a menor

poténcia dentre as imidazolonas testadas frente a linhagem Lucena-1 (Tabela 5).

Curiosamente, os resultados das avaliagdes de eficdcia maxima e poténcia das
imidazolonas testadas contra as duas linhagens leucémicas neste trabalho foram similares,
onde os produtos 39h e 41a foram os mais eficazes e potentes e o produto 39g foi o que

apresentou menor eficacia e menor poténcia dentre os produtos avaliados.
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Figura 47. Graficos de viabilidade celular versus concentracio das imidazolonas da série A. Determinacao
da equagdo de fungdo polinomial de 2° grau para o experimento de viabilidade celular nas concentragdes de
0pM, 12,5pM, 25uM e 50pM para as imidazolonas da série A frente a linhagem K562 e Lucena-1.

75



4l1a - K562 4la - Lucena

150 150
N-| y= D,Dle2—2,5933x+ 101,5 N-| ¥= 0.013232'2.5939N+ 102,1
% R* =0,9925 E R® = 09894
"= 100 "= 100
v w
-] -]
= =
8 5o 8 5o T
] ]
- -
; ; \

D T T 1 D T T 1
o 20 40 &80 o 20 40 &80
Concentracdo (uM) Concentracdo (uM)

Figura 48. Graficos de viabilidade celular versus concentracio da imidazolona da série B. Determinagdo da
equacgdo de fungdo polinomial de 2° grau para o experimento de viabilidade celular nas concentragdes de OpM,
12,5pM, 25uM e 50puM para a imidazolona da série B frente a linhagem K562 e Lucena-1.
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Figura 49. Graficos de viabilidade celular versus concentra¢ao da imidazolona da série C. Determinagdo da
equagdo de fungdo polinomial de 2° grau para o experimento de viabilidade celular nas concentragdes de OpM,
12,5uM, 25pM e 50puM para a imidazolona da série C frente a linhagem K562 e Lucena-1.

CE5p (uM
Produtos so (RM)
| K562 Lucena

Ta 344 36,1
b 26.9 31.8
Te 57.8 519
7h 204 25,0
%a 24,1 22,7
10a 444 37.9

Tabela 5. Valores de CEs) para as imidazolonas testadas sobre a K562 e Lucena-1. Valores de CEj
determinados a partir das equacdes geradas dos graficos de concentragdo versus viabilidade celular para as
imidazolonas testadas.

De maneira a explicar os resultados experimentais de atividade bioldgica obtidos neste
trabalho, foi realizado um estudo de correlagdo estrutura-atividade, ou seja, um estudo de
SAR. Inicialmente comparamos os aspectos estruturais das imidazolonas da série A com a sua
eficacia e poténcia frente as duas linhagens de células leucémicas. Observou-se que os grupos
adicionados ao anel aromatico vizinho ao benzilideno t€m um papel importante na atividade

das imidazolonas testadas da série A. Tomando como comparativo a imidazolona sem
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nenhum substituinte presente no anel aromatico em questao 39a (R=H) (Figura 21), que
possui CEso de 34,4puM para K562 e 36,1pM para Lucena-1 (Tabela 5) e valores de
viabilidade celular méxima de 34,2% e 21,8% (Tabela 4), observou-se que a adi¢do de grupos
doadores de elétrons para o anel aromatico, EDG, promoveram a diminui¢do da atividade da
série em avaliagdo (Figura 50). Este fato ocorre com o produto 39g (R=0OH), que apresentou a
menor eficacia maxima e a menor poténcia dentre os produtos testados, como ja mencionado
anteriormente. Quando se avaliou a adicdo de grupos retiradores de elétrons do anel
aromatico, EWG, observou-se o aumento da atividade da série A sobre as duas linhagens
testadas (Figura 50). Para o produto 39h (R=NO,) este aumento foi consideravel, com relagao
a poténcia, CEso = 20,4pM para K562 e 25,0uM para Lucena-1 (Tabela 5), e com relacdo a
eficacia, com 16,7% e 13,7% de viabilidade celular (Tabela 4). Talvez este resultado possa ser
explicado pela presenga do grupo nitro, um forte retirador de elétrons por ressonancia e por
indugcdao (MARCH, 1992). O produto 39b possui em sua estrutura um fraco grupo retirador de
elétrons do anel aromatico, o grupo cloro (MARCH, 1992). Acredita-se que por este motivo,
houve um ligeiro aumento na atividade deste produto, que apresentou CEsy de 26,9uM e

31,8pM (Tabela 5) e viabilidade celular maxima de 25,8% e 16,4% (Tabela 4).

Figura 50. Relacdo estrutura atividade das imidazolonas da série A. Adigdo de grupos doadores de elétrons,
em laranja, diminui a atividade antitumoral das imidazolonas da série A e adi¢do de grupos retiradores de
elétrons, em roxo, aumentam esta atividade.

O mecanismo de agdo, proposto inicialmente para o planejamento da série das
imidazolonas discutidas neste trabalho, se baseia na reatividade do carbono benzilidénico
frente a um possivel ataque nucleofilico realizado pela enzima alvo. As deubiquitinases
possuem em seu sitio catalitico um residuo de cisteina 223 capaz de atuar como um nucleéfilo
(KOMANDER; BARFORD, 2008) e, possivelmente, como um doador de Michael para a
formacao de ligacao entre este residuo e o centro eletrofilico das imidazolonas propostas. Esta

interacao poderia implicar na inativagdo da cisteino-protease em questdo e promover o efeito
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antitumoral desejado. Sendo assim, como mencionado anteriormente, a reatividade do
carbono benzilidénico das imidazolonas em questdo pode ser essencial para a atividade
antitumoral destes compostos. Quanto maior o carater LUMO do carbono benzilidénico,
maior ¢ a possibilidade de formacao de ligacao covalente entre ligante e receptor (CAREY e

SUNDBERG, 2007).

Assim, de posse das informagdes descritas anteriormente, foi realizado um calculo de
coeficiente de LUMO para o carbono benzilidénico das imidazolonas da série A testadas
biologicamente, 39a, 39b, 39h e 39g, ¢ sua densidade foi determinada através de modelagem
molecular realizada no programa Spartan04, ap6s minimizacao inicial em AMI1 e otimizagao
estrutural em método quantico Hartree-Fock com base 6-31G* (Figura 22). Através da analise
da Figura 51, observou-se a alta densidade de LUMO sobre o carbono benzilidénico das
quatro imidazolonas, o que indica a possibilidade deste ser um bom aceptor de Michael frente

a um ataque nucleofilico como planejado.

Figura 51. Densidade e calculo de coeficiente de LUMO para as imidazolonas da série A. Calculo de
coeficiente LUMO realizado pelo programa Spartan 04 apds minimizagdo inicial em AMI1 e otimizagdo
estrutural em método quantico Hartree-Fock com base 6-31G*.

O célculo do coeficiente de LUMO foi realizado de modo a comparar a reatividade do
carbono benzilidénico para as diferentes imidazolonas da série A, pois estas possuem grupos
ligados ao anel aromatico vizinho com caracteristicas fisico-quimicas e eletronicas distintas
que podem interferir na reatividade deste nucleo. A imidazolona 39a, sem nenhum
substituinte no anel, foi utilizada como referéncia para as outras e apresentou valor de
coeficiente de LUMO de 0,655¢V (Figura 51). Em comparagdo com esta, a imidazolona 39h
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apresentou coeficiente de 0,446eV, o que indica um aumento de reatividade deste ntcleo
frente a ataques nucleofilicos (CAREY e SUNDBERG, 2007) (Figura 51). Para a imidazolona
39b, com 0,643eV, também foi observado uma diminui¢ao no valor de coeficiente de LUMO
em comparagdo com a imidazolona sem substituicdo, mas esta diminui¢do foi menos intensa
se comparada com a observada para o produto 39h (Figura 51). Para o produto 39g observou-
se 0 aumento do valor de coeficiente de LUMO para 0,671eV (Figura 51), o que implica em
menor reatividade do carbono benzilidénico frente a ataques nucleofilicos (CAREY e
SUNDBERG, 2007). Este fendmeno pode ser explicado pelo carater eletronico dos grupos
adicionados ao anel aromatico vizinho ao benzilideno. O grupo nitro, no produto 39h, possui
forte carater retirador de elétrons do sistema por inducdo e ressondncia, contribuindo para
uma maior deficiéncia de elétrons no carbono benzilidénico, o que aumenta a sua reatividade
frente a um ataque nucleofilico (MARCH, 1992). O grupo cloro, no produto 39b, ¢ um fraco
retirador de elétrons do sistema por inducdo, aumentando de forma pouco significativa a
reatividade do centro eletrofilico em questio (MARCH, 1992). J4 o produto 39g, que possui
um grupo hidroxila, tem a reatividade do carbono benzilidénico diminuida, pois este grupo ¢
um forte doador de elétrons para o sistema por ressonancia (MARCH, 1992), aumentando a

densidade eletronica sobre o centro em questao.

Curiosamente, os resultados obtidos com a utilizagdo do modelo tedrico, descrito
anteriormente, sdo similares aos resultados obtidos em modelo experimental de determinagao
de atividade antitumoral das imidazolonas da série A. Observou-se que o produto com maior
reatividade do carbono benzilidénico 39h, também apresentou a maior atividade antitumoral
em termos de eficdcia e poténcia sobre as duas linhagens leucémicas avaliadas. E o produto
com menor reatividade sobre este centro, 39g, apresentou menor atividade antitumoral,
também em termos de eficacia e poténcia sobre as duas linhagens leucémicas avaliadas. O
produto 39b que apresentou reatividade maior que o produto 39a, porém menor que o produto
39h, também apresentou atividade antitumoral intermediaria aos dois produtos citados
anteriormente. Apesar desta correlacdo, como ainda nao foi avaliada a atividade de todas as
imidazolonas da série A sobre as linhagens leucémicas K562 e Lucena-1, ndo se pode afirmar
inequivocamente que os resultados de atividade bioldgica encontrados estdo diretamente
correlacionados com a reatividade do carbono benzilidénico frente ao ataque nucleofilico,

realizado pelo residuo de cisteina 223 presente no sitio catalitico das deubiquitinases.

A avaliagdo das séries B e C, comparadas com o composto 39a da série A, nos

forneceu indicios importantes sobre a influéncia das fenilas ligadas ao nitrogénio e a amidina
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da imidazolona. Inicialmente, comparando-se a séric B (41a) com a série A (Figura 52),
observou-se 0 aumento na atividade citotoxica em termos de poténcia, com CEs de 24,1uM e
22,7pM, e de eficidcia maxima, com 19,7% e 6,1% de viabilidade celular frente a K562 e
Lucena-1, respectivamente (Tabelas 4 e 5). Acredita-se que este fato se deve a maior
proximidade estrutural de 41a com a série prototipo escolhida para o desenvolvimento deste
trabalho, a série das tirfostinas, onde um espagador entre o anel imidazolonico e o anel
aromatico advindo da adicdo de uma amina tem extrema importincia para a liberdade

conformacional deste anel e para a atividade de série B (Figura 52).

Figura 52. Relacdo estrutura atividade da imidazolona da série B. Comparacdo da atividade e estrutura
quimica da imidazolona da série A, 39a, com a imidazolona da séric B, 41a. Em destaque rosa a diferenga
estrutural entre as duas séries.

Para a avaliacao da série C, o produto 42a foi comparado com o produto 39a da série
A (Figura 53). Foi observada uma diminui¢do na atividade bioldgica para o produto da série
C com relagdo a poténcia, CEsq de 44,4pM e 37,9pM, e com relagdo a eficadcia maxima, com
44,4% e 28,5% de viabilidade celular frente a K562 e Lucena-1, respectivamente (Tabelas 4 ¢
5). Acredita-se que este fato se deve a possivel perda de interacdes realizadas pelo anel
aromatico vizinho ao carbono amidinico, apds este ser substituido por uma metila na série C

(Figura 53).

Figura 53. Relagao estrutura atividade da imidazolona da série C. Comparagdo da atividade e estrutura
quimica da imidazolona da série A, 39a, com a imidazolona da série C, 42a. Em destaque laranja a diferenga
estrutural entre as duas séries.
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Curiosamente, para todas as imidazolonas testadas, os valores de viabilidade celular e
de CEsy foram similares entre as duas linhagens celulares avaliadas (Tabelas 4 e 5). Assim
como para a vincristina, as imidazolonas poderiam se mostrar inativas frente a Lucena-1,
devido a esta apresentar um fator de resisténcia a multiplas drogas (MDR) (PRITCHARD et
al., 2012). Mas de forma surpreendente, esta linhagem se comportou de forma similar a K562
quando da utilizagdo dos produtos testados. Este fato torna as séries das imidazolonas
propostas neste trabalho interessantes como novos compostos prototipos para o tratamento da
leucemia, pois estes produtos conseguem atuar em ambas as linhagens celulares, com ou sem

resisténcia a multiplas drogas.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A sintese das imidazolonas finais das séries A, B e C mostrou-se de facil execucao
ap6s desenvolvimento de novo processo sintético, apesar das dificuldades de isolamento. As
metodologias descritas na literatura forneciam produtos impuros e com baixos rendimentos
reacionais. A metodologia aqui descrita se mostrou vidvel para a obtencdo das imidazolonas
desejadas com rendimentos variando de médio a excelente (40-99%) apos purificagdo em

coluna cromatografica.

A anilise espectroscopica de RMN de 'H das imidazolonas sintetizadas indicou a
obtencao de mistura diastereoisomérica Z / E em propor¢des que variaram entre 85-100% do
isdmero Z. Para a maioria esta mistura nao foi observada nos espectros, indicando a formacao
de um unico diastereoisomero ou sua total separagdo através de purificagdo por coluna
cromatografica. A analise de RMN "*C acoplado com hidrogénio 4 longa distancia indicou a
predominéncia proporcional do isdmero Z, que foi comprovado como a configuragdo relativa

de maior estabilidade termodindmica através de modelagem molecular.

Devido a presenca de 2 a 3 nucleos aromaticos nos compostos finais, a elucidagao

J4 . 1 1 . . .
estrutural por técnicas 1D de RMN de 'H e de >C foram muito complicadas. Tendo em vista
solucionar este problema, foram realizados espectros de RMN bidimensionais que auxiliaram

em grande parte da elucidacdo estrutural das imidazolonas sintetizadas.

Os ensaios de atividade biologica demonstraram que o planejamento estrutural se
mostrou adequado, pois foram obtidos valores de CEsy de 20,4uM a 57,8uM para as
imidazolonas obtidas. Ademais, de uma maneira geral a sériec se mostrou mais potente em
compara¢do com algumas tirfostinas prototipos como a AG490 (31), que apresenta CEs5, de

62uM sobre a mesma linhagem celular (K562).

As imidazolonas da série A apresentaram resultados interessantes em aspectos de
estrutura-atividade. O produto 39h, que possui um grupo retirador de elétrons (R=NO,) do
anel aromatico ligado ao benzilideno apresentou maior atividade antitumoral em termos de
eficacia maxima e de poténcia para as duas linhagens celulares avaliadas, a K562 e a Lucena-
1. Ja o produto 39g, que possui um grupo doador de elétrons (R=OH) para o anel aromatico
onde esta inserido, por sua vez, apresentou menor atividade antitumoral em termos de eficacia
maxima e de poténcia para as duas linhagens celulares. Estas atividades podem estar

correlacionadas aos diferentes valores de LUMO do carbono benzilidénico, planejado para
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atuar como aceptor de Michael frente ao residuo de cisteina 223, presente no sitio ativo das

deubiquitinases (as enzimas alvo deste trabalho).

Célculos de modelagem molecular demonstraram que os grupos inseridos ao anel
aromatico vizinho ao benzilideno influenciam diretamente o carater LUMO do proprio
carbono benzilidénico. Tendo sido demonstrado que grupos retiradores de elétrons do anel
atuam na diminuicao do coeficiente de LUMO, ou seja, no aumento da reatividade do carbono
benzilidénico frente a ataques nucleofilicos, e grupos doadores de elétrons atuam no aumento
do coeficiente de LUMO, ou seja, na diminuicao da reatividade do carbono benzilidénico
frente a estes ataques. Este fato pode estar correlacionado com os resultados de atividade

antitumoral observados experimentalmente.

As imidazolonas da série B e C também apresentaram resultados interessantes do
ponto de vista estrutura-atividade. A imidazolona 41a (homologa¢do na amida) da série B
apresentou maior atividade antitumoral contra as duas linhagens leucémicas avaliadas, em
comparagdo com a imidazolona 39a da série A, em termos de poténcia e eficacia maxima.
Entretanto, a imidazolona 42a (troca da fenila pela metila na amidina) da série C apresentou
menor atividade biologica frente as duas linhagens avaliadas, com relagdo a poténcia e
eficdcia méaxima. Este fato indica que o anel aromatico vizinho ao carbono amidinico, bem
como a presenga de uma homologacao no nitrogénio amidico sdo importantes para a atividade

das séries das imidazolonas.

Os valores observados de CE5j e viabilidade celular s3o muito similares para as duas
linhagens leucémicas avaliadas, a K562 e a Lucena-1, isto indica que ambas se comportam da
mesma maneira frente a utilizacdo das imidazolonas. Desta maneira, pode-se comprovar,
através deste trabalho, que a linhagem Lucena-1 ndo apresenta resisténcia aos produtos a que
foi submetida. Esta conclusao torna as séries das imidazolonas desenvolvidas neste trabalho
interessantes do ponto de vista biologico, pois estas sdo capazes de inibir o crescimento de
células leucémicas que apresentam fator de resisténcia a multiplas drogas (MDR), da mesma

maneira que atuam em células leucémicas que nao apresentam esta resisténcia.

Visando a completa compreensdo das relagdes estrutura-atividade das séries das
imidazolonas, temos como perspectivas a caracterizacao do perfil de atividade antitumoral de
outros derivados imidazolonicos, estruturalmente relacionados aos compostos descritos neste
trabalho, com o intuito de respaldar as eventuais modificagdes moleculares que possam

resultar em novos prototipos mais potentes. Pretendemos realizar também, em parceria com o
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Laboratério de Imunologia Tumoral da UFRRIJ, experimentos de andlise de ciclo celular, para
determinar em que fase do ciclo as imidazolonas atuam, andlise de apoptose e necrose celular,
para determinar o tipo de morte que as células leucémicas sofrem frente a utilizacdo das
imidazolonas, dentre outros experimentos que serdo determinadas pelo grupo de pesquisa do

referente laboratorio.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Espectro de RMN 'H do produto 35a com ampliagdo em 8,30-7,70ppm em CDCl; &
500MHz.
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Anexo 2. Espectro de RMN C do produto 35a com ampliagdo em 134-125ppm em CDCl; &
125MHz.
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Anexo 3. Espectro de RMN 'H do produto 35b com ampliagio em 8,04-7,00ppm em CDCl; &
500MHz.
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Anexo 4. Espectro de RMN "°C do produto 35b com ampliagio em 134-128ppm em CDCl; &
125MHz.
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Anexo 5. Espectro de RMN 'H do produto 35¢ com amplia¢do em 8,3-6,9ppm em CDCl; &
500MHz.
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Anexo 6. Espectro de RMN *C do produto 35¢ com ampliagdo em 170-105ppm em CDCl; &
125MHz.
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Anexo 7. Espectro de RMN 'H do produto 35d com ampliacio em 8,2-6,9ppm em CDCl; &
500MHz.
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Anexo 8. Espectro de RMN "°C do produto 35d com ampliagio em 57-55ppm em CDCl; &
125MHz.
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Anexo 9. Espectro de RMN 'H do produto 35e com amplia¢do em 8,3-6,8ppm em CDCl; &
500MHz.
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Anexo 10. Espectro de RMN "*C do produto 35e em CDCl; 4 125MHz.
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Anexo 11. Espectro de RMN 'H do produto 35f com ampliacio em 8,2-7,1ppm e 4,1-3,9ppm
em CDCl; a 500MHz.
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Anexo 12. Espectro de RMN "°C do produto 35f em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 13. Espectro de RMN 'H do produto 35g com ampliacdo em 8,3-7.2ppm em CDCl; &
500MHz.
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Anexo 14. Espectro de RMN °C do produto 35g com ampliagio em 134-122ppm em CDCl;
a 125MHz.
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Anexo 15. Espectro de RMN 'H do produto 35h com ampliacio em 8,7-7,4ppm em DMSO a
400MHz.
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Anexo 16. Espectro de RMN °C do produto 35h com ampliagdo em 140-124ppm em DMSO
a 100MHz.
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Anexo 17. Espectro de RMN 'H do produto 35i com ampliagdo em 8,5-7,1ppm em CDCl; &
400MHz.
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Anexo 18. Espectro de RMN "*C do produto 35i com ampliagdo em 136-122ppm em CDCl; &
100MHz.
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Anexo 19. Espectro de RMN 'H do produto 35j com ampliagio em 8,3-7,1ppm em CDCl; &
400MHz.
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Anexo 20. Espectro de RMN °C do produto 35j com ampliag¢do em 134-128ppm em CDCl; &
100MHz.
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Anexo 21. Espectro de RMN 'H do produto 37a com ampliacio em 8,2-7,1ppm em CDCl; &
400MHz.
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Anexo 22. Espectro de RMN °C do produto 37a com ampliagio em 133-128ppm em CDCl;
a 100MHz.
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Anexo 23. Espectro de RMN 'H do produto 39a com ampliacio em 8,4-7,2ppm em DMSO a
500MHz.
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Anexo 24. Espectro de RMN "*C do produto 39a com ampliagio em 140-126ppm em DMSO
a 125MHz.
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Anexo 25. Espectro de RMN 'H do produto 39b com ampliagio em 8,5-8,3ppm ¢ 7,6-7,3ppm
em DMSO a 400MHz.
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Anexo 26. Espectro de RMN °C do produto 39b com ampliagdo em 140-126ppm em DMSO
a 100MHz.
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Anexo 27. Espectro de RMN 'H do produto 39¢ com ampliagdo em 8,5-8,3ppm e 7,6-7,0ppm
em DMSO a 400MHz.
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Anexo 28. Espectro de RMN "*C do produto 39¢ com ampliacio em 140-126ppm em DMSO
a 100MHz.
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Anexo 29. Espectro de RMN 'H do produto 39d com ampliacio em 8,3-7,1ppm em DMSO a
400MHz.
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Anexo 30. Espectro de RMN *C do produto 39d com ampliagdo em 132-127ppm em DMSO
a 125MHz.
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Anexo 31. Espectro de RMN 'H do produto 39e com ampliacio em 8,5-7,0ppm em DMSO &
400MHz.
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Anexo 32. Espectro de RMN "*C do produto 39e com ampliacio em 132-128ppm em DMSO
a 100MHz.
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Anexo 33. Espectro de RMN 'H do produto 39f com ampliagdo em 7,9-7,2ppm em DMSO 2
400MHz.
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Anexo 34. Espectro de RMN *C do produto 39f com ampliagio em 132-128ppm em DMSO
a 100MHz.
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Anexo 35. Espectro de RMN 'H do produto 39g com ampliacio em 8,5-6,5ppm em DMSO a
500MHz.
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Anexo 36. Espectro de RMN "*C do produto 39g com ampliagio em 136-125ppm em DMSO
a 125MHz.
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Anexo 37. Espectro de RMN 'H do produto 39h com ampliacio em 8,6-7,3ppm em DMSO a
400MHz.

130



Anexo 38. Espectro de RMN °C do produto 39h com ampliagdo em 136-122ppm em DMSO
a 100MHz.
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Anexo 39. Espectro de RMN 'H do produto 39i com ampliagdo em 8,7-8,3ppm ¢ 7,8-7,2ppm
em DMSO a 400MHz.
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Anexo 40. Espectro de RMN °C do produto 39i com ampliagio em 135-125ppm em DMSO
a 100MHz.
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Anexo 41. Espectro de RMN 'H do produto 39j com ampliagdo em 8,4-7,20ppm em DMSO 4
500MHz.
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Anexo 42. Espectro de RMN °C do produto 39j com ampliagio em 135-124ppm em DMSO
a 125MHz.
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Anexo 43. Espectro de RMN 'H do produto 41a com ampliagdo em 8,5-8,2ppm e 7,8-7,0ppm
em DMSO a 5S00MHz.
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Anexo 44. Espectro de RMN "°C do produto 41a com ampliagio em 134-126ppm em DMSO
a 125MHz.
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Anexo 45. Espectro de RMN 'H do produto 42a com ampliagio em 8,3-7,1ppm em DMSO a
500MHz.
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Anexo 46. Espectro de RMN "*C do produto 42a com ampliagio em 132-125ppm em DMSO
a 125mHz.
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Anexo 47. Espectro de RMN °C zggd30 acoplado a hidrogénio a longa distancia do produto
35a com ampliagdo em 134-125ppm e 168-167ppm em CDCl; a 125MHz.
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Anexo 48. Espectro de RMN °C zggd30 acoplado a hidrogénio a longa distancia do produto
39¢ com ampliacdo em 170-115ppm e 170,3-169,8ppm em DMSO a 125MHz.
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Anexo 49. Espectro de RMN NOESY do produto 39a em DMSO.

Anexo 50. Espectro de RMN HSQC do produto 39a em DMSO.
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Anexo 51. Espectro de RMN HSQC do produto 39a com ampliagdo em 8,45-8,25ppm e
133,5-130,5ppm em DMSO.

Anexo 52. Espectro de RMN HSQC do produto 39a com ampliagdo em 7,55-7,25ppm e
131,5-127,0ppm em DMSO.
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Anexo 53. Espectro de RMN HMBC do produto 39a em DMSO.

Anexo 54. Espectro de RMN HMBC do produto 39a com ampliacdo em 7,65-7,20ppm e
1740,-156,0ppm em DMSO.
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Anexo 55. Espectro de RMN HMBC do produto 39a com ampliagdo em 8,40-8,30ppm e
132,5-126,5ppm em DMSO.

Anexo 56. Espectro de RMN HMBC do produto 39a com ampliacdo em 7,30-7,25ppm e
133,5-127,5ppm em DMSO.
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Anexo 57. Espectro de RMN
HMBC do produto 39a com ampliacdo em 7,55-7,36ppm e 135,5-126,5ppm em DMSO.

Anexo 58. Espectro de IV do produto 35a.
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Anexo 59. Espectro de IV do produto 35b.

Anexo 60. Espectro de IV do produto 35c¢.
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Anexo 61. Espectro de IV do produto 35d.

Anexo 62. Espectro de IV do produto 35e.
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Anexo 63. Espectro de IV do produto 35f.

Anexo 64. Espectro de IV do produto 35g.
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Anexo 65. Espectro de IV do produto 35h.

Anexo 66. Espectro de IV do produto 35i.
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Anexo 67. Espectro de IV do produto 35j.

Anexo 68. Espectro de IV do produto 37a.
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Anexo 69. Espectro de IV do produto 39a.

Anexo 70. Espectro de IV do produto 39b.
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Anexo 71. Espectro de IV do produto 39c.

Anexo 72. Espectro de IV do produto 39d.
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Anexo 73. Espectro de IV do produto 39e.

Anexo 74. Espectro de IV do produto 39f.
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Anexo 75. Espectro de IV do produto 39g.

Anexo 76. Espectro de IV do produto 39h.

155



Anexo 77. Espectro de IV do produto 39i.

Anexo 78. Espectro de IV do produto 39j.
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Anexo 79. Espectro de IV do produto 41a.

Anexo 80. Espectro de IV do produto 42a.
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Anexo 81. Espectro de IV do Branco.

Anexo 82. Espectro de Massas do produto 39a e fragmentograma dos principais picos.
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Anexo 83. Espectro de Massas do produto 39b.

Anexo 84. Espectro de Massas do produto 39c.

Anexo 85. Espectro de Massas do produto 39d.

Anexo 86. Espectro de Massas do produto 39e.
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Anexo 87. Espectro de Massas do produto 39f.

Anexo 88. Espectro de Massas do produto 39h.

Anexo 89. Espectro de Massas do produto 39i.

Anexo 90. Espectro de Massas do produto 39j.
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Anexo 91. Espectro de Massas do produto 41a e fragmentograma dos principais picos.

Anexo 92. Espectro de Massas do produto 42a e fragmentograma dos principais picos.
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