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RESUMO

A busca de solugdo para a cura do cancer € um trabalho constante conduzido pela
pesquisa quimica. No presente trabalho foram sintetizadas as caulibugulonas A [35], C
[37] e D [38] e uma série de analogos com potencial atividade anticancerigena e com a
rota sintética ainda ndo descrita na literatura. Estas substancias foram preparadas,
inicialmente, a partir da condensacdo da 2,2-dimetoxietanamina com o 2,5-
dimetoxibenzaldeido, levando a obtengdo da N-2,5-dimetoxibenziliden-N-2,2-
dimetoxietilamina, convertida em duas etapas na 5,8-dimetoxiisoquinolina. Como
material de partida, essa isoquinolina foi utilizada no preparo das caulibugulonas A [35],
C [37] e D [38], de quatro isoquinolino-5,8-dionas, de nove isoquinolino-5,8-dionas
cloradas. A avaliagao da atividade cancerigena dessas substancias foi feita em ensaios
preliminares, sob condi¢bes de laboratério, com as células cancerigenas U937
(leucémica humana), MOLT4 (leucémica humana), COLO205 (colon humano) e H460
(pulmao humano), nas concentracdes de 0,25 ug.mL™, 0,5 pg.mL™", 1,0 pg.mL™, 2,0
ng.mL' e 4,0 pg.mL". Nesses bioensaios, as isoquinolino-5,8-dionas 7-(N-
fenilamino)isoquinolino-5,8-diona [46] e 6-cloro-7-(N-fenilamino)isoquinolino-5,8-diona
[33] demonstraram os maiores efeitos de citotoxicidade sobre as células cancerigenas
testadas. Nos ensaios referentes as atividades citotoxica e citostatica, sob condi¢cdes de
laboratério, num periodo de incubacdo de 48 horas, somente a isoquinolino-5,8-diona
[33] apresentou apenas atividade citotoxica e as isoquinolino-5,8-dionas [49] e [50]
apresentaram apenas atividade citostatica. Os resultados deste trabalho sugerem a
realizagdo de novos ensaios, com outras espécies de células e também com alguns
tipos de enzimas, testando outras formulagbes e doses, a fim de se obter conclusao

definitiva sobre o potencial anticancerigeno das substancias sintetizadas.
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ABSTRACT

The search for a solution for the cure of cancer is a constant work lead by chemical
research. In the present work the caulibugulones A [35], C [37] and D[38] were
synthesized a series of analogs with potential anticancirogenic activity and the synthetic
route yet not described in literature. These substances were prepared, initially, from the
condensation of the 2,2-dimethoxyetanamine with the 2,5-dimethoxybenzaldehyde,
obtaining from it the N-2,5-dimethoxybenzyliden-N-2,2-dimethoxyetylamine, converted in
two phases to the 5,8-dimethoxyisoquinoline. As an starting material this isoquinoline
was used in the preparation of the caulibugulones A [35], C [37] and D [38], of four
isoquinolin-5,8-diones, of nine chloride isoquinolin-5,8-diones. The evaluation of the
carcinogenic activity of these substances was made in preliminary sampling, under lab
conditions, with carcinogenic U937 cells (human leukemia), MOLT4 (human leukemia),
COL0205 (human colon) and H460 (human lung), in the concentrations of 0,25 pug.mL",
0,5 pg.mL", 1,0 pg.mL™", 2,0 pg.mL" e 4,0 ug.mL™. In these bioessays, the isoquinolin-
5,8-diones 7-(N-phenylamine)isoquinolin-5,8-dione [46] and 6-chlorine-7-(N-fenilamine)
isoquinolin-5,8-dione [33] demonstrated the largest effects of the citotoxicity regarding
the tested carcinogenic cells. In the samplings regarding the citotoxic and citostatic
activities, under lab conditions, in a 48 hour incubation period, only the isoquinolin-5,8-
dione [33] presented only citotoxic activity and the isoquinolin-5,8-diones [49] and [50]
presented just citostatic activity. The results of this work suggest the making of new
samplings, with other cellular species and also with some kinds of enzymes, testing
other formulas and doses, so as to obtain definite conclusion regarding the synthesized

compounds anticarcinogenic potential.
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CAPITULO 1

SINTESE DE CAULIBUGULONAS E ANALOGOS

1. Introdugao

1.1. Caulibugulonas - metabdlitos de origem marinha

Produtos naturais marinhos tém se tornado um campo cada vez mais comum de
pesquisa ao longo dos ultimos anos. Mais de 12000 novas substancias ja foram
descritas a partir de organismos marinhos, ainda que o meio marinho permaneca
relativamente inexplorado, em comparagédo com o meio terrestre (JIMENEZ et alii,
2009).

Metabdlitos secundarios de briozoarios tém uma grande variedade de estruturas. Uma
colecdo do briozoario marinho Caulibugula Intermis, do Indo-Pacifico, levou ao

isolamento de quatro novas isoquinolinoquinonas (caulibugulonas A, B, C e D).

o] (‘) o] 0
= / Br / Cl _
N N N N OH
X ‘ l‘\l/ e ‘ l‘\l/ X | l‘\l/ X | ,‘\l/\/
(@] H (@] H 0] H (@] H
A B Cc D

Este interesse nos derivados isoquinolinicos deve-se ao amplo espectro de atividades
biologicas. Estas sustancias também tém sido usadas na terapia de doengas, como
antitumoral; no combate de endo- e exo-parasitos e, como antimicrobiano, entre outras
(JIMENEZ et alii, 2009).



1.2. Isoquinolinas

Nos ultimos anos, as substancias com esqueleto isoquinolinico [1] adquiriram grande
relevancia no campo da Quimica Organica por seu esqueleto fazer parte com grande
frequéncia da estrutura molecular de muitas substancias naturais ativas biologicamente,
com propriedades antitumorais, antimicrobianas, antiinflamatdrias, citotoxicas etc, e
pela sua utilizagdo como substéncia de partida na sintese de muitos outros produtos
(KOUZNETSOQV et alii, 2005).

5 4
6 \3
7 N2
8 1

(1]

Figura 1 — Estrutura da isoquinolina [1].

Segundo Meléndez-Gémez e Kouznetsov (2005), tanto os compostos isoquinolinicos
naturais como os sintéticos sdo de grande interesse devido a seu amplo espectro de
atividade biolégica, assim como o estudo de seu modo de acdo e as diversas

estratégias de sintese utilizadas nas suas preparacgoes.

A papaverina [2] e seus derivados sdo exemplos de alcaldides isoquinolinicos muito
uteis para o tratamento de varios problemas. Dentre os principais destacam-se:
vasodilatador na insuficiéncia circulatéria cerebral, relaxante muscular da musculatura
lisa, coadjuvante na melhoria dos sintomas de senilidade, redutor de risco de acidentes
vasculares cerebrais, e redutor das crises de vertigens em pessoas idosas (SPEICH et
alii, 2002).



Figura 2 — Estrutura da papaverina [2].

Segundo Ozorio e colaboradores (2006), sdo muitos os alcaldides isoquinolinicos com
atividade antiparasitaria. A coclaurina [3] e a norarmepavina [4] apresentam forte
atividade contra o crescimento de epimastigoto de Trypanosoma cruzi com uma ICsg in
vitro ao redor de 0,30 mM.

CH;0 CH;0

HO CH,0

OH
[3] [4]

Figura 3 — Estruturas da coclaurina [3] e da norarmepavina [4].

As naftilisoquinolinas [5], [6] e [7] sao alcalbides biarilicos quirais isolados de plantas
pertencentes as familias Ancistrocladaceae e Dioncophyllaceae e tém mostrado
atividades antiprotozoarias, em particular atividade antiplasmodial. Estas substancias
também mostraram forte atividade contra os parasitos Leishmania donovani e T. cruzi
(OZORIO et alii, 2006).



OCH; OCH,

Figura 4 — Estruturas das naftilisoquinolinas [5], [6] e [7].

Outros exemplos de compostos isoquinolinicos cuja atividade antitumoral ja é bastante
conhecida sao os alcaloides tetraciclicos elipticina [8], olivacina [9] e janetina [10]
(YSHIKURA et alii, 2000). A elipticina, isolada pela primeira vez em 1959 da Ocrosia
elliptica, desperta grande interesse farmacéutico devido a sua atividade antitumoral
estar relacionada com a interagdo com o DNA (PEDERSEN et alii, 2005).

Me Me Me
H
(L0 Ly oy
) g N g )
H Me H Me H Me
[8] [9]

[10]

Figura 5 — Estruturas da elipticina [8], da olivacina [9] e da janetina [10].



1.3. Sinteses de Isoquinolinas
1.3.1. Reagado de Pomeranz-Fritsh

Segundo Shklyaev (2002), a sintese de isoquinolina pelo procedimento de Pomeranz-

Fritsh ocorre através de dois passos:

a) Em primeiro lugar o benzaldeido se condensa com o dietilacetal do aminoacetaldeido
para formar uma imina, em condi¢des suaves (Esquema 1).
OEt

EtO OFEt /> - H20 H\OEt
o’ j/ T00°C
HN Aldimina
H

Esquema 1 — Sintese de imina através da condensacao do dietilacetal com o
aminoacetaldeido.

b) A imina cicliza por tratamento com acido forte e por eliminagéo de etanol produz uma
isoquinolina. Um processo competitivo que reduz o rendimento do processo € a

hidrolise da imina (Esquema 2).

OEt OEt OEt
H\ OFt sto4 Q H\éEt -EtOH
N “100°C N H _N
H+
i)-H H—

T

: : ii) -EtOH

Esquema 2 — Sintese de isoquinolina através da ciclizagcao de imina.



Este segundo passo é uma substituicdo eletrofilica aromatica (SgAr), e isto explica o
porqué da reacao se processar melhor com substituintes que aumentam a densidade
eletrénica do anel aromatico e pior com substituintes que a reduzem. Todavia, esta
metodologia ainda € o melhor procedimento para obter isoquinolinas com grupos

eletroretiradores no anel aromatico (Esquema 3).

OEt
EtO__OFt OEt H,SO, N
o) 95°C N P,Ox _N
H2N [o]
Br H Br 160 °C B (30%)

Esquema 3 — Sintese de isoquinolina com grupos eletroretiradores no anel aromatico.

Os grupos eletrodoadores em posicédo meta ao grupo formila sédo os que mais aceleram
a reacgao (deslocalizam a carga nas duas posi¢des orto ao ~CHO) e dirigem a ciclizagao
na posi¢ao para em relagcéo a eles dando lugar a isoquinolinas 7-substituidas, conforme
o Esquema 4, a seguir:

Posicao reativa
~ N
N
R @) R =
/ H R = Eletrodoador

Posicao impedida

Esquema 4 — Sintese de isoquinolinas 7-substituidas.

Segundo Shklyaev (2002), este método de sintese ndo permite obter facilmente
isoquinolinas substituidas em C-1 (Figura 1), pois no primeiro passo implicaria formar
uma cetenimina a partir do dietilacetal de aminoacetaldeido e da cetona. Este processo,
nao é favorecido pelo fato da carbonila cetonica ser menos eletrofilica e mais impedida
que a carbonila aldeidica. Entretanto, isoquinolinas substituidas em C-1 podem ser
preparadas com uma variante deste procedimento que utiliza uma benzilamina

adequadamente substituida e um dialquilacetal do glioxal (Esquema 5).



OEt OEt
/@\( - - EtO&OH "o Eto;g
140 °C !
NH2 + \[ H
MeO NH N
" 0~ H Meo/©\( Meo/©\(
e Me (75%) Me
H SO
10°C
H-OE
N _
i) -E1OH H-OET OET  i)-EtOH co t
ey i) -H
N, i)-H ‘ + ‘ ) Kl
N
MeO d MeO N MeO N MeO
(50%) Me H Me Me Me

Esquema 5 — Sintese de isoquinolinas substituidas no carbono-1.

Nem o método de Pomeranz-Fritsch nem sua variante permitem obter isoquinolinas
substituidas em C-3 nem em C-4, dessa forma n&o é um método util para isoquinolinas

substituidas no anel heteroaromatico.

1.3.2. Reagao de Bischler-Napieralski

Segundo Min e colaboradores (2004), a reagdo de Bischler-Napieralski implica na
reacao do 1-amino-2-feniletano com um cloreto ou um anidrido de acido para formar

uma amida que pode ciclizar com perda de agua para dar uma 3,4-diidroisoquinolina.

Os agentes de ciclizagao mais comumente utilizados sdo o P,0s5 (pentdxido de fosforo),

o POCI; (oxicloreto de fosforo) e o SOCI;, (cloreto de tionila).

As diidroisoquinolinas podem desidrogenar (oxidar) originando suas correspondentes

isoquinolinas com paladio, enxofre ou dissulfeto de difenila (Esquema 6).



@ CH,COCI O/\\ _POs
— N—H
NH, “CHCl, _N
o=
CH,

(83%) CH,
(95%)
Pd/C
190 °C
Y
Z |/\
XN YN

Esquema 6 — Desidrogenacéao de diidroisoquinolinas.

O passo de ciclizagcdo € uma SgAr e portanto sera favorecido por substituintes
eletrodoadores no anel aromatico do 1-amino-2-feniletano. As aminas meta-
substituidas, como no exemplo a seguir, conduzem exclusivamente a isoquinolinas
substituidas em C-6, pois a ciclizagdo ocorre em para ao grupo ativante, conforme
demonstrado no Esquema 7, a seguir:

Posigao mais impedida

MeO\@\\ POC|3 MeO

N—~H 100 °C N

o~

/ Ph Ph
(88%)

Posigao favorecida

Esquema 7 — Ciclizagao na posigao para ao grupo ativante em amidas meta-
substituidas.



1.3.3. Reagao de Pictet-Gams

Segundo Shklyaev (2002), a reacédo de Pictet-Gams € uma modificagdo da sintese de
Bischler-Napieralski que utiliza aminas do tipo (2-feniletillamina potencialmente
insaturadas para obter assim heterociclos totalmente aromaticos e sendo, portanto, ndo

necessario o passo da oxidacao (Esquema 8).

OH OH .
CH;0 CH, CH,COC CH;0 ’
.
N—H
NH
CH;0 2 CH,0 o:<
CH,
POCI,
CHCl,
CH,0 ~-CHs
N
CH,0 <

(77%) CH,

Esquema 8 — Sintese de isoquinolinas a partir de aminas potencialmente insaturadas.

1.3.4. Reagao de Pictet-Spengler

As aminas do tipo (2-feniletil)-amina também podem reagir facilmente com aldeidos e
com bons rendimentos dando aldiminas que podem ciclizar em meio acido a 1,2,3,4-
tetraidroisoquinolinas. De novo a ciclizacdo € uma SgAr e sera favorecida por
substituintes eletrodoadores (Esquema 9) (SHKLYAEV, 2002).
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CH30 O ho CHO H,0 CHsO
+ H-C —— ——
NH, H & (N\H (N
OH H
HCI120%
+
CH3OI?@ CHso
NH NH \O/)“+
“H
) 1

Esquema 9 — Sintese de 1,2,3,4-tetraidroisoquinolinas a partir de aminas do tipo
(2-feniletil)-amina e aldeidos em meio acido.

CH30

(80%

A ciclizagdo precisa de substituintes ativantes colocados adequadamente e, assim,
ativando as posi¢des orto ao grupo aminoetila. O fechamento do anel, sempre que

possivel, ocorre em para ao grupo ativante.

Quando o anel aromatico estd muito ativado com substituintes hidroxilicos o
fechamento do anel ocorre em condigbes suaves (Esquema 10) (OLIVEIRA & KOIKE,
2003).

HO CHO oH 6.7 HO
NH, " ta. N
HO 2 = HO
0O
o/ g

@)
84%) o/

Esquema 10 — Reacao de ciclizagao com anel aromatico ativado com substituintes
hidroxilicos.
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1.4. Reagodes de Isoquinolinas

Segundo Shaikh e colaboradores (1986), as mesmas reagdes sofridas pela piridina
ocorrem com as isoquinolinas. Formam N-Oxidos e sais quaternarios apresentando

basicidade similares a da piridina, O pK, da isoquinolina é 5,4 e o da piridina 5,2.

Em condi¢des fortemente acidas, a substituicdo eletrofilica na isoquinolina ocorre
preferencialmente no anel carbociclico, Em geral é observada a substituicdo nas
posi¢cdes 5 ou 8, ou em ambas (SHAIKH et alii,1986).

1.4.1. Nitragao

As reagbes de nitragdo da isoquinolina conduzem majoritariamente a

5-nitroisoquinolina. A reagdo transcorre por ataque do ion nitrénio ao heterociclo
N-protonado (Esquema 11) (SEIYAKU, 1966).

NO, N
@ HNO; fumegante . N . Qi/j\]
_N H,SO,4 conc/0 °C _N NO,
)

(8%0)

(72%

Esquema 11 — Reacao de nitragédo de isoquinolinas.

1.4.2. Sulfonagao

Segundo Seiyaku (1966), a sulfonagdo conduz majoritariamente ao produto de
substituicdo na posi¢ao 5- produzindo o respectivo acido sulfénico. A reagédo a altas
temperaturas leva ao produto de controle termodindmico, o acido

6-isoquinolinossulfénico, de acordo com o Esquema 12, a seguir:
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SO;H

HO3S \ \ stO4 @j
(¢}
_N  >250°C _N I

Esquema 12 — Reacgdes de sulfonagéo de isoquinolinas a baixas e altas temperaturas.

1.4.3. Halogenagao

A halogenacéo de isoquinolinas € bastante complexa e os produtos obtidos dependem
das condi¢cbes de reacdo. Em presenca de cloreto de aluminio as isoquinolinas se
convertem com bons rendimentos em 5-haloisoquinolinas, Esquema 13
(SEIYAKU, 1966).

A introducdo do halogénio no anel heterociclico ocorre em condigbes relativamente
suaves, nas quais o par de elétrons do nitrogénio inicia a sequéncia por interagdo com
um eletréfilo conduzindo a 4-bromoisoquinolina. Os processos implicam em um ataque
do halogénio ao sal (Esquema 13) (SEIYAKU, 1966).

r Br-Br T
Xy D HCI A x
—_—> + —_—
_N 2) Br,/PhNO, /N\H N,
80 °C H

Br H Br

Brz/ AIC 13

75 °C H Br Br Br
o - HBr N

Br N + e E—

~ H N\ H = N

o i H 'Br H Br |

Esquema 13 — Halogenagéao de isoquinolinas.
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1.4.4. Substituicao nucleofilica aromatica

A substituicdo nas 3-haloisoquinolinas requer condigdes energéticas e, por isso, €
possivel uma substituicdo seletiva em 1,3-dicloroisoquinolinas (Esquema 14)
(SEIYAKU, 1966).

~ MeONa N OMe
>
_N MeOH/DMSO _N

100 °C

Cl cl
N MeONa N
r
N MeOH (refluxo) N
cl OMe

Esquema 14 — Substituicdo seletiva em 3-haloisoquinolinas.

1.4.5. Reducgao

A reducéo seletiva do anel heterociclico da isoquinolina pode ser conseguida utilizando
NaBH4/NiCl, ou por hidrogenacao catalitica a temperatura ambiente. Em condi¢des
fortemente acidas a hidrogenacéao catalitica reduz seletivamente o anel carboaromatico
e ao se prolongar o tempo de reagcdo obtém-se o derivado peridrogenado
(Esquema 15) (SEIYAKU, 1966).

O@ . ) o O@
- —_—

N Hel12m, ta. »N  MeOH ta N
(70%) (87%)

Esquema 15 - Reducéo seletiva dos aneis da isoquinolina.
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Com o LiAIH4 sdo geradas 1,2-diidroisoquinolinas, que podem oxidar-se facilmente a
sistemas totalmente aromaticos, ou a uma mistura de tetraidroderivado e composto
aromatico, especialmente em meio acido, conforme evidenciado no Esquema 16
descrito a seguir (SEIYAKU, 1966).

N LiAH, / ELO N H N <
[C]
[ I N
H

Esquema 16 — Reducao de isoquinolinas com LiAlH,.

Segundo Shklyaev (2002), o anel heterociclico dos sais de N-alquilisoquinolinio se
reduz facilmente por hidrogenagao catalitica ou com NaBH; em meio prético
(Esquema 17).

@ij et @ij
+
N EtOH / t.a. N
RN
CH, CH

Esquema 17 — Reducao de sais N-alquilisoquinolinio com NaBH4 em meio prético.

3



15

1.4.6. Alquilacao e Arilagédo

Haletos de alquil ou arilmagnésio, assim como aril ou alquilitio, reagem com
isoquinolinas fornecendo diidroisoquinolinas estaveis que podem ser rearomatizadas

com um oxidante adequado (Esquema 18) (SEIYAKU, 1966).

@ nBuli h H,0 N
R
N, | —>
_N  PhHtta. ST NG,

H hBu ©0%) H “hBu

PhNO,
200 °C
X
/ N

(70%) nBu

Esquema 18 — Alquilagao ou arilagao de isoquinolinas.

Os reagentes de Grignard alquilicos requerem temperaturas mais elevadas como pode

ser visto no Esquema 19.

Ny EtMgBr \ H,0 N
—_— LA
_N ~ 150°C N \igBr N
H™ “Et H

(66%) Et

Esquema 19 — Alquilagdo de isoquinolinas utilizando reagentes de Grignard.



16

1.4.7. Aminagao

Isoquinolinas reagem com KNH2 e aménia liquida fornecendo aminas via diidroadutos e
conduzem exclusivamente a 1-aminoisoquinolina, apds oxidagao, conforme &€ mostrado
no Esquema 20 (SEIYAKU, 1966).

Xy KNH,/NHj;(liq) \ KMnO, \
> - _—
_N -10°C N K' -65°C _N

H™ > NH
2 (83%) NH,

Esquema 20 — Sintese de 1-aminoisoquinolinas utilizando KNH, e amoénia.

1.4.8. Hidroxilagao

Segundo Seiyaku (1966), as isoquinolinas podem ser hidroxiladas diretamente com

KOH a alta temperatura desprendendo-se H, e originando 1-isoquinolona

(Esquema 21).
X
X KOH N K
—_—>

_N 200°C H

O—H
X X
N 7 N
H =
(60%) O OH

Esquema 21 — Sintese de 1-isoquinolona utilizando KOH.
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1.5. Sistemas derivados de isoquinolinas

1.5.1. Hidroxiderivados

As isoquinolinas com grupos hidroxilas se comportam como fendis, salvo quando a
hidroxila se encontra em posicdo 1. Neste caso o tautdbmero mais estavel é a
isoquinolona (Esquema 22) (SEIYAKU, 1966).

X X X
— <> .
P4 N N\H = N\H
OH @)
1-quinolona

Esquema 22 — Tautomeria de isoquinolinas hidroxiladas na posigao 1.

O derivado hidroxilado na posigao 3 da isoquinolina pode existir na forma cetdnica ou
fendlica dependendo das condi¢gbes, ja que ambos possuem estabilidades
comparaveis. Em meios pouco polares como o éter ou o éter de petréleo predomina o
isoquinolin-3-ol que é incolor. Ja em solventes proticos como a agua ou o etanol
observa-se a 2H-isoquinolino-3-ona que € amarela. Experimentalmente, uma solugéo
etérea incolor de isoquinolin-3-ol se torna amarela pela adicdo de metanol
(Esquema 23) (SEIYAKU, 1966).

N OH / 0) § o
N _ > .
= AN N\ H P N\ q
Isoquinolin-3-ol 2 H-isoquinolino-3-ona

(incolor) (amarela)

Esquema 23 — Formas cetdnica e fendlica de isoquinolinas hidroxiladas na posig¢ao 3.
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1.5.2. Aminoderivados
Seiyaku (1966), afirma que as aminoquinolinas e as aminoisoquinolinas existem como

tautbmeros amino e todas sao protonadas no nitrogénio heterociclico. As aminas mais

basicas desta familia sdo as 1 e a 6-aminoisoquinolinas com pK, de 7,6 e 7,2,

respectivamente (Esquema 24).
X X
= N = N N\
+NH,

+
N, H K X
~———— <>
N LN

Esquema 24 — Tautomeria de 1-aminoisoquinolina e de 6-aminoisoquinolina.

ﬂ%

Entretanto, a 3-aminoisoquinolina € menos basica (pK, = 5,0) (Esquema 25).

+
NV AN
<>
N Ny

(ndo aromdica)

Esquema 25 - Tautomeria de 3-aminoisoquinolina.

1.5.3. Alquilderivados

Os hidrogénios de um grupo alquila ligados ao carbono « colocado em posi¢cado 1 de
isoquinolina sdo acidos e permitem conduzir processos de condensagao tanto em meio

basico como acido (Esquema 26).



N
N
7 >7ZnCl,
CH,
X O 2ZnCl, //b—ZnCIZ
N+ Ph—cl H* o+ Ph=C -
7 H 100°C H
CH, 2h N
N __
~Zzncl,
CH,
N + - - N
7 >7nCl, 7
H—
H/C‘CH/Ph S
o . (85%)  Ph
~2ZnCl,

Esquema 26 — Condensagao de isoquinolinas com grupo alquila na posi¢do « ao
nitrogénio tanto em meio basico como em meio acido.

19
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1.5.4. Acidos

Os acidos isoquinolino-1-carboxilicos podem ser descarboxilados com facilidade via um
intermediario carregado que pode ser tratado com um aldeido como eletrdfilo
(Esquema 27) (SEIYAKU, 1966).

N N PhCHO @
— _—
N NT A *
= = H = N\ H

(-COy) -

COOH _C .
o 0

H\

Cc=0

PH

X

_N

(57%) HO~ “Ph

Esquema 27 — Descarboxilagdo de acidos isoquinolino-1-carboxilicos.

1.5.5. Sais quaternarios de isoquinolinio.

A propriedade mais importante das isoquinolinas é a facilidade com que reagem com
reagentes nucleofilicos. Os sais de isoquinolinio reagem sé em C-1 (processo
regioespecifico), quando a posi¢cao 1 esta ocupada se obtém tragos de substituicdo em
C-3 (SEIYAKU, 1966).

A adicdo de nucledfilos organometalicos, hidroxidos e hidretos transcorre facilmente e
os diidroderivados que se obtém devem ser manejados com cuidado para que néo se
decomponham e nem se oxidem. Em muitos casos estes intermediarios sdo estaveis e

requerem oxidantes para se rearomatizarem (Esquema 28) (SEIYAKU, 1966).
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l,/EtOH

/N

N CHsMgl & |/\ LiAIH, AN
N Et,O/t.a XN VN: EtzO/ta N
CHy =2+ ‘ CH, y CHs

H CH, H
(70%)
NaOH
t.a.
OQ e 0,
(90%)

Esquema 28 - Adicdo de nucledfilos organometalicos, hidroxidos e hidretos a sais de
quaternarios de isoquinolinio.

Reacdes do sal de N-acilisoquinolinio com cianeto sdo conhecidas como processos de
Reissert. O agente acilante é o cloreto de benzoila e a reagdo se processa em meio
bifasico diclorometano e agua (Esquema 29) (NOVAES et alii, 1999).

N pheoct X N
N CH,CL/H,0 g N
= »Ch /Hy /N\COPh N—~coph

H CN
(Composto de Reissert)

CN
Esquema 29 — Reacgdes do sal de N-acilisoquinolinio com cianeto - processos de

Reissert.

Os compostos de Reissert sdo muitos Uteis para introduzir eletréfilos (E*) no anel
heterociclico, desprotonar e eliminar CN’, conduzindo a heterociclicos substituidos
(Esquema 30) (SEIYAKU, 1966).
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N Base® N PhCH,CI N
N N ; N_ __Ph
~COPh =~ SCOPh ~c”
H CN CN NC (”)

*NaH/DMF Ph
PhLi ou MeLi (em meio homogénio)
KOH ou NaOH (em meio bifasico) A | OH/H0

Ph

X X A
N NP o= N
= > \/C\O' \IC\O'
HO NC 3} Ho
Ph Ph
(91%)

Esquema 30 — Sintese de heterociclicos substituidos utilizando compostos de Reissert.

Os N-alquilderivados de isoquinolinio em posigcao 1 se desprotonam no carbono a muito
facilmente. Muitas vezes ndo € necessario sequer bases, ja que o carbanion se

encontra muito estabilizado (Esquema 31) (SEIYAKU, 1966).

X X X E+ X
N s . - = N
N N N ~
7 CH; 7 CH; SCH; 7 TCHy
CH3 X_ _CH2 CH2 E/CHZ X

E" =RX, RCOH, etc

Esquema 31 — Desprotonacgao de N-alquilderivados de isoquinolinio na posi¢ao 1.
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1.6. Aminoisoquinolinoquinonas

1.6.1. Sinteses de Aminoisoquinolinoquinonas

Segundo Owton (1999), a unidade aminoquinona se encontra presente em um grande
numero de compostos de interesse terapéutico que tem apresentando atividades

antitumorais, antibacterianos, antiprotozoarios, antifungicos, entre outras.

O deslocamento nucleofilico de halogénios nos derivados de isoquinolino-5,8-quinonas
dao resultados interessantes que sao utilizados na sintese de antibiéticos tais como as
mansouramicinas  (Figura 6) que possuem em suas estruturas a
7-aminoisoquinolinoquinona (LAATSCH, 2006).

As mansouramicinas, isoladas da esponja marinha azul Cribrochalina sp., apresentam
pronunciada atividade citotdxica com valores de ICsy abaixo de 30 ng'mL™" e atividade
contra virus, bactérias e malaria (LAATSCH, 2006).

0) 0O

| |
H H

Figura 6 — Mansouramicinas isoladas de Cribrochalina sp.

Muitos destes compostos isolados de produtos naturais tém gerado um grande
interesse cientifico devido a sua facil preparacdo. Os métodos de obtencédo de
aminoisoquinolinoquinonas sdo multiplos e variados, destacando-se principalmente a

reacao de adicao/oxidacdo do anel quindnico, a aminagao direta, e as reagdes de
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substituicdo nucleofilica em que um grupo amino substitui um atomo de hidrogénio
(WIPF et alii, 2004).

Segundo Shaikh e colaboradores (1986), a adi¢cao direta de aminas a quinonas se
processa por um ataque nucleofilico de aminas primarias ou secundarias, alifaticas ou
aromaticas, ao sistema ¢,f-insaturado do anel quindnico mediante um mecanismo de
adicdo conjugada, para formar um hemiaminal vinilico. Este intermediario se
tautomeriza na hidroquinona e, posteriormente, se oxida na aminoquinona por agao

direta do ar, agentes oxidantes ou mesmo pela quinona de partida (Esquema 32).

0 OH OH 0

C |
R

N H o, .

./ R N N

| N—Ry \ | R

o) o | OH Ra o) 2

Ro

Esquema 32 — Sintese de aminoquinonas por adi¢ao direta de aminas.

A aminagao oxidativa de p-benzoquinonas esta descrita por um grande numero de
autores em diferentes condicbes experimentais, conduzindo a misturas de quinonas
monossubstituidas [11] e dissubstituidas [12] (SHAIKH et alii, 1986).

0 R, O

N

@) R, O Ry
[11] [12]

Figura 7 — Quinonas monossubstituidas [11] e dissubstituidas [12].

Segundo Llorente (1995), a facilidade com que a amina se adiciona ao sistema
quinbénico depende em grande parte da natureza da amina, sendo mais frequente a
formacédo de produtos de monoadi¢do no caso de aminas secundarias, e de dupla
adicdo com aminas primarias. No caso de existirem substituintes no anel
benzoquindnico a reagao de aminagao é regioseletiva dependendo da posi¢gdo do grupo

amino, da natureza eletrénica e dos efeitos estéreos dos substituintes. Em geral, a
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substituicdo ocorre predominantemente na posi¢ao mais eletrofilica do anel quinénico.
Por exemplo, a aminagdo orfo a um doador eletrbnico como uma metoxila é
desfovorecida, enquanto que a mesma reacéo € favorecida se um grupo aceptor de
elétrons como o bromo estivesse no lugar da metoxila, como se pode verificar no
Esquema 33. Neste se observa que a adigdo esta favorecida frente a substituicao,

provavelmente por razdes eletrénicas.

O
Br P CH.OH Br
+ HZN/\/ _—
N
I
H
(77%)

Esquema 33 — Reagdo de aminagao de quinona halogenada.

Na adicdo de aminas a outros sistemas quinbnicos tais como 1,4-naftoquinona e
5,8-quinolinaquinona obtem-se os derivados N-substituidos correspondentes [13] e [14]
(OWTON, 1999 e WIPF et alii, 2004).

O O
=z Y Ry
R N\
1
II\l/ \N R,
O R, O
[13] [14]

Figura 8 — Estruturas de derivados N-substituidos de 1,4-naftoquinona [13] e
5,8-quinolinaquinona [14].

Aminoquinonas sem substituintes no nitrogénio aminico sdo conseguidas através de
adicdo com acido hidrazdico. A 2-amino-1,4-naftoquinona [17] pode ser preparada por
adicdo de azida sddica em acido acético a 1,4-naftoquinona [15]. A adicdo de &cido
hidrazoéico origina um intermediario instavel de azidonaftoidroquinona [16], que se oxida
ao grupo azido por transferéncia intramolecular redox de atomos de hidrogénio da
hidroquinona e que, finalmente, se reduz com liberagado de nitrogénio (Esquema 34)
(FIESER & HARTWELL, 1935).
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o) OH o)
O =00 98
— > —
o) OH | o)
[15] B [16] [17] (81%)

Esquema 34 — Sintese da 2-amino-1,4-naftoquinona [17] com acido hidrazdico.

A reagcdo do acido hidrazdéico com quinonas segue um padrdo geral de adicdo a

sistemas carbonilicos «,f-insaturados.

O carater eletrénico dos substituintes dirige a regiosseletividade da adigdo. Na reacao
regiosseletiva com azida de sédio a 5-hidroxinaftoquinona [18] produz como unico
produto de reagdo a 2-amino-8-hidroxinaftoquinona [19] (Esquema 35)
(LLORENTE, 1995).

O
NaN3
AcOH
NH,
OH O OH O

[18] [19]

Esquema 35 — Sintese da 2-amino-8-hidroxinaftoquinona [19] com azida de sddio.

Para derivados de quinolina-5,8-quinona, a adicdo de acido hidrazdico segue
mostrando a regiosseletividade esperada. Assim, a 2,4-dimetilquinolino-5,8-quinona [20]
produz majoritariamente a 6-amino-2,4-dimetilquinolina-5,8-quinona [21] através da
oxido-reducéo intramolecular do intermediario 6-azido-2,4-dimetil-5,8-diidroxiquinolina
(Esquema 36) (LLORENTE, 1995).
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CH; O CHz O
P HN, P NH,
— >
CHy” N CHy” SN
0 0
[20] [21]

Esquema 36 — Sintese da 6-amino-2,4-dimetilquinolino-5,8-quinona [21] a partir da
2,4-dimetilquinolino-5,8-quinona [20] com acido hidrazoico.

Segundo Llorente (1995), o tratamento de 1,4-naftoquinona [15] com difenilsulfimida ou

metilfenilsulfimida conduz ao produto aminado [22] (Esquema 37).

o) g o)
_ ., Ph
+ HN-S] — H M
./ R ¥ NH
O - o st O
5 R= CHg, Ph R S~ph 221

Esquema 37 - Sintese da 2-amino-1,4-naftoquinona [22] com difenilsulfimida ou
metilfenilsulfimida.

Outro método de sintese de aminoquinonas € com a utilizagdo de anéis quindnicos
contendo grupos como o alcoxi ou halogénios. O tratamento de
2,5-dimetoxibenzoquinona [23] com amobnia em etanol, leva a obtengdo de
2,5-diaminobenzoquinona [24] através dos intermediarios indicados no Esquema 38
(LLORENTE, 1995).
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O o} o}
H;CO H;CO H,CO
+ NH3 E— ?CH3
OCH,4 NH; NH;
o O o}

23]
lNH3

@)
HoN

NH,

@)
(24]

Esquema 38 — Sintese da 2,5-diaminobenzoquinona [24] a partir da
2,5-dimetoxibenzoquinona [23] com amonia em etanol.

Este método pode ser estendido a outras aminas alifaticas e aromaticas com excelentes
resultados assim como a outros anéis quindnicos, como 2-metéxi-1,4-naftoquinonas

[25] ou 6-metoxiquinolina-5,8-quinona [26] (Esquema 39).

0 0
H,N OH
O, A, — 0,
OCH; OH N
0 O H

[25]
O O
_N . H, N\@\ N /©/CH3
—
\ OCHj CHj N N
0] O H
[26]

Esquema 39 — Sintese da 2-metdxi-1,4-naftoquinonas ou da
6-metoxiquinolina-5,8-quinona.

Assim, a partir da 7-bromoisoquinolinoquinona [27], por reacdo com azida sdédica, se
obtém o 7-azidoderivado [28], cuja redugdo posterior com trifenilfosfina origina a
7-aminoisoquinolinoquinona [29] (Esquema 40) (LLORENTE, 1995).
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o) 0 0
Z NaN, PhsP &
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N Br N N, N NH,
o) 0 0

[27] [28] [29]

Esquema 40 — Sintese da 7-aminoisoquinolinoquinona [29] a partir da
7-bromoisoquinolinoquinona [27] por reagdo com azida sddica e trifenilfosfina.

Segundo Shaikh (1986), a reagdo de adigdo entre azanaftoquinonas e nucledfilos
apropriados € um método eficiente e regiosseletivo para obter azanaftoquinonas
substituidas devido a maior polaridade da dupla ligagdo 6-7 da naftoquinona. No caso
da isoquinolino-5,8-quinona [30] tem-se preferencialmente a adicdo de aminas na

posi¢ao 7, ja que € mais susceptivel ao ataque nucleofilico (Figura 9).

o- _

Figura 9 — Estrutura da isoquinolino-5,8-quinona [30] com o carbono 7 elétron
deficiente.

Segundo Kim e colaboradores (2007), muitas propriedades bioldgicas tém sido
aumentadas pela presenca de substituintes como o cloro e grupos amino em quinonas,

como acontece nas isoquinolino-5,8-dionas dissubstituidas nas posicoes 6 e 7 [31].

[31]

Figura 10 — Estrutura de isoquinolino-5,8-dionas cloradas dissubstituidas nas posi¢oes
6e7[31].
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A substituicdo de um atomo de cloro da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona por uma amina na
presenca de um equivalente de carbonato de potassio acontece com bons rendimentos
(LLORENTE, 1995). Estes resultados também sdo observados com a 6,7-dicloro-
isoquinolino-5,8-diona [32] (Esquema 41) (SHAIKH, 1986).

O O I|-|
AN | ' X |
Cl Cl
O @)

[32] [33] (75%)

Esquema 41 — Reacao de substituicdo na 6,7-dicloroisoquinolino-5,8-diona [32].

De acordo com Shaikh (1986), a reagao entre a 6,7-dicloroisoquinolino-5,8-diona [32] e
anilina na presenca de metanol origina preferencialmente a 6-cloro-7-

fenilaminoisoquinolino-5,8-diona [33] (Esquema 42).

0 0
D cl cl _ cl
N7 N7 .
<>
N cl cl N cl
o o

Esquema 42 — Estruturas de ressonancias para isoquinolino-5,8-diona diclorada.

Ja que o efeito retirador de elétrons do nitrogénio isoquinolinico incrementa a
eletrofilicidade da carbonila em 8 e este efeito se transmite através do sistema
o,pB-insaturado na posigdo 6, resulta que o grupo amino nesta posicdo € menos
nucledfilo que quando se encontra na posi¢cao 7 e, portanto, os rendimentos com a

7-aminoisoquinolinoquinona [34] sao superiores ao obtidos com seu isbmero em
posicao 6 (Esquema 43) (SHAIKH, 1986).
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N* cl NZ R

Cl

@) @)
[34]

Esquema 43 — Sintese da 7-aminoisoquinolinoquinona [34].

1.6.2. Caulibugulonas

Caulibugulonas séo moléculas isoladas do briozoario marinho Calibugula intermis e que
revelaram a acao diretamente sobre a via das enzimas Map p38, com consequente
inducdo de apoptose em varias linhagens de células cancerigenas (MILANOWSKI
et alii, 2004 apud MAYER & GUSTAFSON, 2006).

As caulibugulonas isoladas deste animal sdo em numero de seis, denominadas pelas
seis primeiras letras do alfabeto (A-F). A avaliagdo de suas atividades bioldgicas
revelou que estas sdo intensas contra a linhagem celular murina 1C2, com

concentracdes variando entre 0,03 e 1,67 mg-mL™" (WIPF et alii, 2004).

Segundo Wipf e colaboradores (2004), as aminoisoquinolinoquinonas caulibugulonas A
[35], B [36], C [37] e D [38] (Figura 11), com o grupo amino na posigado 7, podem ser

obtidas a partir do 5-hidroxiisoquinolino [39].

O 0O
7z R =
N N OH
O H O H

Caulibugulona A [35] R=H Caulibugulona D [38]
Caulibugulona B [36] R =Br
Caulibugulona C [37] R=CI

Figura 11 — Estruturas das caulibugulonas A [35], B [36], C [37] e D [38].
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Estes mesmos autores, neste mesmo trabalho, descreveram que a sintese destas

substancias pode ser realizada através da reacao entre o 5-hidroxiisoquinolino [39] com

iodobenzeno bis(trifluoroacetato) PIFA em solugao de acetonitrila e agua e subsequente

adicao in situ de CeCl; e metilamina (Esquema 44).
1. PIFA

OH H,O/CH,CN Q
Z | ta. Z
Nx 2.CeCly, CH3NH,  Nx N
[39] ta. o N

Caulibugulona A [35]

Esquema 44 — Sintese da caulibugulona A [35] a partir do 5-hidroxiisoquinolino [39].

Em seguida, a caulibugulona A [35] foi tratada com N-bromosuccinimida (NBS) e com
N-clorosuccinimida (NCS) para produzir as caulibugulonas B [36] e C [37],

respectivamente (Esquema 45).

0] 0]
~ NBS ~ Br
Di N
10Xano
Nx ll\l/ o § ll\l/
O H O H
Caulibugulona A [35] Caulibugulona B [36]
0] 0]
7 NCS F Cl
_—
MeOH
N ll\l/ t.:o N ll\l/
O H O H
Caulibugulona A [35] Caulibugulona C [37]

Esquema 45 — Sintese da caulibugulona B [36] a partir da caulibugulona A [35] e da
caulibugulona C [37] a partir da caulibugulona A [35].
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Finalmente, a caulibugulona D [38] foi sintetizada a partir do 5-hidroxiisoquinolino [39]
através de duas etapas. Numa primeira etapa oxidou-se o 5-hidroxiisoquinolino [39]
com iodobenzeno bis(trifluoroacetato), PIFA, em solugdo de acetonitrila e agua. Em
seguida, tratou-se a isoquinolino-5,8-diona obtida com 2-aminoetanol (Esquema 46).

OH 1. PIFA O
H,O/CH5;CN
Z t.a o
a. >
N 2. CeCl, "\ N/\/OH
[39] H,NCH,CH,OH O H
t.a. Caulibugulona D [38]

Esquema 46 — Sintese da caulibugulona D [38] a partir do 5-hidroxiisoquinolino [39].

Uma das contribuicbes mais importantes dos compostos quinolinicos e isoquinolinicos
€ seu conhecido aporte na luta contra o cancer. Nos ultimos anos, os alcalbides
isoquinolinicos tém despertado um interesse muito grande nos pesquisadores da area,
especialmente as caulibugulonas, por terem demonstrado propriedades citotoxicas
potentes, amplo espectro antitumoral, além de propriedades antimicrobianas e antivirais
(MILANOWSKI et alii, 2004 apud MAYER & GUSTAFSON, 2006).

Dessa forma, este trabalho descreve, no capitulo 1, a sintese das caulibugulonas A, C e
D e de analogos estruturais, com o intuito de se obter agentes quimicos eficientes no

combate a células cancerigenas, mais seletivos e menos téxicos ao homem.

Os ensaios biologicos relativos a todas as substancias sdo apresentados no capitulo 2,
onde é relatado o estudo da atividade anticancerigena com as células - U937 (leucemia
humana, linhagem monocitica), MOLT4 (leucemia humana, linhagem linfocitica),
COLO205 (cancer de colon humano, linhagem epitelidide) e H460 (cancer pulmonar

humano, linhagem epitelidide).

Finalmente, sao apresentadas as conclusbes e as referéncias bibliograficas

consultadas.
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2. Justificativa e proposta de trabalho

Tendo em vista o grande impacto das doengas causadas pelo cancer nos dias atuais na
expectativa de vida da populacéo, ndo s6 brasileira como mundial, a busca por novos e

mais eficientes farmacos torna-se cada vez mais importante.

O mercado nacional movimentou, em 2008, mais de 10 bilhdes de reais com
medicamentos e 0 aumento previsto na receita para o ano de 2009 foi de 6% a 8%. O
Brasil & considerado o sétimo mercado mundial de medicamentos, com uma taxa
elevada de demanda. Dentre os varios setores em que atua, a producdo de
medicamentos representa uma parcela consideravel. Todavia, praticamente toda a
tecnologia existente pertence a companhias multinacionais. O desenvolvimento de
tecnologia propria é importante, principalmente quando se considera a vitalidade do

mercado mundial de farmacos.

Uma vez que o tratamento do cancer pode danificar células e tecidos saudaveis,
poderao ocorrer efeitos secundarios indesejaveis. Estes efeitos dependem do tipo e
extensdo do tratamento e podem variar conforme os doentes ou entre as sessdes de
tratamento. Os efeitos secundarios dos farmacos anticancerigenos dependem,

sobretudo, do tipo de medicamento e da dose administrada.

Apesar de existirem muitas substancias com atividade anticancerigena, ha a
necessidade de desenvolver novos produtos que sejam seletivos, ligando-se
seletivamente a sitios de acdo determinados e em baixas dosagens, e assim

apresentando o minimo possivel de efeitos colaterais.

Dessa forma, como as caulibugulonas apresentam atividade antitumoral comprovada e
devido a limitada quantidade de caulibugulonas obtidas de fontes naturais, decidiu-se
investigar uma rota sintética para a obtengdo de maior quantidade de material para
ensaios biologicos.
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E importante salientar que atualmente existem apenas duas sinteses de caulibugulonas
descritas na literatura, a de Wipf (2004) e a de Tamagnan (2004) e seus respectivos

colaboradores.

Assim, este trabalho descreve a sintese total inédita das caulibugulonas A, C e D, em
um numero menor de etapas do que as ja descritas na literatura. Aqui também sera
mostrada a avaliacdo da atividade anticancerigena das caulibugulonas A, C e D e de

nove analogos preparados.

As substincias foram preparadas inicialmente pela condensagdo entre a
2,2-dimetoxietanamina [40] e o aldeido [41], seguida da reducé&o da imina [42]. Em
seguida, a amina [43] foi ciclizada com acido trifluoroacético levando a formagao da
isoquinolina dimetoxilada [44], que, em presenga de nitrato de cério amoniacal (CAN)

produziu a isoquinolino-5,8-diona [45] (Esquema 47).

O OMe OMe
MeO 7
e Nz H — >  Meq N —
[40] OMe MeO OMe
[41] [42]
OMe OMe o)
H\N/\<j N N
MeO —_—> — >
\~ N ~
OMe OMe OMe o)
[43] [44] [45]

Esquema 47 - Rota de sintese empregada na obtencgéo das isoquinolinas [44] e [45].
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3 — Resultados e Discussao

3.1. Preparacao da isoquinolino-5,8-diona [45]

Visando o preparo de novas substancias com atividade anticancerigena foi sintetizada
uma série de substancias derivadas da isoquinolino-5,8-diona [45], intermediario-chave
para a sintese das caulibugulonas e analogos. A escolha desse esqueleto basico
baseou-se nos dados publicados por Ryu (1999) e Wipf (2004), e seus respectivos
colaboradores, os quais descreveram as sinteses e as avaliagbes de atividades
bioldgicas de caulibugulonas A [35], C [37] e D [38] e de alguns analogos que se

mostravam promissores na inibicao de células tumorais.

O
N/
NN
O
[45]

Figura 12 - Estrutura da isoquinolino-5,8-diona [45].

Dessa forma, a isoquinolino-5,8-diona [45] € um intermediario essencial para a
preparacdo de substancias dos tipos mostrados na Figura 13, requeridos para
avaliagdo de atividade anticancerigena.
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Figura 13 — Isoquinolino-5,8-dionas com potencial atividade anticancerigena.
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3.2. Preparagao da N-2,5-dimetoxibenziliden-N-2,2-dimetoxietilamina [42]
OMe
=z
MeO>)N
MeO OMe

[42]
Figura 14 - Estrutura da imina [42].

Para o preparo da isoquinolino-5,8-diona [45], utilizou-se como material de partida a
imina [42], que foi preparada a partir da condensacao da 2,2-dimetoxietanamina [40]

com o aldeido [41], em tolueno como solvente, sob refluxo (Esquema 47).

A purificagdo da mistura contendo a imina [42] se fez por meio de coluna cromatografica
de silica-gel, tendo como eluente hexano e acetato de etila (2:1, R=0,6), que resultou

na obtenc&o de um 6leo alaranjado com 95% de rendimento.

O primeiro indicio da formacao da imina [42] se deu pela analise de seu espectro de
massas (Figura 1A, Apéndice). Na Tabela 1 estdo indicados os principais sinais do EM

com os possiveis fragmentos iénicos.
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Tabela 1 — Principais sinais do EM para a imina [42].

lons (m/z) % do pico base Fragmento idnico
OMe—‘Jr
Z
253 4 MeO
MeO OMe
+
2
MeO N —‘
190 2 >J
MeO OMe
wo ]
75 100 >—H
MeO

Outro indicio que reforga a formagdo da imina [42] foi através de seu espectro no
infravermelho por transformada de Fourier, que mostrou um sinal em 1641 cm™,
caracteristica de estiramento iminico e o desaparecimento do sinal em 1676 cm™, de

estiramento carbonilico de aldeido do material de partida [41] (Figura 2A, Apéndice).

A analise do espectro de RMN de 'H da imina [42] (Figura 3A, Apéndice) confirmou a
estrutura da substancia desejada. Entre as evidéncias que suportam o sucesso da
transformacdo se destacam o simpleto em 6= 3,37 dos hidrogénios dos grupos
metoxilas alifaticos; os dois simpletos em 6= 3,78 e 3,79 dos hidrogénios dos grupos
metoxilas aromaticos; o tripleto em 6= 4,64 (J= 4,5 Hz) do hidrogénio H1; um dupleto
em 0= 7,46 (J= 4,5 Hz) do hidrogénio H2; o simpleto em 6= 8,65 do hidrogénio H3; o
dupleto em 6= 6,78 (J= 7,0 Hz) do hidrogénio H6; o duplo dupleto em 6=6,89
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(J= 7,0 Hz e J= 1,5 Hz) do hidrogénio H7; o dupleto em 6=6,91 (J= 1,5 Hz) do
hidrogénio H9.

No espectro de RMN de "*C (Figura 4A, Apéndice) o sinal em §= 53,8 foi atribuido aos

carbonos das metoxilas alifaticas e os situados em 6=559 e 56,4 as metoxilas

aromaticas. Outros sinais atribuidos foram os localizados em &= 104,2, (C1); em
0=64,0, (C2); em 6=159,5, (C3); em 6=125,0, (C4), em o=153,7, (C5); em
0=118,8, (C6); em 6= 110,7, (C7); em 6= 153,5, (C8); e em 6= 112,8, (C9).

OMe

Figura 15 - Estrutura da imina [42] com os carbonos numerados.

3.3. Preparacao da N-[2,2-dimetoxietil]-N-[2,5-dimetoxibenzilJamina [43]

OMe
H\
Me0>)N
MeO OMe

[43]

Figura 16 - Estrutura da amina [43].

A preparacdo da amina [43] foi através da reducdo da imina [42] com boroidreto de
sédio em metanol, a temperatura ambiente. A purificagcdo da mistura contendo a amina
[43] se fez por meio de coluna cromatografica de silica-gel, tendo como eluente hexano
e acetato de etila (1:2, R~=0,4), que resultou na obtengdo de um o6leo amarelo com
100% de rendimento. O primeiro indicio da formagédo da amina [43] se deu pela analise
de seu espectro de massas (Figura 5A, Apéndice). Na Tabela 2 estdo indicados os

principais sinais do EM com os possiveis fragmentos idnicos.
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Tabela 2 — Principais sinais do EM para a amina [43].

lons (m/z) % do pico base Fragmento idnico
OMe —r’
H\
255 7 MO |
ome |*
H\
180 30 N
CH,
OMe
oMe |
CH,
151 100
OMe

Outro indicio da formacao da amina [43] se deu pela analise de seu espectro no
infravermelho, que mostrou o desaparecimento do sinal em 1641 cm™', caracteristico de

estiramento iminico do material de partida [42] (Figura 6A, Apéndice).

A analise do espectro de RMN de "H da amina [43] (Figura 7A, Apéndice) confirmou a
estrutura da substancia desejada. Destacam-se os seguintes sinais: um simpleto em
0= 3,32 dos hidrogénios das metoxilas alifaticas; dois simpletos em 6= 3,73 e 3,76 dos
hidrogénios das metoxilas aromaticas; um tripleto em 6= 4,50 (J= 5,3 Hz) do hidrogénio
H1; um dupleto em 6= 2,71 (J= 5,3 Hz) do hidrogénio H2; e o aparecimento de um

simpleto relacionado ao hidrogénio aminico (NH) em 6= 3,12 e de um simpleto em
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0= 3,80 para os hidrogénios H3. Estes dois ultimos indicios s&o corroborados pelo
desaparecimento do simpleto em 6= 8,70 relacionado ao hidrogénio H3 iminico. Os
outros sinais desta molécula sdo um dupleto em 6= 6,75 (J= 7,0 Hz) do hidrogénio H6;
um duplo dupleto em 6=6,74 (J= 7,0 Hz e J= 1,6 Hz), relacionado com o hidrogénio
H7; e o dupleto em 6= 6,84 (J= 1,6 Hz) do hidrogénio H9.

No espectro de RMN de *C (Figura 8A, Apéndice) o sinal em &= 53,8 foi atribuido aos
carbonos das metoxilas alifaticas, e os localizados em ¢6=154,9 e 55,8 aos carbonos
das metoxilas aromaticas. Em 6= 103,8 tem-se o carbono C1; em 5=48,8 0 C2; e em
0=49,8 o C3. Em 6=128,0 observamos o carbono C4, em 6=153,2 o C5; em
0=116,2 o C6; em 6=111,1 o C7; em 6=151,7 o C8; e em 6=112,6 tem-se o

carbono C9.

MeO

Figura 17 - Estrutura da amina [43] com os carbonos numerados.
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No Esquema 48 sugere-se 0 mecanismo para a formagao da imina [42] e sua posterior

reducéao por transferéncia de hidreto.

OMe Oj OMe H\O OM OMe
) e MeO
voo N R YN
" - > —> MeO
MeOV 95%

OMe MeO OMe %]e

NaBH,

o OMe . mo\'\‘ﬁf OMe o et Owe
G e
MeO  H 100%  MeO MeO H\_/J

OMe OMe H’B‘H OMe

[43]

Esquema 48 — Mecanismo para a preparacao da imina [42] e da amina [43].

3.4. Preparacgao da 5,8-dimetoxiisoquinolina [44]

OMe
N/
N
OMe
[44]

Figura 18 - Estrutura da 5,8-dimetoxiisoquinolina [44].

Uma vez produzida a amina [43], foi realizada a ciclizagdo empregando a reacao de
Pictet-Spengler, com acido trifluoroacético, para a preparacdo da isoquinolina
dimetoxilada [44], conforme metodologia descrita por Rousseau e Dodd
(apud LE HYARIC et alii, 2002).
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Nesta reacao o acido trifluoroacético foi adicionado a amina [43], sendo que a adig¢ao foi
realizada sob atmosfera de nitrogénio, banho de gelo e com velocidade bastante lenta
para que a reagao de ciclizagcado fosse favorecida. A mistura reacional foi submetida ao
fracionamento cromatografico em coluna de silica-gel, tendo como eluente hexano e
acetato de etila, na propor¢cédo de 3:1 (R= 0,4). Deste processo foi isolado um déleo

amarelo em 68% de rendimento.

A confirmacao estrutural da substancia foi feita, inicialmente, pela analise do seu
espectro de massas (Figura 9A, Apéndice). Na tabela 3 estdo indicados os principais

sinais com os possiveis fragmentos iénicos.

Tabela 3 — Principais sinais do EM para a 5,8-dimetoxiisoquinolina [44].

ions (m/z) % do pico base Fragmento iénico
OMe —‘-;'
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A andlise do espectro de RMN de 'H da 5,8-dimetoxiisoquinolina [44] (Figura 10A,
Apéndice) confirmou a estrutura da substancia desejada, em primeira analise pela
auséncia dos sinais dos hidrogénios das metoxilas alifaticas. Outros fatos que
corroboram esta idéia sdo os simpletos em 6= 3,94 e 3,97 dos hidrogénios dos grupos
metoxilas aromaticos, e o simpleto em 6= 9,57 associado ao hidrogénio H1. Outros
sinais relevantes sao o dupleto em 6= 8,55 (J= 5,6 Hz), do hidrogénio H2; o dupleto em
6=7,92 do H3 (J= 5,6 Hz); o dupleto em 6=6,73 (J= 9,0 Hz) do H6; e o dupleto em
0=6,88 (J= 9,0 Hz) do H7.

No espectro de RMN de *C (Figura 11A, Apéndice) os sinais em 5= 55,8 e 55,9, foram
associados aos carbonos das metoxilas aromaticas. Ja os sinais em o= 147,2;
0=143,3; e 6= 114,7 foram atribuidos respectivamente aos cabonos C1, C2 e C3 da
parte heterociclica da isoquinolina. Os carbonos do outro anel foram atribuidos da
seguinte forma: 6= 121,3 (C4); 5= 148,5 (C5); 5= 103,5 (C6); 5= 107,8 (C7), 5= 149,8
(C8); e 6=129,5 (C9).

Figura 19 - Estrutura da isoquinolinodimetoxilada [44] com os carbonos numerados.
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3.5. Preparacao da isoquinolino-5,8-diona [45]

0O
N/
NN
O
[45]

Figura 20 - Estrutura da isoquinolino-5,8-diona [45].

Segundo Carrijo e Romero (2000) a oxidagao de sistemas aromaticos para quinonas
utilizando oxidantes de cério (IV) se processa, normalmente, com bons rendimentos.
Baseando-se no procedimento descrito por Owton (1999) a isoquinolino-5,8-diona [45]
foi preparada através da oxidacado da 5,8-dimetoxiisoquinolina [44] com nitrato de cério
amoniacal (CAN), tendo como solvente uma mistura de acetonitrila e agua 40%. Nesse
procedimento, a 5,8-dimetoxiisoquinolina [44] dissolvida em acetonitrila foi tratada com
quatro equivalentes de CAN. A reacado foi realizada em banho de gelo (0 °C),
adicionando-se o0 CAN bem lentamente (1 h). A mistura reacional foi deixada sob
agitagao durante uma hora, a 0 °C. Apos este periodo, foi observado por CCD que o
material de partida ja havia sido consumido. O produto obtido na forma de um sélido
amarelo com faixa de fusdo observada entre 136 e 137 °C foi submetido a purificacédo
em coluna cromatografica tendo como eluente hexano e acetato de etila na proporgao
de 2:1 (R= 0,3), com 65% de rendimento, entretanto, tivemos dificuldade para purifica-
lo ja que o0 mesmo € bastante instavel. A estrutura de [45] foi confirmada por CG-EM e
RMN de "H.

A confirmagao estrutural da isoquinolino-5,8-diona foi feita, inicialmente, pela analise do
seu espectro de massas (Figura 12A, Apéndice). Na Tabela 4 estdo indicados os

principais sinais com os possiveis fragmentos idnicos.
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Tabela 4 — Principais sinais do EM para a isoquinolino-5,8-diona [45].

ions (m/z) % do pico base Fragmento i6nico

159 100 N7

NZ +
131 11 @;}W
N
o}
NZ | —‘5’
105 25 . .
So

77 17 |

O espectro de massas para a isoquinolino-5,8-diona [45] mostrou o ion molecular em
m/z=159. A perda de CO (M-28) forneceu o ion em m/z=131. Com a perda HC=CH
forneceu o ion em m/z=105, que por sua vez perdeu novamente CO fornecendo o sinal

em m/z=77.

O espectro de RMN 'H apresenta sinais condizentes com [45] (Figura 13A, Apéndice) e
confirma a presenga dos 5 hidrogénios da isoquinolino-5,8-diona como dois dupletos
em 6= 7,07 (J= 9,0 Hz) para o hidrogénio H4 e em 6= 7,14 (J= 9,0 Hz) para o H5; um
dupleto em 6= 7,93 (J= 4,7 Hz) para o H3, além do dupleto em 6= 9,04 (J= 4,7 Hz)
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para o H2 e do simpleto em 6= 9,24 para o H1. Associado a estes dados tem-se a
auséncia dos sinais referentes as metoxilas aromaticas em 6= 3,94 e 3,97.

)
1

N7 5

2 4
3
(@]

Figura 21 - Estrutura da isoquinolino-5,8-diona [45] com os hidrogénios numerados.

A etapa seguinte do trabalho consistiu na conversao da isoquinolino-5,8-diona [45] nas

caulibugulonas A [35], D [38] e no analogo [46], conforme mostrado no Esquema 49 a
sequir.

3.6. Preparagao da caulibugulona A [35]

I"| (0]
N N
N~ o~ __Metilamina, Etanol N~ Etanolamina, Etanol> N7 " 0OH
N © 25°C, 45% N 25°C, 20% “
o o 5
[35] [45] [38]

JAnilina, Etanol

25°C, 30%
o
N7 N
SORe
o
[46]

Esquema 49 - Esquema geral das sinteses das isoquinolino-5,8-dionas [35], [38] e [46].
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Para a obtengao das isoquinolino-5,8-dionas, mostradas na no esquema 49, decidiu-se
utilizar etanol 95%, uma vez que Ryu e colaboradores (1999) ja haviam alcan¢ado bons
resultados na sintese de outros derivados da isoquinolino-5,8-diona [45]. As misturas
reacionais permaneceram sob agitacdo magnética por aproximadamente duas horas,
sendo constantemente monitoradas por meio de andlises cromatograficas em camada
delgada. Apds duas horas de agitacdo as misturas reacionais foram elaboradas e

submetidas a processo cromatografico em placa preparativa.

O primeiro derivado sintetizado foi a caulibugulona A [35], cujo indicio da sua formagao
se deu pelo aparecimento de um ponto que absorve luz UV, em CCD, apresentando
valor de Rf maior que o da isoquinolino-5,8-diona [45]. Apds a elaboracdo da mistura
reacional e separagcdo por cromatografia preparativa utilizando-se como eluente
diclorometano e metanol (200:1, R= 0,4) obteve-se a caulibugulona A [35] em 45% de
rendimento na forma de um solido vermelho com faixa de fusdo observada entre 228 e
230 °C.

Figura 22 - Estrutura da caulibugulona A [35].

A obtencdo da caulibugulona A [35] foi evidenciada, inicialmente, pela analise do
espectro no IV (Figura 23), no qual verificou-se o aparecimento de sinais em 3297 cm™,
atribuido a deformagéo axial do grupo CHs, e em 1693 cm’', referente a absorcdo da
carbonila cetdnica de quinona. A presenca do anel aromatico na molécula do produto é

suportada pelos sinais em 1584 e 1556 cm™, referentes ao estiramento da ligacao C=C.
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Figura 23 - Espectro no infravermelho da Caulibugulona A [35].

Os deslocamentos quimicos de 'H e de "*C detectados nos espectros de RMN estdo
relacionados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. No espectro de RMN de 'H
(Figura 24) observam-se os sinais do hidrogénio H1 em 6= 9,21 sob a forma de um
simpleto e em 6= 9,01 (J= 4,4 Hz) para o hidrogénio H2, sob a forma de um dupleto. Os
hidrogénios H3 sob a forma de um dupleto em 6= 7,93 (J= 4,4 Hz) e H4 sob a forma de
um simpleto em 6= 5,80. E, finalmente, os hidrogénios da metila apareceram sob a
forma de um simpleto em 6=2,95 e o sinal do hidrogénio ligado ao nitrogénio em

0= 6,08 como um simpleto alargado.
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Figura 24 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) da caulibugulona A [35].

Tabela 5 — Deslocamentos quimicos de "H da caulibugulona A [35] sintética,

comparados com valores citados na literatura.

Sintética Literatura
H O o
1 9,21 9,14
2 9,01 (J=4,4 Hz) 8,92 (J= 4,5 Hz)
3 7,93 (J= 4,4 Hz) 7,91 (J=4,5Hz)
4 5,80 5,76
Metila 2,95 2,92
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No espectro de RMN de "*C (Figura 26) verifica-se em &= 147,8 o sinal do carbono C1.
O sinal do C2 em 6= 156,5; C3 em 6=119,2; C4 em 5= 139,5; C5 em 6= 181,4; C6
em 0=101,5;, C7 em 6=148,9; C8 em 6=181,0; C9 em 6=124,2 e a metila em
6=29,7.

Figura 25 - Estrutura da caulibugulona A [35] com os carbonos numerados.

29,7

148,9

124,2
139,5

l I L] I L] I L] I L] I L] I L] I L] I L] I L]
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Figura 26 - Espectro de RMN de C (100 MHz, CDCl3) da caulibugulona A [35].
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos de RMN "*C da caulibugulona A [35] sintética,
comparados com valores citados na literatura.

Sintética Literatura
C oc oc
1 147,8 147,8
2 152,5 156,1
3 119,2 120,0
4 139,5 140,7
5 181,4 181,4
6 101,5 100,6
7 148,9 150,7
8 181,0 181.,4
9 124,2 125,6
Metila 29,7 29,3

Os valores dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e de RMN '*C da caulibugulona A
[35] sintetizada quando comparados com os registrados na literatura por Wipf e
colaboradores (2004) para a caulibugulona A natural isolada da Caulibugula intermis

serviram para confirmar a formagéao do composto sintético.

3.7. Substituicdes no carbono 7 de isoquinolino-5,8-dionas.

Nas reacdes de substituigdo do hidrogénio ou do cloro nas isoquinolino-5,8-dionas [45]
e [32] pelas alquil ou arilaminas (Esquema 50) € observado a substituicao preferencial
no carbono 7. Tal comportamento deve-se, provavelmente, a carbonila que esta em
para em relagao ao nitrogénio (C5) possuir menos densidade eletrénica que a carbonila
em posicdo meta ao nitrogénio (C8), como mostrado nas estruturas de ressonancia a

sequir.
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Esquema 50 — Estruturas de ressonancia para as isoquinolino-5,8-dionas.

A posicdo de ataque dos nucledfilos a quinona depende de qual dos dois grupos
carbonilicos atraira mais os elétrons da dupla ligagcao etilénica. O atomo de carbono
carbonilico Cs=0 da isoquinolino-5,8-diona se situa em posigdo y ao atomo de
nitrogénio de piridina, e por isso € mais deficiente em elétrons. Ja o atomo de carbono
carbonilico Cg=0 ocupa a posi¢cao £ do anel de piridina. Esta maior deficiéncia no
atomo de carbono 5 se transfere ao carbono 7 por conjugacdo e permite um ataque

preferencial de nucledfilos a esta posicao (SHAIKH et alii, 1986).
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3.8. Estudos de RMN para a caulibugulona A.

No intuito de obter mais informagées a respeito da reacdo de formacdo de
caulibugulonas e analogos a partir de isoquinolino-5,8-dionas com ou sem substituintes
nas posigdes 6 e 7 foram realizados estudos de RMN da caulibugulona A [35]. A analise
do espectro de RMN 2D ['H e "*C-HMBC] (correlagao carbono-hidrogénio a longa
distancia) forneceu a correta posicdo (entre as duas possibilidades) dos grupos
aminicos nestas substancias. Os resultados estdo apresentados na Tabela 7 e nas
Figuras 28 e 29.

Tabela 7 — Correlagdes 'H-3C observadas no espectro de HMBC da caulibugulona A

[33]
Deslocamento (ppm) '"H Correlagdes >C Observadas Hidrogénio
9,21 C-2,C4,C-9 H1
9,01 C-1,C-3,C4 H2
7,93 C-2,C-5,C-9 H3
5,80 C-4, C-5,C-8 H6
2,95 C-7 Metila

Figura 27 - Estruturas da caulibugulona A [35] com hidrogénios e carbonos numerados.
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Figura 28 - Espectro de RMN 2D ['H e ">C-HMBC] da caulibugulona A [35].
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Figura 29 — Posicao correta dos grupos aminicos na caulibugulona A e analogos.
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3.9. Preparacao da caulibugulona D [38] e do analogo [46].

Para a obtengao da caulibugulona D [38] e do analogo [46], decidiu-se utilizar etanol
95% da mesma forma que descrito no item 3.6. As misturas reacionais permaneceram
sob agitacdo magnética por aproximadamente duas horas, sendo constantemente
monitoradas por meio de andlises cromatograficas em camada delgada. Apds duas
horas de agitagdo as misturas reacionais foram elaboradas e submetidas a processo
cromatografico em placa preparativa, utilizando-se como eluente diclorometano e
metanol (200:1). Obteve-se a caulibugulona D [38] (Rf= 0,3) em 20% de rendimento na
forma de um sdlido vermelho com faixa de fusdo observada entre 189 e 191 e o
analogo [46] (Rf= 0,4) em 55% de rendimento na forma de um sodlido vermelho com

faixa de fusdo observada entre 144 e 145 °C.

Para a identificagdo da caulibugulona D [38] e do analogo [46] foi utilizado o mesmo
processo de analise citado para a caulibugulona A [35]. Os respectivos espectros de
RMN de 'H encontram-se no Apéndice Figuras 14A e 15A.

Na Tabela 8 sdo mostrados os principais dados de RMN de 'H, para as isoquinolino-
5,8-dionas [38] e [46].

Figura 30 — Estruturas da caulibugulona D [38] e da isoquinolino-5,8-diona [46].



Tabela 8 — Principais dados de RMN 'H para as isoquinolino-5,8-dionas [38] e [46]

Substancia H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H-O

[38] 9,14 | 8,96 | 7,91 | 591 | 3,41 [ 3,79 | - |1,28

(s) | (d) | (d) [ (s) [ () | (B (s)

[46] 9,34 [ 9,05 7,90 | 7,65 | 7,26 | 7,29 | 7,45 | -
(s) | (d) | (d) | (s) | (d) | (dd) | (1)

Tabela 9 — Deslocamentos quimicos de 'H da caulibugulona D [38] sintética,

comparados com valores citados na literatura.

Sintética Literatura

H H o

1 9,14 9,17

2 8,96 (J = 5,2 Hz) 8,94 (J=4,2 Hz)
3 7,91 (J=5,4 Hz) 7,92 (J=5,0Hz)
4 5,91 5,86

5 3,41 (J=5,3 Hz) 3,35 (J=5,4 Hz)
6 3,79 (J = 5,3 Hz) 3,78 (J=5,4 Hz)

58

Os valores dos deslocamentos quimicos de RMN 'H da caulibugulona D [38] sintetizada

quando comparados com os registrados na literatura por Wipf e colaboradores (2004)

para a caulibugulona D natural isolada da Caulibugula intermis serviram para confirmar

a formacgao da substancia sintética.
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3.10. Preparacao da 6,7-dicloroisoquinolino-5,8-diona [32].

A partir da proposta de sintese do esquema 47 foram preparados o derivado clorado
[32] e analogos. Considerando que, neste trabalho, substéncias possuindo halogénios
na posicdo 6 ainda nao tinham sido preparados, decidiu-se sintetizar também o
composto [32], com o intuito de ampliar as possibilidades de sinteses de compostos

potencialmente anticancerigenos.

OMe O

Cl
N HCI, HNO,, 80-90 °C NZ
>
o)

A 20% X al

OMe (@]

[44] [32]

Esquema 51 - Sintese da isoquinolino-5,8-diona diclorada [32].

Para o preparo da isoquinolino-5,8-diona diclorada [32] foi adicionado acido nitrico
concentrado, bem lentamente, a uma solugcdo de isoquinolina dimetoxilada [44] em
acido cloridrico, sob agitacdo magnética e a temperatura de 80-90 °C. A mistura
reacional foi elaborada quando se verificou, através de cromatografia em camada
delgada, que o material de partida havia sido consumido. Com a elaboragao da reacéo,
seguida da separagdo por cromatografia em coluna de silica-gel usando-se como
eluente hexano e acetato de etila 1:1 (R~ 0,6), o produto diclorado [32] foi obtido com
rendimento de 20%, como um sélido amarelo com faixa de fusédo observada entre 179 e
181 °C.

A confirmacgéo estrutural da isoquinolino-5,8-diona [32] foi feita, inicialmente, pela
analise do seu espectro de massas. Na Tabela 10 estdo indicados os principais sinais

com os possiveis fragmentos idnicos.



Tabela 10 — Principais sinais do EM para a isoquinolino-5,8-diona diclorada [32].

ions (m/z) % do pico base Fragmento iénico
o) ‘|5r
Cl
N/
229 100
N cl
O
0 ‘| *
=
192 68 N
N Cl
O
+
N/
164 64 Cl
AN
O
=
136 45 N
AN
Cl
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O espectro de massas para a isoquinolino-5,8-diona diclorada [33] (Figura 16A,

Apéndice) confirmou sua estrutura, primeiramente, com a presenga de um pico a (M+4)

em m/z=231 além do pico (M+2) em m/z=229, devido a presenca de ions moleculares

contendo atomos dos is6topos mais pesados. O modo de fragmentagao da diclorada
[33] mostra um ion em m/z=192 devido a perda de HCI (M-36). Com a perda CO

forneceu o ion em m/z=164, que por sua vez perdeu novamente CO fornecendo o sinal

em m/z=136.
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A obtencdo da isoquinolino-5,8-diona diclorada [32] também foi evidenciada pela
analise do espectro de RMN-"H (Figura 17A, Apéndice), onde foi observada a auséncia
dos dupletos em 6= 7,07 e 7,14 referentes aos hidrogénios H4 e H5, e dos sinais das
metoxilas em 6= 3,94 e 3,97. Também foram observados um dupleto em 6= 8,02
(J= 4,5 Hz) para o hidrogénio H3; um dupleto em 6= 9,06 (J= 4,5 Hz) para o hidrogénio
H2 e um simpleto para o hidrogénio H1 em ¢ = 9,43, confirmando a estrutura do produto

desejado.

)
Cl

Cl
O

Figura 31 — Estruturas da isoquinolino-5,8-diona diclorada [32].

3.11. Isoquinolino-5,8-dionas derivadas da isoquinolino-5,8-diona diclorada [32].

A etapa seguinte, da sintese proposta no Esquema 47, consistiu na conversdo do
composto [32] nas alquilisoquinolino-5,8-dionas [37], [47] e [48], bem como nas
arilisoquinolino-5,8-dionas [33], [49], [50], [51] e [52] (Figura 13) com o intuito de
investigar a necessidade de grupos alifaticos ou aromaticos para a atividade
anticancerigena em isoquinolino-5,8-diona contendo cloro.

0 ‘ ‘
N7 “ N7 "R
—
N cl N e
[32] [37] R=metila (65%)

[47] R=butila (75%)
[48] R = t-butila (60%)

Esquema 52 - Esquema geral da sintese das alquilisoquinolino-5,8-dionas cloradas.
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3.12. Preparagao das alquilisoquinolino-5,8-dionas [37], [47] e [48].

Para obteng¢do das alquilisoquinolino-5,8-dionas, mostradas no Esquema 52, decidiu-se

utilizar metodologia descrita por Ryu e colaboradores (1999).

As misturas reacionais, contendo a isoquinolinadiona diclorada [32], etanol 95% e a
metilamina ou a butilamina ou a t-butilamina, de aspecto amarelado, permaneceram
sob agitagdo magnética por aproximadamente uma hora, sob refluxo. As misturas foram
constantemente monitoradas por meio de analises cromatograficas em camada
delgada. Apds este intervalo de tempo, as misturas reacionais foram elaboradas e

submetidas a processo cromatografico de separagao.

A primeira alquilisoquinolino-5,8-diona clorada sintetizada foi a caulibugulona C [37],
cujo indicio da sua formacao se deu pelo aparecimento de um ponto que absorve luz
UV, em CCD, apresentando valor de R maior que o da dicloroisoquinolino-5,8-diona
[32]. Apos a elaboracdo da mistura reacional, seguida da separagao por cromatografia
preparativa, utilizando-se como eluente DCM e metanol (200:1, R+~ 0,3) foi obtida como
um solido vermelho tendo como rendimento 65% com faixa de fusao observada entre
219 e 220 °C.

? M
1
N/ N\
2
3 Cl
0]

Figura 32 — Estrutura da isoquinolino-5,8-diona [37].

A obtengao da caulibugulona C [37] foi evidenciada pela analise de seu espectro de
RMN de 'H (Figura 18A, Apéndice), com o sinal do hidrogénio H1 em & 9,35 sob a
forma de um simpleto, o hidrogénio H2 em 6 9,09 (J = 4,9 Hz) sob a forma de um

dupleto, o hidrogénio H3 em & 8,04 (J = 4,9 Hz) sob a forma de um dupleto e a metila
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em o 3,52 apareceu sob a forma de um simpleto. E, finalmente, o hidrogénio ligado ao

atomo de nitrogénio em 4 6,30 apareceu sob a forma de um simpleto alargado.

Os valores dos deslocamentos quimicos de RMN 'H da caulibugulona C [37] sintetizada
quando comparados com os registrados na literatura por Wipf e colaboradores (2004)
para a caulibugulona C natural isolada da Caulibugula intermis serviram para confirmar

a formagéo da substancia sintética (Tabela 11).

Tabela 11 — Deslocamentos quimicos de 'H da caulibugulona C [37] sintética,
comparados com valores citados na literatura.

Sintética Literatura
H H o
1 9,35 9,35
2 9,09 (J=4,9 Hz) 9,01 (J=5,0Hz)
3 8,04 (J=4,9 Hz) 7,98 (J=5,0 Hz)
Metila 3,52 3,38

Para a identificacdo das isoquinolino-5,8-dionas [47] e [48] foi utilizado o mesmo
processo de analise citado para a isoquinolino-5,8-diona [37]. Os respectivos espectros
de RMN de 'H encontram-se no Apéndice (Figuras 19A e 20A).

Na Tabela 12 sdo mostrados os principais dados de RMN de 'H, para as isoquinolino-
5,8-dionas [47] e [48].

O H O H
1 ll\l 5 7 1 Il\l
N7 Y W ¢
2 2
5 Cl 3 Cl
(0] 0]

[47] [48]
Figura 33 — Estruturas das isoquinolino-5,8-dionas [47] e [48].
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Tabela 12 - Principais dados de RMN "H para as isoquinolino-5,8-dionas [47] e [48]

Subst. HA1 H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H-N

[47] 924|899 (794|387 168]143]0,96 6,20
() | (d) | (d) | (m) | (m) | (m) | () | (5)
[48] [890(885[783[128] - - -

(d) [(dd) | (d) | (s)

3.13. Preparagao das Arilisoquinolino-5,8-dionas [33], [49], [50], [51] e [52].

Considerando que, neste trabalho, substancias possuindo grupos aromaticos ligados ao
nitrogénio na posi¢ao 7 ainda nao tinham sido preparadas, decidiu-se sintetizar também
as substancias [33], [49], [50], [51] e [52], com o intuito de ampliar as possibilidades de

sinteses de substancias com atividade anticancerigena.

C‘D o] ‘ R,
Cl
N NZ~ N
—_
AN
o X o R,
o o)
[32] [33] R =H,R =H (75%)
[49] R =Br,R =H  (55%)
[50] R =H,R =Br  (60%)
[51] R =OMe, R =H (68%)
[52] R =OEt,R =H (73%)

Esquema 53 - Esquema geral da sintese das arilisoquinolino-5,8-dionas.

A partir da isoquinolino-5,8-diona diclorada [32] foi submetida a reagdes de substituicao
de cloro por arilaminas, na presenca de etanol. Para isso, foram dissolvidas em etanol
95%, e, sob agitacdo magnética e temperatura ambiente (25 °C), adicionaram-se as
arilaminas. As misturas de coloragdo amareladas permaneceram reagindo por um
periodo aproximado de uma hora. Apds este periodo, as misturas reagentes foram

elaboradas e submetidas a purificagao por cromatografia em coluna de silica-gel.
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A primeira arilisoquinolino-5,8-diona sintetizada foi a [33], cujo indicio da sua formacéao
se deu pelo aparecimento de um ponto que absorve luz UV, em CCD, apresentando
valor de Rf maior que o da isoquinolino-5,8-diona [32]. Apds a elaboragdo da mistura
reacional, seguida da separagéo por cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando-
se como eluente diclorometano e metanol (200:1, R¢=0,3), foi obtida a arilisoquinolino-
5,8-diona [33] em 75% de rendimento como um solido vermelho com faixa de fusao
observada entre 299 e 300 °C.

A obtencao da arilisoquinolino-5,8-diona [33] foi evidenciada, inicialmente, pela analise
do espectro de massas (Figura 21A, Apéndice) que apresentou o pico referente ao ion
molecular em m/z=284 (70%). O espectro de massas apresentou ainda um pico em
m/z=286 mostrando a presenga de cloro (M+2) com aproximadamente um terco da
intensidade do pico do ion molecular, confirmando a presenca de ions moleculares
contendo o is6topo mais pesado. A perda de HCI (M-36) forneceu o ion em m/z=249. O
espectro apresentou um sinal em m/z=77 caracteristico de anel aromatico. Na Tabela

13 estdo indicados os principais sinais com os possiveis fragmentos iGnicos.

Tabela 13 — Principais sinais do EM para a isoquinolino-5,8-diona clorada [33].

ion (m/z) % do pico base Fragmento idnico

o H 3
N
=z
284 70 N \©
N cl
o

o H
N
Z
XN +
O
+
77 83
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No espectro de RMN de 'H (Figura 22A, Apéndice) o sinal dos hidrogénios H1
(6= 9,33) apareceu sob a forma de um simpleto e os hidrogénios H2 e H3 em 6= 9,07
(J= 5,0 Hz) e 7,99 (J= 5,0 Hz), respectivamente, apareceram sob a forma de dois
dupletos. Os hidrogénios aromaticos apareceram sob a forma de dupleto em 6=7,10
(J= 7,6 Hz) (H4 e H8); de um multipleto em 7,26 (H5 e H7) e de um multipleto em 7,38
(H6), ndo observados no material de partida e ainda um simpleto em &= 7,78 referente
ao NH.

© H
1 4
N7 N\Os
2 8 6
N
3 Cl 7

Figura 34 — Estrutura da isoquinolino-5,8-diona [33].

Para a identificagao das arilisoquinolino-5,8-dionas [49], [50], [51] e [52] foi utilizado o
mesmo processo de analise citado para a substancia [33]. Os respectivos espectros de

IV, RMN de "H e massas, encontram-se no Apéndice (Figuras de 23A a 26A).

A obtencéo da arilisoquinolino-5,8-diona [49] foi evidenciada pela analise do espectro
no IV (Figura 23A, Apéndice), em que se verificaram o aparecimento do sinal em
3.248 cm™ atribuido & deformac&o axial de C-H de aromatico e pelo sinal em 1.593 cm™
e em 1561 cm™, referentes ao estiramento da ligacdo C=C. A presenga da carbonila

cetdnica de quinona na molécula do produto foi caracterizada pelo sinal em 1.686 cm™.

| Br

NZ N

X cl
0
[49]

Figura 35 — Estrutura da isoquinolino-5,8-diona [49].



Na Tabela 14 sdo mostrados os principais dados de RMN de H para
arilisoquinolino-5,8-dionas [50] e [51].

OMe

(0]
4 1
\©i g |
2 X 5
7 7
| 6 Br 3 . Cl 6
(0]

[51]

Z—T

Figura 36 — Estruturas das isoquinolino-5,8-dionas [50] e [51] com os hidrogénios
numerados.
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Tabela 14 - Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) para as arilisoquinolino-5,8-dionas

[39], [40] e [41].

Subst. H1 H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H-N | MeO

[50] 929 (9,02(797|745|695(695|745|775| -
() | (d) | (d) | (d) | (d) | (d) | (d)
[511 [932[9,05(799|7,02692(697 (724|767 3,84
() | (d) | (d) | () |(dd) | (dd)]| () (s)

* A multiplicidade do sinal n&o ficou bem definida.

Na analise dos dados de RMN de 'H, mostrados na Tabela 14 verificou-se que

(ON]

sinais de hidrogénios na regido de 6= 6,97 a 7,45 confirmaram a presenga dos anéis

aromaticos nas arilisoquinolino-5,8-dionas [50] e [51].

A confirmagédo da metoxila em C1%, na arilisoquinolino-5,8-diona [51] (Figura 37), foi

evidenciada através da observacdo de um sinal em 6= 3,84, sob a forma de um

simpleto para trés hidrogénios, como pode ser observado no espectro de RMN de
(Figura 25A, Apéndice).

II-I OMe
1
N7 N 4
2 5
3 Cl
O

[51]

H

Figura 37 — Estrutura da isoquinolino-5,8-diona [51] com os hidrogénios numerados.
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A confirmacado da etoxila na arilisoquinolino-5,8-diona [52] se deu pela analise de seu
espectro de massas onde se verificou, primeiramente, a presenga do ion molecular em
m/z=328. A confirmagado da presenca da etoxila se deu pelo pico em m/z=264 (100%)
referente ao sinal do ion molecular menos o cloreto de etila, como pode ser verificado
na tabela a seguir e na Figura 26A (Apéndice). Na Tabela 15 estdo indicados os

principais sinais com os possiveis fragmentos idnicos.

I|-| OEt
1
N7 N 4
2 5
3 Cl 5
(@]
[52]

Figura 38 — Estrutura da isoquinolino-5,8-diona [52] com os hidrogénios numerados.

Tabela 15 — Principais sinais do EM para a arilisoquinolino-5,8-diona [52].

fon (m/2) % do pico base Fragmento idnico

OCH,CH; |+

o
N
7
328 87,9 N \©
X cl
O
0O Il-l o*
N
264 =
100 N
N
O
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Na primeira etapa deste trabalho, foram sintetizadas as caulibugulonas A [35], C [37] e
D [38], ja conhecidas na literatura (WIPF et alii, 2004) e os analogos [46], [32], [33], [47],

[48], [49], [50], [51] e [52], conforme mostrado na figura a seguir:

H
|

o H o H o)
N N\ N Non N
XN X XN

) @) o)

[35] [38] [46]

O O II-I O
\ cl N cl N

O (@] O

[32] [33] [37]

O II-I o) ||-| O
XN cl N cl XN

O e) O

[47] [48] [49]

(@] . O II-I OMe O
\ Cl Br X Cl \

(@] 0] (@]

[50] [51] [52]

Figura 39 — Caulibugulonas A [35], C [37], D [38] e analogos sintetizados.

Na segunda etapa, foram realizados testes com células cancerigenas - U937 (leucemia

humana, linhagem monocitica), MOLT4 (leucemia humana, linhagem linfocitica),

COLO205 (cancer de colon humano, linhagem epitelidide) e H460 (cancer pulmonar

humano, linhagem epiteliéide) com as substancias sintetizadas em varias dosagens

(0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 ug-mL™"), sendo avaliada a taxa de apoptose por microscopia

de fluorescéncia e avaliagao da taxa metabdlica por espectrofotometria.
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4.1. Instrumentos para caracterizagao das substancias sintetizadas

Como mencionado anteriormente, para devida caracterizagdo dos compostos
sintetizados foram utilizadas as seguintes técnicas: (i) Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), (ii) Espectroscopia no infravermelho (V) e (iii)
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de Hidrogénio-1 ('H),
Carbono-13 (**C) e HVBC.

Todos os solventes utilizados nas reagdes e separagdes foram de grau técnico, tendo
sido previamente tratados como é indicado por Perrin e Armarego (1988). Os solventes
foram evaporados em um evaporador rotatério FISATOM, operando a pressao

reduzida.

(i) As analises de CG-EM dos compostos foram feitas em um cromatografo gasoso
acoplado a um espectrdmetro de massas SHIMADZU modelo QP5050A (LCQUI-UENF)

utilizando-se um método com as seguintes especificagoes:

- Coluna: DB-5, 30 metros, DI 0,25 mm.
- Gas de arraste: Hélio.
- Temperatura do injetor: 280 C.
- Programa de temperatura para a coluna:
* Temperatura inicial: 50 ‘C (1 min).
* Temperatura final: 280 "C (7 min).
* Gradiente de temperatura: 15 C/min (12 min).
- Temperatura do detector: 280 C.
- Programa de presséo:
* Pressao inicial: 111 kPa (1 min).
* Pressao final: 194 kPa (7 min).
* Gradiente de Pressé&o: 15 kPa/min (12 min).
* lonizagao por impacto eletronico (IE) 70 eV.

* Obteng¢ao do cromatograma de ions totais (TIC)
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(ii) Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho foram obtidos em um
espectrometro SHIMADZU, modelo FTIR 8300 (LCQUI-UENF). As amostras solidas
foram analisadas em pastilha de KBr, ja as amostras liquidas foram analisadas na
forma de filme entre pastilhas de NaCl.

(iii) Os espectros de RMN foram obtidos nas frequéncias de 400 MHz e 100 MHz para
em um espectrometro JEOL Eclipse + 400 (LCQUI-UENF) e 500 MHz e 125,7 MHz em
um espectrémetro Varian — INOVA 500 (IQ-UNICAMP), para 'H e 3C, respectivamente,

utilizando como solvente cloroférmio ou metanol deuterados.
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5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1. Preparagao da N-2,5-dimetoxibenziliden-N-2,2-dimetoxietilamina [42]

OMe
=
MeQO N
MeO OMe
[42]

Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (100 mL) amino dimetilacetal (1 mmol;
105 mg; 0,109 mL) e 2,5-dimetoxibenzaldeido (1 mmol, 166,2 mg) em tolueno (30 mL) e
manteve-se a solugao sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 3 horas. Em
seguida, a mistura foi refluxada e a agua gerada coletada em tubo Dean-Stark. A
mistura permaneceu sob refluxo por 8 horas. Apdés o término da reagao, o solvente
(tolueno) foi sendo retirado aos poucos através do Dean-Stark até quase a secura. A
total retirada do tolueno foi realizada em bomba de vacuo. A imina [42] foi isolada por
coluna cromatografica de silica-gel, tendo como eluente hexano e acetato de etila

(2:1, Rf= 0,6) e obtida como um déleo alaranjado com 95% de rendimento.

5.2. Preparagao da N-[2,2-dimetoxietil]-N-[2,5-dimetoxibenzilJamina [43]

OMe
H\
MeQ N
MeO OMe
[43]

Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (50 mL) a imina [42] (400 mg; 1,58 mmol)
e metanol (20 mL). Em seguida, adicionou-se boroidreto de sdédio (57 mg; 1,5 mmol),
sob agitagdo magnética, banho de gelo e atmosfera de nitrogénio. A solugao

permaneceu sob agitagdo por 2 horas. Apos este intervalo de tempo, evaporou-se o
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metanol em evaporador rotativo, adicionaram-se agua destilada (10 mL) e solugao
saturada de hidrogenocarbonato de sédio. Em seguida, extraiu-se o produto com
diclorometano (DCM, 5x20 mL). Os extratos reunidos foram secos sobre MgSO4 e
concentrados sob pressao reduzida. A amina [43] foi isolada por coluna cromatografica
de silica-gel, tendo como eluente hexano e acetato de etila (1:2, Rf= 0,4) e obtida como

um 6leo amarelo com rendimento de 100%.

5.3. Preparacgéao da 5,8-dimetoxiisoquinolina [44]

OMe
N7
X
OMe
[44]

Colocou-se em um baldo de fundo redondo (50 mL) a amina [43] (255 mg; 1,0 mmol) e
adicionou-se acido trifluoroacético (20 mL) sob agitagcdo magnética, banho de gelo e
atmosfera de nitrogénio. A solugéao foi aquecida a 50 °C por 2 horas. Apos este intervalo
de tempo, evaporou-se o acido trifluoroacético em evaporador rotativo, adicionou-se
DCM (5 mL) e carbonato de sddio sélido até pH ligeiramente basico. Em seguida,
secou-se sobre MgSO, anidro e concentrou-se sob pressao reduzida. A isoquinolina
[44] foi isolada por coluna cromatografica de silica-gel, tendo como eluente hexano e

acetato de etila (3:1, R= 0,4) e obtida como um éleo amarelo com rendimento de 68%.
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5.4. Preparagao da isoquinolino-5,8-diona [45]

O
N/
N
@)
[45]

Colocaram-se em um baldao de fundo redondo (50 mL) isoquinolina [44] (100 mg;
0,53 mmol), acetonitrila (12 mL) e sob agitacdo magnética e banho de gelo (0 °C).
Adicionou-se, entdo, nitrato de cério amoniacal (1161,76 mg; 2,12 mmol) dissolvido em
agua destilada (5 mL). A solugdo permaneceu sob agitagdo por 1 hora a 0 °C. Apds
este intervalo de tempo adicionou-se agua destilada (40 mL) e extraiu-se com DCM
(4x50 mL). Adicionou-se novamente agua destilada (20 mL), separaram-se as fases e
secou-se a fase organica sobre MgSO4 anidro concentrando-a sob presséo reduzida. A
isoquinolinodiona [45] foi isolada por coluna cromatografica de silica-gel, tendo como
eluente hexano e acetato de etila (2:1, Rf= 0,3) e obtida como um sélido amarelo
(PF=136-137 °C) em 65% de rendimento.

5.5. Preparacao da caulibugulona A [35]

o o
N7 N\
AN
O
[35]

Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona [45]
(120 mg; 0,754 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitacdo magnética, adicionou-se
metilamina 40% (0,026 mL; 0,754 mmol). A solu¢cdo permaneceu sob agitacdo
magnética e refluxo por 2 horas. Apos este intervalo de tempo retirou-se todo o metanol
em evaporador rotativo. A caulibugulona A [35] foi isolada por placa preparativa tendo
como eluente DCM e metanol (200:1, R= 0,4) e obtida como um solido vermelho
(PF=228-230 °C) em 45% de rendimento.
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5.6. Preparacao da caulibugulona D [38]

QM
N
N " 0H
X
o)
[38]

Colocaram-se em um baldao de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona [45]
(206,9 mg; 1,3 mmol), etanol 95% (15 mL) e sob agitagdo magnética, adicionou-se
etanolamina (79,3 mg; 1,3 mmol). A solugdo permaneceu sob agitagdo magnética e
temperatura ambiente por 2 horas. Apds este intervalo de tempo retirou-se todo o
metanol em evaporador rotativo. A caulibugulona D [38] foi isolada por placa
preparativa, tendo como eluente DCM e metanol (200:1, Rf= 0,3) e obtida como um
solido vermelho (PF= 228-230 °C) com rendimento de 20%.

5.7. Preparagao da 7-(N-fenilamino)isoquinolino-5,8-diona [46]

o o
N7 N
SORS
O
[46]

Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona [45]
(180 mg; 1,13 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitacdo magnética, adicionou-se
anilina (0,13 mL; 1,13 mmol). A solugdo permaneceu sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente por 2 horas. Apos este intervalo de tempo, retirou-se todo o
metanol em evaporador rotativo. A arilaminoisoquinolinodiona [46] foi isolada por placa
preparativa tendo como eluente DCM e metanol (200:1, Rf= 0,4) e obtida como um
solido vermelho (PF= 316-318 °C) em 55% de rendimento.
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5.8. Preparacao da 6,7-dicloroisoquinolino-5,8-diona [32]

0
7 cl
N cl
o
[32]

Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (25 mL) 5,8-dimetoxiisoquinolina [44]
(300 mg; 1,6 mmol), acido cloridrico concentrado (10 mL) e sob agitagdo magnética, a
temperatura de 80-90 °C, adicionou-se, bem lentamente, acido nitrico concentrado
(1 mL). Em seguida, adicionou-se agua destilada (200 mL), e extraiu-se com éter etilico
(6x100 mL). Adicionou-se novamente agua destilada (20 mL), secou-se a fase organica
sobre MgSO4 anidro e concentrou-se sob presséo reduzida. A isoquinolina diclorada
[32] foi isolada por coluna cromatografica de silica-gel, tendo como eluente hexano e
acetato de etila (1:1, Rf= 0,6) e obtida como um sdélido amarelo (PF= 179-181 °C) em

20% de rendimento.

5.9. Preparagao da 6-cloro-7-(N-metilamino)isoquinolino-5,8-diona [37]

0
N/ N\
N cl
O
[37]

Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona diclorada
[32] (110 mg; 0,48 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitagdo magnética, adicionou-se
metilamina 40% (0,016 mL; 0,48 mmol). A solugéo permaneceu sob agitacdo magnética
e refluxo por 1 hora. Apds este intervalo de tempo retirou-se todo o metanol em
evaporador rotativo. A aminoisoquinolinodiona [37] foi isolada por placa preparativa,
tendo como eluente DCM e metanol (200:1, Rf= 0,3) e obtida como um sélido vermelho
(PF=219-220 °C) com rendimento de 65%.
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5.10. Preparagao da 6-cloro-7-(N-butilamino)isoquinolino-5,8-diona [47]

o H
N/ N\/\/
N Cl
O
[47]

Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona diclorada
[32] (60 mg; 0,26 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitagdo magnética, adicionou-se
butilamina (0,03 mL; 0,26 mmol). A solucdo permaneceu sob agitacdo magnética e
refluxo por 1 hora. Apos este intervalo de tempo, retirou-se todo o metanol em
evaporador rotativo. A aminoisoquinolinodiona [47] foi isolada por placa preparativa,
tendo como eluente DCM e metanol (200:1; Rf= 0,45) e obtida como um sdlido
alaranjado (PF= 207-209 °C) em 75% de rendimento.

5.11. Preparacgao da 6-cloro-7-(N-terc-butilamino)isoquinolino-5,8-diona [48]

o M
N7 N7<
X cl
o)
[48]

Colocaram-se em um balédo de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona diclorada
[32] (60 mg; 0,26 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitagdo magnética, adicionou-se
t-butilamina (0,03 mL; 0,26 mmol). A solugdo permaneceu sob agitacdo magnética e
refluxo por 1 hora. Apds este intervalo de tempo, retirou-se todo o metanol em
evaporador rotativo. A aminoisoquinolinodiona [48] foi isolada por placa preparativa
tendo como eluente DCM e metanol (200:1; Rf= 0,45) e obtida como um sdlido
alaranjado (PF= 189-191 °C) tendo como rendimento 60%.
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5.12. Preparacao da 6-cloro-7-(N-fenilamino)isoquinolino-5,8-diona [33]

QK
N Cl

O

[33]

Colocaram-se em um bal&do de fundo redondo (25 mL) isoquionolina-5,8-diona diclorada
[32] (110 mg; 0,48 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitagdo magnética, adicionou-se
anilina (0,5 mL; 0,48 mmol). A solugdo permaneceu sob agitagdo magnética e
temperatura ambiente por 2 horas. Apds este intervalo de tempo, retirou-se todo o
metanol em evaporador rotativo. A arilaminoisoquinolinodiona [33] foi isolada por placa
preparativa, tendo como eluente DCM e metanol (200:1, Rf= 0,3) e obtida como um
solido vermelho (PF= 299-300 °C) com 75% de rendimento.

5.13. Preparagao da 6-cloro-7-(N-2-bromofenilamino)isoquinolino-5,8-diona [49]

| Br

N7 N

N cl

O

[49]
Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona diclorada
[32] (80 mg; 0,35 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitagdo magnética, adicionou-se
2-bromoanilina (60,17 mg; 0,15 mmol). A solugdo permaneceu sob agitacdo magnética
e temperatura ambiente por 3 horas. Apds este intervalo de tempo retirou-se todo o
metanol em evaporador rotativo. A arilaminoisoquinolinodiona [49] foi isolada por placa
preparativa, tendo como eluente DCM e acetato de etila (3:1, Rf= 0,5) e obtida como um
solido vermelho (PF= 264-267 °C) com rendimento de 55%.
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5.14. Preparagao da 6-cloro-7-(N-4-bromofenilamino)isoquinolino-5,8-diona [50]

o H

N cl Br
0
[50]

Colocaram-se em um balédo de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona diclorada
[32] (120 mg; 0,52 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitacdo magnética, adicionou-se
4-bromoanilina (89,4 mg; 0,52 mmol). A solu¢gdo permaneceu sob agitagdo magnética e
temperatura ambiente por 3 horas. Apds este intervalo de tempo retirou-se todo o
metanol em evaporador rotativo. A arilaminoisoquinolinodiona [50] foi isolada por placa
preparativa, tendo como eluente DCM e acetato de etila (2:1, Rf= 0,6) e obtida como um
solido vermelho (PF= 300-301 °C) com rendimento de 60%.

5.15. Preparagao da 6-cloro-7-(N-2-metoxifenilamino)isoquinolino-5,8-diona [51]

O Il-l OMe
N7 N
X cl

O

[51]

Colocaram-se em um baldo de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona diclorada
[32] (70 mg; 0,30 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitagdo magnética, adicionou-se
2-metoxianilina (36,9 mg; 0,30 mmol). A solugéo permaneceu sob agitagdo magnética e
refluxo 1 hora. Apds este intervalo de tempo retirou-se todo o metanol em evaporador
rotativo. A arilaminoisoquinolinodiona [51] foi isolada por placa preparativa, tendo como
eluente hexano e acetato de etila (3:1, Rf= 0,5) e obtida como um sdlido vermelho
(PF=311-312 °C) com rendimento de 68%.
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5.16. Preparacgao da 6-cloro-7-(N-2-etoxifenilamino)isoquinolino-5,8-diona [52]

| OEt

N N

N cl

O

[52]
Colocaram-se em um bal&do de fundo redondo (25 mL) isoquinolino-5,8-diona diclorada
[32] (85 mg; 0,37 mmol), etanol 95% (10 mL) e sob agitagcdo magnética, adicionou-se
2-etoxianilina (0,4 mL; 0,37 mmol). A solugdo permaneceu sob agitagdo magnética e
refluxo por 1 hora. Apos este intervalo de tempo, retirou-se todo o metanol em
evaporador rotativo. A arilaminoisoquinolinodiona [52] foi isolada por placa preparativa,
tendo como eluente hexano e acetato de etila (4:1, Rf= 0,4) e obtida como um sdlido
vermelho (PF= 395-397 °C) com rendimento de 73%.
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CAPITULO 2

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTICANCERIGENA DE
CAULIBUGULONAS E ANALOGOS

1. INTRODUGAO

Segundo Oliveira e colaboradores (2001), o cancer € uma doenga que consiste num
descontrole no crescimento celular, causada por mutagdes no DNA que bloqueiam as
‘instrucbes normais” que comandam a vida, resultando em crescimento celular
desordenado. De qualquer modo, com divisbes sucessivas, as células cancerigenas
perdem cada vez mais o seu controle. O cancer progressivamente resulta em uma
diferenciacédo do tumor devido um rapido crescimento, onde a malignidade das células
€ sinalizada por genes mutados, que ora perderam sua funcéo, ora tiveram um ganho

de fungéo, acelerando assim, a replicacao.

O cancer é responsavel por mais de 12% de todas as causas de 6bito no mundo: mais
de 7 milhdes de pessoas morrem da doenca anualmente. Como a expectativa de vida
tem melhorado gradativamente, a incidéncia de cancer esta em 11 milhdes de casos
novos, estimativa de 2002, alcangando quase 20 milhdes em 2020 segundo a Unido
Internacional Contra o Cancer (UICC) (BRASIL, 2007).

No importante setor de combate ao cancer, os produtos quimicos constituem uma fonte
permanente de trabalhos de pesquisa em razdo do progresso alcangado pela quimica
que constantemente esta oferecendo novas substancias para serem testadas. No
entanto, poucos chegam a ser comercializados, pois mostram deficiéncia em uma ou
outra propriedade que os caracterizam. A primeira delas em importéancia é a toxicidade,

seguida da seletividade, do baixo custo e da formulagédo conveniente para a aplicagao.



82

Para o estudo de compostos antitumorais a inducdo de apoptose é o tipo de morte
celular mais apropriada, por ndo promover a liberacdo de moléculas intracelulares e
mediadores pro-inflamatorios, evitando processos inflamatérios indesejaveis advindos
da necrose. A premissa deste sucesso parte do principio de que a grande maioria das
células tumorais apresenta danos em seu DNA que as tornam mais sensiveis a agentes
externos como a radioterapia e a quimioterapia. Na radioterapia um feixe de radiagao
ionizante € regulado para incidir sobre uma regido pré-estabelecida em que se
encontram as células cancerigenas. A quantidade de radiagdo a ser empregada
depende do tipo tumoral e do tecido em que ira incidir, pois as células do organismo
apresentam sensibilidades diferentes a radiacdo. O sucesso desta terapia € obtido

quando todas as células tumorais sédo erradicadas (VERMEULEN et alii, 2003).

A radioterapia pode ser utilizada também como suporte a quimioterapia ou a cirurgia
para remogao da massa tumoral. O principio de agcédo da radioterapia parte de que as
ondas eletromagnéticas com grande quantidade de energia aplicadas aos tecidos
promovem a ionizagao de moléculas intracelulares como a agua e as cadeias de DNA.
Um importante efeito da radiagéo, de relevancia clinica para a radioterapia, € a indugao
da morte celular por faléncia reprodutiva ou morte clonogénica, que se caracteriza pela
perda da capacidade de divisdo celular. Neste caso, a célula irradiada permanece
morfologicamente integra, por vez conseguindo até processar algumas divisdes, mas
perde a capacidade de dividirem-se inUmeras vezes ao longo da vida. Considerando o
ciclo celular, a fase de divisdo celular ou mitose (M), € extremamente sensivel a
radiagao, pois existe grande possibilidade de que os danos provocados pela radiag&o
figuem permanentemente no DNA, provocando aberragdes cromossdmicas e morte
celular. Quando os danos sofridos pelo DNA séo percebidos e o sistema de reparo ndo
0s consegue recuperar € deflagrado um sinal de morte celular que culmina na célula em

apoptose pela ativagao de caspases (ABE et alii, 1995).

O primeiro quimioterapico antineoplasico foi desenvolvido a partir do gas mostarda (1),
usado nas duas Guerras Mundiais como arma quimica. Apos a exposig¢ao de soldados

a este agente observou-se que eles desenvolveram hipoplasia medular e linféide, o que
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levou ao seu uso no tratamento dos linfomas malignos. A partir da publicacdo, em 1946,
dos estudos clinicos feitos com o gas mostarda, e das observagdes sobre os efeitos do
acido fdlico (Il) em criangas com leucemias, verificou-se um avango crescente no

combate ao cancer (LEEN et alii, 2005 e MAKIN & HICKMAN, 2000).
OH
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Figura 1 — Estruturas do gas mostarda () e do acido félico (ll).

O conhecimento acerca do funcionamento das estruturas celulares abriu o leque de
opcoes a serem exploradas para a busca de novas drogas antineoplasicas. Os agentes
utilizados atualmente no tratamento do cancer afetam diretamente o DNA celular,
promovendo danos tanto as células normais como as neoplasicas. Porém eles
acarretam maior dano as células malignas do que as dos tecidos normais, devido as
diferencas quantitativas entre os processos metabdlicos dessas duas populagdes
celulares e ao ciclo de divisbes celulares. Por este motivo a quimioterapia obtém
sucesso no tratamento do cancer. A maioria das drogas utilizadas na quimioterapia
antineoplasica interfere de algum modo nesse mecanismo celular, e a melhor
compreensao do ciclo celular normal levou a defini¢do clara dos mecanismos de acao
da maioria das drogas (LEEN et alii, 2005 e MAKIN & HICKMAN, 2000).

Os agentes antineoplasicos mais empregados no tratamento do cancer incluem os
alquilantes polifuncionais, os antimetabdlitos, os antibidticos antitumorais, os inibidores
mitéticos e outros. Novas drogas estdo sendo permanentemente isoladas e aplicadas
experimentalmente em modelos animais antes de serem usadas no homem (BRUCE &
LIN, 1969).

Os compostos alquilantes sdo compostos capazes de substituir em outra molécula um

atomo de hidrogénio por um radical alquil. Eles se ligam ao DNA de modo a impedir a
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separacdo dos dois filamentos do DNA na dupla hélice espiralar, fenbmeno este
indispensavel para a replicagcdo. Os alquilantes afetam as células em todas as fases do
ciclo celular de modo inespecifico. Apesar de efetivos como agentes isolados para
inimeras formas de cancer, eles raramente produzem efeito clinico 6timo sem a
combinagdo com outros agentes fase-especificos do ciclo celular (OLIVEIRA & ALVES,
2002).

Segundo Oliveira e Alves (2002), os antimetabdlitos afetam as células inibindo a
biossintese dos componentes essenciais do DNA e do RNA. Deste modo, impedem a
multiplicac&o e fungdo normais da célula. Esta inibicdo da biossintese pode ser dirigida
as purinas e a outras etapas da sintese de acidos nucléicos. Estas drogas sao
particularmente ativas contra células que se encontram na fase de sintese do ciclo
celular (fase S). A duracdo da vida das células tumorais suscetiveis determina a média
de destruicdo destas células, as quais sao impedidas de entrar em mitose pela agao

dos agentes metabdlicos que atuam na fase S.

Os antibidticos antitumorais s&o um grupo de substancias com estrutura quimica
variada que, embora interajam com o DNA e inibam a sintese deste acido ou de
proteinas, ndo atuam especificamente sobre uma determinada fase do ciclo celular.
Apesar de apresentarem tal variagdo possuem em comum anéis insaturados e podem
apresentar outro grupo funcional que lhes acrescentam novos mecanismos de agéo,
como alquilacdo, inibicdo enzimatica ou inibicdo da fungdo do DNA por intercalacao.
Como todos os quimioterapicos, os antibiéticos atuam tanto sobre as células normais
como sobre as malignas. Por isso, também apresentam efeitos colaterais indesejaveis
(BRUCE & LIN, 1969).

Na busca para minimizar os danos provocados ao material genético e os efeitos
colaterais que os farmacos antineoplasicos de rotina promovem, diversas linhas de
pesquisas baseadas, principalmente nas vias de apoptose, buscam em moléculas
indutoras de tal morte celular protétipos que possam ser aprimorados para 0 uso em

rotina de tratamento contra o cancer (MARSIK et alii, 2005).
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez escolhida a melhor formulagédo para ser utilizada nos ensaios, as
caulibugulonas e analogos (Figura 2), sintetizadas no capitulo 1, apds pesagem, foram
diluidos em 100 uL de dimetilsulféxido e, entdo, iniciada a avaliacdo da atividade

anticancerigena.
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Figura 2 — Isoquinolino-5,8-dionas utilizadas na avaliagéo da atividade anticancerigena.
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2.1. Ensaios de Viabilidade Celular, Morte Celular por Necrose e Morte Celular por

Apoptose.

Segundo Anazetti e Melo (2007), o termo apoptose descreve um processo ativo de
colapso celular que difere morfologicamente da morte por necrose. E um tipo de morte
celular que ocorre durante varias situagdes fisioldgicas e patoldgicas, constituindo um
mecanismo de remoc¢ao de células lesadas e de renovacao celular e tecidual. A morte
celular por apoptose € um fendmeno complexo caracterizado por alteracdo de
permeabilidade de membranas, condensacdo da cromatina, encolhimento celular,
formacéo de corpos apoptéticos sem desintegragcado de organelas, sendo que a morte e
proliferacao celular estdo intimamente conectadas. A necrose € caracterizada pela
perda de integridade de membrana plasmatica, floculagdo da cromatina, inchaco
seguido de lise celular com extravasamento do conteudo intracelular e desintegragao

de organelas.

A morte celular programada participa de varios processos fisiolégicos vitais, como o
desenvolvimento embrionario, a involugdo da glandula mamaria apdés o periodo de
amamentagcdo, o controle da proliferagdo de tumores e a regulacdo de populagdes
celulares do sistema imune. Alteragées nos genes responsaveis pelo desencadeamento
do processo apoptético podem ocasionar diversas patologias. Por ser indispensavel a
vida, a morte das células deve seguir um programa meticuloso. Qualquer disturbio em
sua regulagao, ou seja, tanto o excesso quanto a deficiéncia, podem provocar uma
variedade de doencgas (ANAZETTI & MELO, 2007).

Segundo Freitas (2009), as taxas de viabilidade celular podem ser medidas através da
atividade enzimatica da redutase mitocondrial. Neste ensaio, o corante
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazolico - MTT (de coloracdo amarela) é
acumulado pelas células por endocitose e a reducdo do anel tetrazdlico deste sal
resulta na formagdo de cristais de cor azul que se acumulam em compartimentos
endossomais e/ou lisossomais, sendo depois transportados para fora das células por

exocitose. Os cristais sao solubilizados com uma solugdo de isopropanol com &acido
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cloridrico e entdo a solugdo colorida (purpura) € quantificada por espectrofotometria
optica (570 nm).

O ensaio do LDH é baseado na liberagédo da Lactato Dehidrogenase, uma enzima
citosdlica, de células que tiveram a integridade da membrana plasmatica rompida. O
ensaio consiste em retirar o sobrenadante das células e medir a atividade da enzima
liberada oferecendo seu substrato. Nas condicbes do ensaio, a LDH catalisa a
conversdo do piruvato para lactato, enquanto o NADH é oxidado para NAD'. A
atividade catalitica é determinada a partir da velocidade de desaparecimento do NADH,
medido em 340 nm. Determina-se o decréscimo da absorbancia em 340 nm, que é

proporcional a atividade de LDH na amostra analisada.

Os resultados das mortes por apoptose, da viabilidade celular, e das mortes por
necrose (liberagcdo de LDH) causadas pelas caulibugulonas e analogos (Figura 2),

estdo apresentados e discutidos a seguir.
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2.1.1. Isoquinolino-5,8-diona [35] (Caulibugulona A)

o o
N7 N\
X
O
[35]

Ensaios sobre as células cancerigenas U937 nas concentragdes de 0,25 xg-mL™,

0,5 ug-mL™, 1,0 pg-mL™, 2,0 ug-mL™" e 4,0 pg-mL"™".

100

80 - m 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0O 1,0 ug/mL

401 m 2,0 ug/mL

20 - ® 4,0 ug/mL

0 i
Apoptose Viabildade Liberacdo LDH

Figura 3 - Efeitos citotdxicos da caulibugulona A [35], sobre a viabilidade das células
U937, 48 horas apds a incubacao.

Analisando no primeiro ensaio (Figura 3) os resultados da aplicagdo da caulibugulona
A [35] sobre a viabilidade das células U937, nas concentracdes de 0,25 ug-mL”’,
0,5 ug'mL™, 1,0 ugmL™", 2,0 ugmL" e 4,0 ug'mL™", apds um periodo de 48 horas,
verifica-se um pequeno efeito apoptdético nas concentracdes 0,25 ,ug-mL'1, 0,5 ,ug-mL'1 e
1,0 g'mL" e grande viabilidade nestas concentragdes. Na concentracdo de 2,0 xg-mL™
a viabilidade comparada com o controle foi muito baixa, e na concentragdo de 4,0
/Jg-mL'1 nao foi possivel detectar células vivas no intervalo de 48 horas, ndo sendo

evidenciada a redugdo de MTT e formacao de cristais de coloragédo purpura.
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Os ensaios de liberagdo de LDH demonstraram que nas culturas submetidas a maior
concentracdo da caulibugulona A [35], 4,0 ug'mL™", todas as células estavam rompidas,

com total liberagdo de LDH.

Os experimentos conduzidos na microscopia de fluorescéncia demonstraram que todas
as células submetidas as duas maiores concentragdes do tratamento, 2,0 ugmL™ e
4,0 ug'mL", num periodo de 48 horas, estavam em necrose secundaria, o que justifica
a taxa de necrose de 100%, com a total liberagdo de LDH e a reduzida viabilidade

apresentada pelos ensaios.

2.1.2. Isoquinolino-5,8-diona [37] (Caulibugulona C)

0
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[37]

Ensaios sobre as células cancerigenas U937, nas concentragées de 0,25 yg-mL'1,

0,5 zg-mL™", 1,0 pg-mL™, 2,0 ug-mL" e 4,0 pg-mL™".

100 -
80 - | 0,25 ug/mL
60 | m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
401 m 2,0 ug/mL
20 1 m 4,0 ug/mL
O i
Apoptose Viabilidade Liberagao LDH

Figura 4 - Efeitos citotdxicos da caulibugulona C [37], sobre a viabilidade das células
U937, 48 horas apds a incubacgao.
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Analisando no segundo ensaio (Figura 4) os resultados da aplicagdo da caulibugulona
[37] sobre a viabilidade das células U937 nas concentragbes de 0,25 yg-mL'1,
0,5 ug'mL™, 1,0 ugmL", 2,0 ugmL”" e 4,0 ug'mL", apés um periodo de 48 horas,
verifica-se uma consideravel atividade sobre as células U937 nos ensaios realizados.
Nos ensaios de viabilidade, houve uma reducao drastica na quantidade de células vivas
na maior concentracédo testada (4,0 ug-mL™). Quando foi quantificada a liberagdo de
LDH para o meio de cultura, obteve-se um efeito concentragao-dependente, sendo que

na maior concentragao, a taxa de liberagao superou os 50%.

Na microscopia de fluorescéncia, a taxa de apoptose foi pronunciada a partir da
concentracdo de 2,0 yg-mL™" (50%) e foi de 100% na concentracdo de 4,0 ug-mL™.
Estes dados indicam que parte das células na concentracédo de 4,0 /Jg-mL'1 ja estava
em necrose secundaria o que levou a liberacdo de LDH no tempo de 48 horas de

experimentagao, como pode ser verificado na Figura 4.
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2.1.3. Isoquinolino-5,8-diona [38] (Caulibugulona D)
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Ensaios sobre as células cancerigenas U937 nas concentragées de 0,25 xg-mL™,

0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 pg-mL"™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

401 | 2,0 ug/mL

20 A | 4,0 ug/mL

0 -
Apoptose Viabilidade Liberagédo LDH

Figura 5 - Efeitos citotdxicos da caulibugulona D [38], sobre a viabilidade das células
U937, 48 horas apds a incubacéo.

Analisando no terceiro ensaio (Figura 5) os resultados da aplicagdo da caulibugulona D
[38] sobre a viabilidade das células U937, nas concentragdes de 0,25 ug-mL”,
0,5 ugmL™", 1,0 xgmL", 2,0 ugmL™" e 4,0 ug'mL", apés um periodo de 48 horas
verifica-se que nos testes feitos de viabilidade na concentracdo de 4,0 pg/mL, houve

uma redugao de quase 75% na quantidade de células vivas.

Quanto a avaliagédo da liberagdo de LDH, na concentragéo de 4,0 ug-mL'1 a liberacao
foi de 25%, indicando que nem todas as células mortas haviam entrado em necrose e
consequentemente, liberado LDH no meio de cultura. Estes dados foram confirmados

pela microscopia de fluorescéncia, onde mais de 80% das células estavam em
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apoptose, e algumas ja em necrose secundaria e, portanto, liberaram LDH no meio.
Nao foram visualizadas necroses primarias, sendo a apoptose a unica forma de inducao

de morte.

2.1.4. Isoquinolino-5,8-diona [46]

o0
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As substancias analogas as caulibugulonas foram testadas frente as células U937,
MOLT4, COLO205 e H460 para os ensaios de viabilidade, liberacdo de LDH e

microscopia de fluorescéncia.

Ensaios sobre as células cancerigenas U937, nas concentracdes de 0,25 ,ug-mL'1,

0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL™", 2,0 ug-mL" e 4,0 pg-mL".

100

80 | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

401 | 2,0 ug/mL

20 | 4,0 ug/mL

0 -
Apoptose  Viabilidade Liberacdo LDH

Figura 6 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [46], sobre a viabilidade das
células U937, 48 horas apo6s a incubacéo.
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Ensaios sobre as células cancerigenas COLO205, nas concentragées de

0,25 ug-mL™", 0,5 ug-mL™", 1,0 xg-mL™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL".

100
80 | m 0,25 ug/mL
60 - m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 1 m 2,0 ug/mL
20 i | 4,0 ug/mL
7 Viabilidade Liberacéo LDH

Figura 7 - Efeitos citotéxicos da isoquinolino-5,8-diona [46], sobre a viabilidade das
células COLO205, 48 horas apds a incubacgéo.

Ensaios sobre as células cancerigenas MOLT4, nas concentragoes de

0,25 ug-mL™, 0,5 g-mL™", 1,0 ug'mL", 2,0 ug-mL" e 4,0 pg-mL".

100
80 - m 0,25 ug/mL
60 - @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 ® 2,0 ug/mL
20 - ®m 4,0 ug/mL
0
Viabilidade Liberagéo LDH

Figura 8 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [46], sobre a viabilidade das
células MOLT4, 48 horas apo6s a incubacéo.
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Ensaios sobre as células cancerigenas H460, nas concentracdes de 0,25 ,ug-mL'1,

0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL™", 2,0 ug-mL" e 4,0 g-mL"™".

100
80 | 0,25 ug/mL
60 m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
401 | 2,0 ug/mL
20 - | 4,0 ug/mL
0 e

Viabilidade Liberagéo LDH

Figura 9 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [46], sobre a viabilidade
das células H460, 48 horas apds a incubacao.

Analisando nas Figuras 6, 7, 8 e 9 os resultados da aplicagdo da isoquinolino-5,8-diona
[46] sobre a viabilidade das células U937, COLO205, MOLT4 e H460 nas
concentracdes de 0,25 ug'mL", 0,5 xg'mL™, 1,0 xgmL", 2,0 ugmL" e 4,0 ug-mL™,
ap6s um periodo de 48 horas, verifica-se que a isoquinolino-5,8-diona [46] foi a mais
ativa dentre todas as testadas. As culturas de U937 apresentaram todas as células
mortas nas concentracdes de 1,0 pgmL’, 2,0 xgmL" e 4,0 xg'mL". Quando foi
analisada a liberacdo de LDH, o grafico concentragdo-dependente obtido indicou que
quanto maior a concentragdo, mais rapido é a indugdo de apoptose e
consequentemente, mais células apresentam-se rompidas com 48 horas de

experimento.

Este resultado foi confirmado na microscopia de fluorescéncia, onde 100% das células
em apoptose foram encontradas nas culturas com concentragdes iguais e (ou)
superiores a 1,0 ug-mL'1. As células MOLT4 nao resistiram sequer a menor
concentragao testada (0,25 ug-mL™"), com auséncia de células vivas e uma liberacéo de
LDH expressivamente alta. As células epitelidides também foram sensiveis aos
tratamentos. As células H460 apresentaram viabilidade inferior a 50% do controle

mesmo na concentragdo de 0,25 ug-mL™", mas todas as células estavam mortas apenas



95

nas concentragcdes iguais e superiores a 1,0 ug-mL'1. Ja as culturas de COLO205
apesar de exibirem auséncia de células vivas ja na concentracdo de 1,0 ug-mL™", na
concentragao de 0,5 ug-mL'1 aproximadamente 70% das células estavam vivas com

48 horas de experimento.

2.1.5. Isoquinolino-5,8-diona [47]
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Ensaios sobre as células cancerigenas U937, nas concentragdes de 0,25 yg-mL'1,

0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 - @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

401 | 2,0 ug/mL

20 A | 4,0 ug/mL

0 -
Apoptose Viabilidade Liberagdo LDH

Figura 10 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [47], sobre a viabilidade das
células U937, 48 horas apos a incubacgao.
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Ensaios sobre as células cancerigenas COLO205, nas concentragées de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100

80 - m 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

401 m 2,0 ug/mL

20 - m 4,0 ug/mL

0 p
Viabilidade Liberacdo LDH

Figura 11 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [47], sobre a viabilidade das
células COLO205, 48 horas ap6és a incubacao.

Ensaios sobre as células cancerigenas MOLT4, nas concentragoes de
0,25 ug'mL™", 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100
80 - | 0,25 ug/mL
60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
401 m 2,0 ug/mL
20 - | 4,0 ug/mL
0 i

Viabilidade Liberagcao LDH

Figura 12 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [47], sobre a viabilidade das
células MOLT4, 48 horas apés a incubacéo.
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Ensaios sobre as células cancerigenas H460, nas concentragdes de 0,25 ug-mL™,

0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™", 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100
80 - | 0,25 ug/mL
60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 m 2,0 ug/mL
20 - i m 4,0 ug/mL
7 Viabilidade Liberacao LDH

Figura 13 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [47], sobre a viabilidade das
células H460, 48 horas apds a incubacgao.

Analisando nas Figuras 10, 11, 12 e 13 os resultados da aplicagéo da isoquinolino-5,8-
diona [47] sobre a viabilidade das células U937, COLO205, MOLT4 e H460 nas
concentracdes de 0,25 pug'mL", 0,5 ug-mL™, 1,0 pg'mL", 2,0 ugmL™ e 4,0 ug-mL™,
ap6s um periodo de 48 horas, verifica-se que a isoquinolino-5,8-diona [47] apresentou
elevada atividade no tratamento das células U937, H460 e MOLT4. Quanto a
viabilidade, obteve-se uma boa relagdo concentragdo-dependente para as células
U937. Percebeu-se que quanto maior a concentracdo do composto, menor a viabilidade

das culturas.

A liberacédo de LDH foi discreta, mesmo que na microscopia de fluorescéncia mostrando
que na concentracdo de 4,0 pyg-mL™" mais de 90% das células estavam em apoptose,
menos de 30% das células estavam liberando LDH, ou seja, ndo haviam entrado em
necrose secundaria. As células da linhagem MOLT4 n&o resistiram ao tratamento com
4,0 ug-mL'1 do composto, estando todas mortas nesta concentracdo. A liberagcdo de
LDH também foi alta, alcangando os 50%. As células epitelidides H460 também néo
resistiram a concentragdes superiores a 2,0 ug-mL”", apesar da taxa de liberagdo de



98

LDH ser discreta. No entanto, as culturas de COLO205 foram resistentes a todas as
concentragdes da substancia [47], apresentando uma reducao na viabilidade. Porém,
sem nenhum sinal de liberacdo de LDH que pudesse indicar morte celular, fazendo-se

suspeitar de um efeito citostatico (Figura 11).

2.1.6. Isoquinolino-5,8-diona [48]

o o
N7 N7<
N cl
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[48]

Ensaios sobre as células cancerigenas U937, nas concentragcdes de 0,25 yg-mL'1,

0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 | 2,0 ug/mL

20 - m 4,0 ug/mL

0
Apoptose Viabilidade Liberacao LDH

Figura 14 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [48], sobre a viabilidade das
células U937, 48 horas apos a incubacgao.
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Ensaios sobre as células cancerigenas COLO205, nas concentragdes de

0,25 ug'mL™", 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100 -
80 m 0,25 ug/mL
60 - @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
401 m 2,0 ug/mL
20 | 4,0 ug/mL
0
Viabilidade Liberacao LDH

Figura 15 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [48], sobre a viabilidade das
células COLO205, 48 horas apds a incubacgéo.

Ensaios sobre as células cancerigenas MOLT4, nas concentragoes de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100

80 - m 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 m 2,0 ug/mL

20 - m 4,0 ug/mL

0
Viabilidade Liberagcao LDH

Figura 16 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [48], sobre a viabilidade das
células MOLT4, 48 horas apoés a incubacéo.
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Ensaios sobre as células cancerigenas H460, nas concentragdes de 0,25 yg-mL'1,

0,5 ug'mL™", 1,0 ug'-mL™", 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL".

100 +
80 | 0,25 ug/mL
60 - @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
401 m 2,0 ug/mL
20 - m 4,0 ug/mL
0 -
Viabilidade Liberacdo LDH

Figura 17 - Efeitos citotoxicos da isoquinolino-5,8-diona [48], sobre a viabilidade das
células H460, 48 horas apo6s a incubacgéo.

Analisando nas Figuras 14, 15, 16 e 17 os resultados da aplicagéo da isoquinolino-5,8-
diona [48] sobre a viabilidade das células U937, COLO205, MOLT4 e H460 nas
concentragdes de 0,25 pg'mL™’, 0,5 ug-mL™, 1,0 pg'mL™", 2,0 ugmL™ e 4,0 ug-mL™,
ap6s um periodo de 48 horas, verifica-se que a isoquinolino-5,8-diona [48] apresentou
um reduzido efeito indutor de morte celular sobre as células da linhagem U937, forma
mais resistente que as MOLT4.

Na maior concentragdo testada (4,0 pg-mL"), foi observada uma redugdo da
viabilidade de mais de 30% nas culturas de U937. Nas culturas da linhagem MOLT4
apresentou uma redugao da viabilidade acima de 80%. A microscopia de fluorescéncia
para as culturas de U937, demonstrou apenas na concentracdo de 4,0 ug-mL'1 uma

taxa significativa de apoptose (40%).

A liberagdo de LDH foi alta apenas nas culturas de MOLT4 e na concentragcao de
4,0 ug-mL'1, sendo obtida uma liberagdo de LDH maior que 40%. As células das
linhagens epitelidides H460 e COLO205 foram resistentes aos tratamentos com a

substancia [48], conforme apresentam as Figuras 15 e 17.
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2.1.7. Isoquinolino-5,8-diona [33]

o

N cl
(@)
[33]

Ensaios sobre as células cancerigenas U937, nas concentragdes de 0,25 ug-mL™,

0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL™, 2,0 pg-mL" e 4,0 ug-mL™.

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 1 m 2,0 ug/mL

20 A | 4,0 ug/mL

0
Apoptose Viabilidade Liberacao LDH

Figura 18 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [33], sobre a viabilidade das
células U937, 48 horas apds a incubacgao.
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Ensaios sobre as células cancerigenas COLO205, nas concentragées de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 1 m 2,0 ug/mL

20 | ® 4,0 ug/mL

0 - -
Viabilidade Liberagao LDH

Figura 19 - Efeitos citotoxicos da isoquinolino-5,8-diona [33], sobre a viabilidade das
células COLO205, 48 horas apds a incubacgéo.

Ensaios sobre as células cancerigenas MOLT4, nas concentragoes de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100
80 m 0,25 ug/mL
60 | m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 m 2,0 ug/mL
20 - m 4,0 ug/mL
0 i

Viabilidade Liberagdo LDH

Figura 20 - Efeitos citotoxicos da isoquinolino-5,8-diona [33], sobre a viabilidade das
células MOLT4, 48 horas apos a incubagao.
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Ensaios sobre as células cancerigenas H460, nas concentragdes de 0,25 ug-mL™,

0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™", 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100

80 | 0,25 ug/mL

60 | m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 1 ® 2,0 ug/mL

20 - I m 4,0 ug/mL

O h
Viabilidade Liberacdo LDH

Figura 21 - Efeitos citotoxicos da isoquinolino-5,8-diona [33], sobre a viabilidade das
células H460, 48 horas apo6s a incubacgéo.

Analisando nas Figuras 18, 19, 20 e 21 os resultados da aplicagéo da isoquinolino-5,8-
diona [33] sobre a viabilidade das células U937, COLO205, MOLT4 e H460 nas
concentracdes de 0,25 pug'mL", 0,5 ug-mL™, 1,0 pg'mL", 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™,
ap6s um periodo de 48 horas, verifica-se que a isoquinolino-5,8-diona [33] foi a
segunda mais ativa sendo capaz de promover a morte de todas as células da linhagem
U937 em concentragdes acima de 0,5 /Jg-mL'1, sendo que todas as células estavam
liberando LDH a partir da concentragdo de 2,0 ug'mL™". Estas células estavam em
necrose secundaria, resultados estes obtidos pela microscopia de fluorescéncia, em
que mais de 90% das células ja estavam em apoptose nas concentragdes acima de
0,5 ug'mL™. Os testes feitos com as demais linhagens celulares demonstraram que a
linhagem H460 foi a mais resistente, pois havia aproximadamente 40% de células
viaveis na concentragdo de 2,0 ug-mL™" e uma pequena liberacdo de LDH na maxima
concentragdo de 4,0 ug'mL™. Os dados de LDH e viabilidade indicam que as células
tratadas com 4,0 ug'mL" do composto [33] apos 48 horas estavam mortas, porém

apenas 20% tinham sofrido lise e liberado LDH para o meio.
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As células da linhagem COLO205 também foram resistentes ao tratamento com a
substancia [33], sendo que na concentracdo de 2,0 ug-mL™ menos de 5% das células
estavam vivas. A insignificante liberagdo de LDH indica que as células morreram, porém
foram resistentes a lise, liberando pouco LDH no meio. Ja as células MOLT4 foram
resistentes nas concentracdes inferiores a 0,5 ug'mL™", porém, morreram em massa e

com intensa taxa de liberacdo de LDH a partir da concentragéo de 1,0 ug-mL™.

2.1.8. Isoquinolino-5,8-diona [49]

O lTI Br
N N
X cl
O
[49]

Ensaios sobre as células cancerigenas U937, nas concentragcdes de 0,25 yg-mL'1,

0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100
80 | 0,25 ug/mL
60 | m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 m 2,0 ug/mL
20 m 4,0 ug/mL
0
Apoptose Viabilidade Liberagcdo LDH

Figura 22 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [49], sobre a viabilidade das
células U937, 48 horas apos a incubacgao.
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Ensaios sobre as células cancerigenas COLO205, nas concentragées de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

401 m 2,0 ug/mL

20 - m 4,0 ug/mL

O h
Viabilidade Liberacao LDH

Figura 23 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [49], sobre a viabilidade das
células COLO205, 48 horas ap6és a incubacéo.

Ensaios sobre as células cancerigenas MOLT4, nas concentragoes de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 - @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 1 m 2,0 ug/mL

20 - | 4,0 ug/mL

0 i
Viabilidade Liberacao LDH

Figura 24 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [49], sobre a viabilidade das
células MOLT4, 48 horas ap6s a incubacgao.
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Ensaios sobre as células cancerigenas H460, nas concentragoes de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100 -
80 - | 0,25 ug/mL
60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 1 m 2,0 ug/mL
20 - | 4,0 ug/mL
O i
Viabilidade Liberacdo LDH

Figura 25 - Efeitos citotoxicos da isoquinolino-5,8-diona [49], sobre a viabilidade das
células H460, 48 horas apos a incubacgao.

Analisando nas Figuras 22, 23, 24 e 25 os resultados da aplicagéo da isoquinolino-5,8-
diona [49] sobre a viabilidade das células U937, COLO205, MOLT4 e H460 nas
concentracdes de 0,25 pug'mL", 0,5 ug-mL™, 1,0 pg'mL", 2,0 ugmL™ e 4,0 ug-mL™,
apos um periodo de 48 horas, verifica-se que a isoquinolino-5,8-diona [49] nao causou
morte as células testadas. Porém observou-se uma reducdo consideravel na
viabilidade das culturas U937, MOLT4, COLO205 e H460, sugerindo efeito citostatico. A
auséncia de apoptose na microscopia de fluorescéncia e baixissimos niveis de
liberacdo de LDH indicam que nao ocorreu morte das células, mas apenas uma
reducdo na proliferacdo, quando comparado com a viabiliade obtida para as culturas

controles.
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2.1.9. Isoquinolino-5,8-diona [50]

o M

N cl Br
o)
[50]

Ensaios sobre as células cancerigenas U937, nas concentragdes de 0,25 ug-mL™,

0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100
80 - | 0,25 ug/mL
60 @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 | 2,0 ug/mL
20 - m 4,0 ug/mL
0
Apoptose Viabilidade Liberacdo LDH

Figura 26 - Efeitos citotoxicos da isoquinolino-5,8-diona [50], sobre a viabilidade das
células U937, 48 horas apos a incubacgao.
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Ensaios sobre as células cancerigenas COLO205, nas concentragées de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

401 m 2,0 ug/mL

20 - | 4,0 ug/mL

0 p
Viabilidade Liberacdo LDH

Figura 27 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [50], sobre a viabilidade das
células COLO205, 48 horas ap6és a incubacéo.

Ensaios sobre as células cancerigenas MOLT4, nas concentragoes de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 1 ® 2,0 ug/mL

20 - | 4,0 ug/mL

O h
Viabilidade Liberacao LDH

Figura 28 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [50], sobre a viabilidade das
células MOLT4, 48 horas ap6s a incubacgao.
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Ensaios sobre as células cancerigenas H460, nas concentragdes de 0,25 ug-mL™,

0,5 ug-mL™", 1,0 ugr-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™..

100 +

80

60 -

40 1

20

| 0,25 ug/mL
@ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
| 2,0 ug/mL
m 4,0 ug/mL

Viabilidade

Liberagéo LDH

Figura 29 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [50], sobre a viabilidade das
células H460, 48 horas apds a incubacgao.

Analisando nas Figuras 26, 27, 28 e 29 os resultados da aplicagéo da isoquinolino-5,8-
diona [50] sobre a viabilidade das células U937, COLO205, MOLT4 e H460 nas
concentragdes de 0,25 /Jg-mL'1, 0,5 /Jg-mL'1, 1,0 ug-mL'1, 2,0 /Jg-mL'1 e 4,0 ug-mL'1,

apos um periodo de 48 horas, verifica-se que a isoquinolino-5,8-diona [50] nao

apresentou nenhum efeito citotoxico. Nas codi¢cbes utilizadas, foi observado, no
entando, uma reducéao de 30% e 40% da viabilidade das células U937 e H460 e de 20%
nas culturas de COLO205 e MOLT4 na concentragdo de 4,0 ug-mL™" (Figuras 27 e 28).

Os resultados indicam um efeito citostatico, reduzindo a proliferacdo das células, o que

levou a uma baixa viabilidade da cultura. Também foi possivel observar baixissimos

niveis de liberagao de LDH nas linhagens celulares testadas.
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2.1.10. Isoquinolino-5,8-diona [51]
O I|-| OMe
A Cl
O
[51]

Ensaios sobre as células cancerigenas U937 nas concentragées de 0,25 ug-mL™,

0,5 ug-mL™", 1,0 ugr-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™..

100

80 - m 0,25 ug/mL

60 - @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 m 2,0 ug/mL

20 - | 4,0 ug/mL

0 p
Apoptose Viabilidade Liberagao LDH

Figura 30 - Efeitos citotoxicos da isoquinolino-5,8-diona [51], sobre a viabilidade das
células U937, 48 horas apo6s a incubacgéo.
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Ensaios sobre as células cancerigenas COLO205, nas concentragées de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100 -
80 - m 0,25 ug/mL
60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 m 2,0 ug/mL
20 - m 4,0 ug/mL
0 -

Viabilidade Liberagao LDH

Figura 31 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [51], sobre a viabilidade das
células COLO205, 48 horas ap6és a incubacao.

Ensaios sobre as células cancerigenas MOLT4, nas concentragoes de

0,25 ug'mL™", 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL".

100
80 - | 0,25 ug/mL
60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
40 1 m 2,0 ug/mL
20 - ® 4,0 ug/mL
0 i

Viabilidade Liberagcao LDH

Figura 32 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [51], sobre a viabilidade das
células MOLT4, 48 horas apoés a incubacéo.
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Ensaios sobre as células cancerigenas H460, nas concentragdes de 0,25 ug-mL™,

0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™", 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 m 2,0 ug/mL

20 - m 4,0 ug/mL

0 p
Viabilidade Liberagao LDH

Figura 33 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [51], sobre a viabilidade das
células H460, 48 horas apds a incubacgao.

Quando sao avaliados os resultados obtidos nos ensaios com a isoquinolino-5,8-diona
[51] sobre as células da linhagem U937 (Figura 30), observa-se uma redugédo da
viabilidade de 50% na concentracao de 2,0 /Jg-mL'1 e 100% na concentragdo de
4,0 ugmL™. Nestas condicdes, a enzima LDH foi liberada em grande quantidade

apenas na maior concentracéo (4,0 ug-mL™).

A microscopia de fluorescéncia indicou que todas as células encontravam-se em
apoptose na maior concentragdo testada. As células de linhagem epitelidides,
COLO205 e H460 nao apresentaram liberacdo de LDH e a reducao da viabilidade foi
observada apenas nas células H460, onde houve uma reducdo de 40% na
concentracdo de 4,0 ug'mL" (Figuras 31 e 33). Estes dados n&o s&o suficientes para
indicar que as células morreram durante a experimentacdo, podendo apenas nao ter
proliferado. Ja as células MOLT4 foram sensiveis a substancia [51], inclusive com uma
reducédo de viabilidade maior que a obtida para as células U937. Houve também um

aumento concentragao-dependente de liberagdo da enzima LDH (Figura 32).
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2.1.11. Isoquinolino-5,8-diona [52]

| OEt
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[52]

Ensaios sobre as células cancerigenas U937, nas concentragdes de 0,25 ug-mL™,

0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL™, 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 1 ® 2,0 ug/mL

20 - ® 4,0 ug/mL

0 i
Apoptose Viabilidade Liberacdo LDH

Figura 34 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [52], sobre a viabilidade das
células U937, 48 horas apo6s a incubacgéo.
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Ensaios sobre as células cancerigenas COLO205, nas concentragées de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™", 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100
80 - m 0,25 ug/mL
60 | @ 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL
401 m 2,0 ug/mL
20 - m 4,0 ug/mL
0! - N

Viabilidade Liberagcédo LDH

Figura 35 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [52], sobre a viabilidade das
células COLO205, 48 horas ap6és a incubacéo.

Ensaios sobre as células cancerigenas MOLT4, nas concentragoes de

0,25 ug-mL™, 0,5 ug-mL™, 1,0 ug-mL"™", 2,0 ug-mL™" e 4,0 ug-mL™".

100

80 - | 0,25 ug/mL

60 - m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

401 m 2,0 ug/mL

20 - m 4,0 ug/mL

0 p
Viabilidade Liberagédo LDH

Figura 36 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [52], sobre a viabilidade das
células MOLT4, 48 horas apoés a incubacéo.
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Ensaios sobre as células cancerigenas H460, nas concentragdes de 0,25 yg-mL'1,

0,5 ug'mL™", 1,0 ug'-mL™", 2,0 ug-mL™ e 4,0 ug-mL".

100

80 - m 0,25 ug/mL

60 | m 0,5 ug/mL
0 1,0 ug/mL

40 m 2,0 ug/mL

20 - m 4,0 ug/mL

0 ]
Viabilidade Liberagcéo LDH

Figura 37 - Efeitos citotdxicos da isoquinolino-5,8-diona [52], sobre a viabilidade das
células H460, 48 horas apds a incubacgao.

Os resultados dos ensaios indicam que a isoquinolino-5,8-diona [52] se mostrou
bastante eficiente sobre as células testadas. Com as células U937, ja na concentracao
de 2,0 ug-mL'1 nao haviam mais células vivas, apés 48 horas de tratamento
(Figura 34).

Uma liberacao concentracao-dependente de LDH também foi verificada, e os dados da
microscopia de fluorescéncia indicaram que nas duas maiores concentragdes testadas
(2,0 ugmL™ e 4,0 ug'mL™") todas as células estavam em apoptose, sendo muitas em
apoptose tardia e liberando LDH para o meio de cultura. As células da linhagem MOLT4
foram mais sensiveis, morrendo todas ja na concentragdo de 1,0 ug'mL™" e a taxa de
liberagdo de LDH também foi concentragdo-dependente, ou seja, quanto maior a
concentragdo da isoquinolino-5,8-diona [52], mais rapido as células entravam em
apoptose e nao resistiam intactas as 48 horas de experimentagdo, levando a lise
(Figura 36). As células das linhagens epitelidides H460 e COLO205 mostraram-se
sensiveis ao tratamento, principalmente na concentracido de 4 /Jg-mL'1, sendo a
primeira mais resistente que a segunda. As células COLO205 tiveram a viabilidade
muito reduzida na concentracao de 4,0 /Jg-mL'1, com uma discreta liberagao de LDH, ao
passo que as células H460 mantinham-se mais de 40% viaveis na maior concentragcao
testada, sem liberagdo de LDH (Figuras 35 e 37).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Culturas de células

As células de origem leucémica humana U937 (linhagem pré-monocitica) e MOLT4
(linhagem pré-linfocitica), foram cultivadas em meio de cultura DMEN/F12 (Gibco, BRL)
suplementado com 20 ug-mL™" de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal bovino
(Gibco, BRL). As células COLO205 de cancer de colon humano (linhagem epitelidide) e
H460 de cancer pulmonar humano de células pequenas (linhagem epitelidide), foram
cultivadas em meio RPMI (Gibco, BRL) também suplementado com 20 pg'mL™" de
gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL). As culturas foram
replicadas a cada 2 dias e mantidas em estufa (Forma Scientific Inc., modelo 3159) a
37 °C, com 5% de CO, e umidade controlada.

3.2. Quantificagao e ajuste das culturas

A quantificagdo celular foi feita em camara de Neubauer (Boeco) sendo utilizada a
coloragao vital por Trypan Blue (Sigma T6146). Uma aliquota da cultura era
quantificada e as células ressuspendidas em meio de cultura DMEM/F12 (Gibco, BRL)

suplementado de modo a obter-se a concentragao final de 1x10° células-mL™" de cultura.

3.3. Diluicdao e armazenamento das isoquinolino-5,8-dionas

As isoquinolino-5,8-dionas, apos pesagem, foram diluidas em 100 pyL de DMSO (Sigma
D2650) e armazenadas a temperatura de -70 °C (Freezer Forma Scientific) até o
momento de montagem dos experimentos. Para a realizagdo dos testes as substancias
eram rediluidas, desta vez em meio de cultura DMEM/F12 (Gibco, BRL) suplementado,
de modo a obter as seguintes concentracdes finais: 0,25 ug-mL’, 0,5 pg-mL™",

1,0 pg-mL™, 2,0 pg'mL™" e 4,0 pg-mL™".
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3.4. Determinacgao da citotoxicidade celular

O volume de 100 pL/poco das células U937 na concentragdo de 1x10° células'mL’ foi
distribuidas em placas de cultura celular de 96 pogos (TPP 92096), seguida de mais
100 pL das isoquinolino-5,8-dionas, diluidas no meio de cultura DMEM/F12 (Gibco,
BRL) suplementado, nas concentragbes finais de 0,25 upgmL’, 0,5 pgmL™,
1,0 ug'mL™", 2,0 pg'mL™" e 4,0 ug'mL™". Como controles negativos e positivos, as células
foram incubadas somente no meio de cultura. Apds 48 horas de incubacgao, foram
acrescentados 10 pL de uma solugéo de Triton 10X (Vetec 777) aos pogos do controle
positivo e, em seguida, 50 yL do sobrenadante de todas as culturas foram transferidos
para outra placa. Os 150 uL restantes foram reservados para o ensaio metabdlico do
MTT. A quantidade da enzima Dehidrogenase Lactica foi mensurada pelo Kit
Deidrogenase Lactica Colorimétrico Doles. A densidade éptica das amostras foi medida
em espectrofotdbmetro multicanal (Labsystems Multiskan) com comprimento de onda

ajustado para 492 nm. A taxa de células necréticas foi calculada pela formula a seguir:

TNR = (MDOT — MDOCN) x 100 / (MDOCP — MDOCN)
Onde:
TNR = Taxa de Necrose Celular
MDOT = Média das Densidades Opticas de Cada Teste
MDOCN = Média das Densidades Opticas do Controle Negativo
MDOCP = Média das Densidades Opticas do Controle Positivo
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3.5. Ensaio Metabolico do MTT

Aos 150 pL das culturas celulares reservados dos ensaios para a integridade das
membranas celulares acrescentou-se 15 pL de wuma solugdo de MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazdlico) (Sigma M2128) em PBS
(Phosphate buffered saline) na concentracdo de 5 mg'mL". As culturas incubadas
apenas em meio de cultura suplementado foram consideradas como controle positivo, e
as culturas que tiveram as células lisadas com Triton (Vetec 777) foram consideradas
como controles negativos de viabilidade. Apds 4 horas de incubacédo, foram retirados
100 pL do sobrenadante das culturas e os cristais precipitados de MTT foram
solubilizados em 100 uL de solugéo isopropanol (Merck 1009781000) com 0,0014% de
HClI fumegante. Para separar do precipitado, as placas foram submetidas a
centrifugagdo por 10 minutos a 1500 rpm (Centrifuga Sorval RT7) e 100 uyL do
sobrenadante foi transferido para outra placa e lido em seguida em espectrofotdmetro
multicanal (Labsystems Multiskan) com comprimento de onda ajustado para 570 nm.

A taxa de viabilidade celular foi calculada pela formula a seguir:
TVC = (MDOT — MDOCN) x 100 / (MDOCP — MDOCN)

Onde:

TVC = Taxa de Viabilidade Celular

MDOT = Média das Densidades Opticas de Cada Teste
MDOCN = Média das Densidades Opticas do Controle Negativo
MDOCP = Média das Densidades Opticas do Controle Positivo
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3.6. Microscopia de fluorescéncia

Para a avaliacdo da morte celular induzida pelas isoquinolino-5,8-dionas avaliaram-se
as células U937 (leucemia humana, linhagem monocitica), MOLT4 (leucemia humana,
linhagem linfocitica), COLO 205 (cancer de colon humano, linhagem epitelidide) e H460
(cancer pulmonar humano, linhagem epitelidide). Estas foram submetidas a tratamentos
nas concentracdes de 0,25 ug-mL™", 0,5 pg'mL™", 1,0 pg-mL™, 2,0 ug'mL™ € 4,0 pg-mL”’
e avaliadas por microscopia de fluorescéncia com coloragdo de laranja de acridina
(Sigma A6529) e brometo de etidio (Sigma E8751), nos tempos de 12, 24 e 48 horas de
incubacdo. Uma gota da suspensdo celular foi colocada entre lamina e laminula e
contadas 300 células por lamina em campos aleatérios, com diferenciagcao entre células
normais, apoptoticas e necroticas de acordo com as caracteristicas morfoldgicas
observadas ao microscépio de fluorescéncia (Nikon Labophot). Foram obtidas
micrografias das células, sendo capturadas no microscopio Zeiss Axioplan através do
software Axiovision 4.6. As taxas de apoptose para cada experimento foram obtidas de

acordo com o a seguinte formula:
TA =NCA x 100 / NCA + NCN + NCNM

Onde:

TA= Taxa de apoptoses

NCA= Numero de células em apoptose
NCN=Numero de células em necrose

NCNM=Numero de células normais
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foram sintetizadas dezesseis substancias, uma imina [42], uma amina
[43], uma isoquinolina dimetoxilada [44], trés isoquinolino-5,8-dionas [35], [38] e [46]
derivadas da isoquinolino-5,8-diona [45] e oito isoquinolino-5,8-dionas cloradas [33],
[37], [47], [48], [49], [50], [51] e [52] derivadas da 6,7-dicloroisoquinolino-5,8-diona [32].

Todas as isoquinolino-5,8-dionas foram obtidas em cinco etapas, sendo as
caulibugulonas A [35], C [37] e D [38] com rendimento total de 18,9%, 8,4% e 8,5%,
respectivamente e as demais isoquinolino-5,8-dionas com rendimento total médio de
10,7%.

E importante salientar que a rota sintética proposta neste trabalho é inédita e que
atualmente existem apenas duas sinteses de caulibugulonas descritas na literatura, a

de Wipf (2004) e a de Tamagnan (2004) e seus respectivos colaboradores.

Das dezesseis substancias sintetizadas, onze foram submetidas a avaliagdo de
atividade anticancerigena sobre as células U937, COLO205, MOLT4 e H460, nas
concentragdes de 0,25 ug-mL'1, 0,5 ug-mL'1, 1,0 ug-mL'1, 2,0 ug-mL'1 e4,0 /Jg-mL'1, sob

condi¢des de laboratorio.

Com esses bioensaios, verificou-se que das substancias que apresentaram atividade
anticancerigena, as isoquinolino-5,8-dionas [33] e [46] foram as que mostraram as mais
significativas influéncias sobre o desenvolvimento das células cancerigenas nas
concentragées de 1,0 pg'mL", 2,0 ugmL™ e 4,0 pgmL™", confirmado no teste de

fluorescéncia.

Esses resultados mostram-se promissores, uma vez que, ao analisar os efeitos
apresentados por estas substancias, nas culturas de U937, MOLT4, COLO205 e H460,
todas as células se encontravam mortas a partir da concentracédo de 1,0 /Jg-mL'1,
48 horas ap6s a montagem do experimento, apresentando-se bastante superiores aos

obtidos com as outras substancias testadas. Outro aspecto importante, ao se
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analisarem os efeitos provocados por estas substancias, € que as isoquinolino-5,8-
dionas que apresentam grupos eletronegativos substituindo hidrogénio no anel
aromatico, substancias [49], [50], [51] e [52], apresentaram, nas mesmas condi¢des
experimentais, efeito anticancerigeno bem inferior que as isoquinolino-5,8-dionas [33] e
[46], sugerindo, assim, que a atividade esta diretamente ligada a sua estrutura quimica,
estando de acordo com os resultados dos trabalhos realizados por Kim e colaboradores
(2007).

Nos ensaios referentes as atividades citotoxica e citostatica, das onze substancias
submetidas as avaliagdes (isoquinolino-5,8-dionas [35], [38], [46], [37], [47], [48], [33],
[49], [50], [51] e [52]), sobre as células U937, nas concentracdes de 0,25 ug-mL™’,
0,5 ug-mL'1, 1,0 /Jg-mL'1, 2,0 /Jg-mL'1 e 4,0 ug-mL'1, sob condi¢des de laboratério, num
periodo de incubacao de 48 horas, somente a isoquinolino-5,8-dionas [33] apresentou
apenas atividade citotoxica. As isoquinolino-5,8-dionas [49] e [50] apresentaram apenas
atividade citostatica e as demais isoquinolino-5,8-dionas  apresentaram,
simultaneamente, atividades citostatica e citotoxica. Estes resultados sdo extremamente
interessantes uma vez que sugerem que dependendo da concentragdo utilizada as
células cancerigenas nao entram em processo de apoptose, nem tdo pouco de

necrose, mas € observada uma redugao da viabilidade celular.

Os resultados deste trabalho sugerem a realizacdo de novos ensaios, com outras
espécies de células e também com alguns tipos de enzimas, testando outras
formulagbes e doses, a fim de se obter conclusdo definitiva sobre o potencial

anticancerigeno das substéancias sintetizadas.
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Figura 14A - Espectro de RMN de "H (400 MHz, CD3;0D) da Caulibugulona D [38].
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9,43

Figura 17A - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) da Isoquinolino-5,8-diona

diclorada [32]
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Figura 18A - Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls) da Caulibugulona C [37].
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Figura 20A - Espectro de RMN de "H (400 MHz, CD3;0D) da Isoquinolino-5,8-diona [48]
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Figura 21A - Espectro de massas da isoquinolino-5,8-diona [33].
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Figura 22A - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) da Isoquinolino-5,8-diona [33].
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Figura 23A - Espectro no infravermelho da Isoquinolino-5,8-diona [49].
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Figura 24A - Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls) da Isoquinolino-5,8-diona [50].
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Figura 25A - Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls) da Isoquinolino-5,8-diona [51].
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Figura 26A - Espectro de massas da isoquinolino-5,8-diona [52].



