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RESUMO

de SOUZA, Ana Paula Martins, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho

de 2016. Sintese de 2-arilideno indan-1,3-dionas e avaliacao das
atividades antiviral, citotoxica e leishmanicida . Orientador: RGbson Ricardo
Teixeira.

A indan-1,3-diona é uma pg-dicetona sinteticamente (til e que apresenta
atividade anticoagulante. Derivados desta substéncia também apresentam
importantes aplicacdes biologicas e tecnoldgicas. Dentro deste contexto, o
presente trabalho de pesquisa objetivou a sintese e a avaliacdo das atividades
antiviral, citotoxica e leishmanicida de uma série de derivados da indan-1,3-
diona. Para a preparacdo dedezessete derivados da indan-1,3-diona foi
desenvolvida uma metodologia de condensacédo de Knoevenagel catalisada por
cloreto de zirconila octaidratado (ZrOCl,-:8H,0). Os compostos sintetizados
foram obtidos com rendimentos variando de 53% a 95% e tempos de reacao de
10 minutos a 45 minutos. As substancias foram caracterizadas por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas. Os resultados da avaliacdo do ensaio
antiviral contra a protease NS2B-NS3 do West Nile Virus (WNV) e contra o
virus dengue-1 (DENV-1) mostraram que dos dezessete compostos
submetidos aos ensaios, dois deles, 2-(4-hidroxibenzilideno)-1H-indeno-
1,3(2H)-diona (14) e 2-(3,4-diidroxibenzilideno)-1H-indeno-1,3(2H)-diona (17)
foram os mais ativos em inibir a protease do WNV e bem comoo virus DENV-1.
Realizou-se também a avaliacdo da atividade citotoxica dos compostos
sintetizados contra as linhagens celulares HL-60 (leucemia mieloide aguda),
Nalm6 (leucemia linfoide aguda derivada de célula B) HepG2 (carcinoma
hepatocelular) e B16F10 (melanoma murino). Os resultados mostraram que
quatro compostos, 2-(4-nitrobenzilideno)-1H-indeno-1,3(2H)-diona(4), 4-((1,3-
dioxo-1H-inden-2(3H)-ilideno)metil)benzonitrila(10), 2-(3,4,5-
trimetoxibenzilideno)-1H-indeno-1,3(2H)-diona(12)e 2-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzilideno)-1H-indeno-1,3(2H)-diona(15)apresentaram citotoxicidade
moderada contra a linhagem Nalm6. Avaliou-se também a atividade
leishmanicida dos compostos sintetizados contra a forma promastigota da
Leishmania amazonensis. Da série analisada, dois compostos, [2-(4-
nitrobenzilideno)-1H-indeno-1,3(2H)-diona 4) e 2-(4-hidroxi-3,5-
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dimetoxibenzilideno)-1H-indeno-1,3(2H)-diona  (15), exibiram atividades
moderadas contra promastigotas de L. amazonensis. Os resultados alcancados
com o desenvolvimento deste trabalho apontam para o fato de que os
derivados arilideno da indan-1,3-diona podem ser considerados candidatos a
novos agentes antivirais e quimioterapicos para o tratamento do cancer, da

leishmaniose e de doengas causadas por arbovirus.
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ABSTRACT

de SOUZA, Ana Paula Martins, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July
2016. Synthesis of 2-arylidene indan-1,3-diones and antiv  iral, cytotoxic
and leishmanicide activities . Adviser: RGbson Ricardo Teixeira.

The indan-1,3-dione is a synthetic useful B-diketone displaying anticoagulant
activity. Derivatives of this compound present important biological and
technological applications. Within this context, the aim of the present
investigation was to synthesize a series of 2-arylidene indan-1,3-diones and to
evaluate their antiviral, cytotoxic and leishmanicide activities. To prepare the
compounds, an alternative Knoevenagel condensation methodology, catalyzed
by ZrOCl,-8H,0, was developed. Seventeen compounds were synthesized and
fully characterized by IR and NMR spectroscopy techniques. The indan-1,3-
dione derivatives were obtained in synthetically useful yields ranging from 53%
to 95% within 10 minutes to 45 minutes. The antiviral assays revealed that two
compounds, namely 2-(4-hydroxybenzylidene)-1H-indene-1,3-(2H)-dione (14)
and 2-(3,4-dihydroxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione  (17), present
significant inhibitory effects against the NS2B-NS3 West Nile Virus protease as
well as dengue-1 virus (DENV-1). The cytotoxic activity of the seventeen indan-
1,3-dione derivatives was evaluated against HL-60 (promyelocytic leukemia cell
line), Nalm6 (lymphoid acute leukemia pre cell line B), HepG2 (liver
hepatocellular cell line) and B16F10 (murine melanoma). The best cytotoxic
activity was associated with 2-(4-nitrobenzylidene)-1H-indene-1,3-(2H)-dione
(4), 4-((1,3-dioxo-1H-indene-2(3H)-ylidene)methyl)benzonitrile (10), 2-(3,4,5-
trimethoxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione (12) and 2-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione  (15) which  presented
moderate activity against Nalm 6 cell line. The leishmanicide activity of the
arylidene indan-1,3-dione series was also evaluated against promastigote form
of Leishmaniza amazonensis. The most activity compounds corresponded to 2-
(4-nitrobenzilidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione (4) and  2-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxybenzylidene)-1H-indene-1,3(2H)-dione (15) which showed moderate
activity against the parasite. The results found in this investigation point to the
fact that 2-arylidene indan-1,3-diones may represent a scaffold to be explored
towards the development of new antivirals as well as quimiotherapy drugs to the

treatment of cancer and leishmaniasis as well as against arbovirus.
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CAPITULO 1

APRESENTACAO

1.1. ASPECTOS QUIMICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS DA | NDAN-1,3-
DIONA E SEUS DERIVADOS

Compostos B-dicarbonilicos desempenham papel importante em sintese
organica. As (B-dicetonas, também chamadas de 1,3-dicetonas, sdo moléculas
gue apresentam um grupo metileno entre duas carbonilas (BATISTA, 2011).
Um exemplo de B-dicetona € a indan-1,3-diona, sintetizada pela primeira vez

em 1887 (JACOB et al., 2000) e cuja estrutura esta representada na Figura 1.1.

N

O

Cry

0]

indan-1,3-diona

J

Figura 1.1 -Estrutura quimica da indan-1,3-diona.

Este composto é um acido moderadamente forte, pKa = 7.2 (Csp3-H), e
seus enolatos, de coloracéo laranja, podem ser obtidos ao reagi-lo com bases
em solucéo de etanol. Estes enolatos séo instaveis e na presenca de espécies
neutras, um processo de auto-condensacdo da indan-1,3-diona ocorre
(Esquema 1.1, pg. 2) resultando na formac&do da bindona (SIGALOVet al.,
2008). As estruturas formadas a partir da auto-condensacéo da indan-1,3-diona
chamam a atencao, pois elas servem como material de partida para a sintese

de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (JACOB et al., 2000).



Esquema 1.1 — Reacéao de auto-condensacéao da indan-1,3-diona.

Sistemas aromaticos e heteroaromaticos derivados da indan-1,3-diona
sdo importantes como potenciais agroquimicos biodegradaveis, assim como
também potenciais produtos farmacéuticos (SINGH, 2016).

A quimica diversificada da indan-1,3-diona atrai constante interesse,
uma vez que ela € um valioso precursor sintético e seus derivados tém sido
utilizados como corantes; como semicondutores; em quimica forense, para
deteccdo de impressdes digitais, e também usados na sintese de farmacos
(SIGALOV et al., 2008).

A indan-1,3-diona apresenta propriedade anticoagulante, atuando na
inibicdo das enzimas vitamina K epoxidoredutase e vitamina K redutase,
impedindo a geracdo da forma reduzida da vitamina K, que é um dos cofatores
envolvidos no processo de coagulacao sanguinea (MITKA et al.,2009).

A dicetona em questdo tem sido utilizada como material de partida para
a sintese de derivados bioativos como os compostos (1) e (Il), Figura 1.2 (pg.
3),que apresentam, respectivamente, atividade antitubercular (KARTHIK et al.,

2008) e antitumoral (INAYAMA et al., 1976).



(1 (I

Figura 1.2 —Derivadosbioativos da indan-1,3-diona.

Outras importantes bioatividades descritas para derivados da indan-1,3-
diona incluem atividade antiinflamatdria, antiviral, anti-hepatite, rodenticida,
herbicida, antioxidante (JEYACHANDRAN e RAMESH, 2011),inseticida
(KILGORE et al., 1942), antibacteriana e antifungica (MEENA et al., 2006).

Derivados da indan-1,3-diona também séo utilizados como biossensores
fluorescentes. Com suas propriedades corantes, eles permitem a visualizagao
e a quantificacdo de proteinas endogenas no interior de células vivas
(MACNEVIN et al., 2013).

Além dos aspectos biolégicos, estudos recentes apontam para a
possibilidade de utilizagdo de derivados da indan-1,3-diona na producao de
energia. WINZENBERG e colaboradores (2015) demonstraram que o0s
compostos mostrados na Figura 1.3 (pg. 4) atuam como semicondutores em
células solares, transformando energia solar em energia elétrica com uma

eficiéncia de conversao superior a 2%.



R= octila ou 2-etilexila

Figura 1.3-Derivados da indan-1,3-diona utilizado para conversdo de energia

solar em energia elétrica.

1.2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TRABALHO

Muitas substéancias ja foram sintetizadas como potenciais fontes de
novos e seletivos agentes para o tratamento de varias doencas.

O tratamento de doencas causadas por virus sdo de dificil tratamento,
pois, de maneira geral, ndo existem medicamentos especificos e devido a
mutagdo genética viral, o desenvolvimento de vacinas eficazes capazes de
controlar e combater as infec¢des virais € um desafio.

A leishmaniose também é uma doenca que atinge milhfes de pessoas
ao redor do mundo e as medicacdes atualmente disponiveis para o tratamento
da mesma apresentam sérios problemas de toxicidade e administracdo aos
pacientes.

Outra importante patologia € o cancer, que é uma das doencas que mais
causam mortes ao redor do mundo.

Diante das varias aplicacbes biolégicas e tecnoldgicas relacionadas a
indan-1,3-diona e seus derivados, a presente investigacdo objetivou a sintese e

avaliagdo das atividades antiviral, leishmanicida e citotoxica de um conjunto de



derivados da indan-1,3-diona. Foram sintetizados e avaliados um total de

dezessete compostos apresentando a estrutura geral mostrada na Figura 1.4.

S

o)

R= Diferentes grupos aromaticos

Figura 1.4 - Estrutura geral dos derivados da indan-1,3-diona sintetizados na

presente investigacao.
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CAPITULO 2

SINTESE DE 2-ARILIDENO INDAN-1,3-DIONAS

2.1. INTRODUCAO

A condensacdo de Knoevenagel € uma importante reacdo em sintese
organica no que tange a formacéo de ligacdes carbono-carbono.

O pesquisador Emil Knoevenagel, em 1894, relatou a condensacao do
malonato de dietila com formaldeido, catalisada por dietilamina, o que resultou

na obtencao do bis aduto mostrado no Esquema 2.1 (KURTI & CZAKO, 2005).

o O O EtO,C  CO,Et

N Et,NH
HJLH EtZOJ\/U\OEtz EtOZC)\)\COZEt

Esquema 2.1 - Condensacao do malonato de dietila com formaldeido.

Posteriormente, ele obteve o0 mesmo tipo de aduto quando o formaldeido
e outros aldeidos reagiram com benzoilacetato de etila ou acetilacetona, na
presenca de aminas primarias e secundarias (KURTI & CZAKO, 2005).

Dois anos mais tarde, em 1896, Knoevenagel promoveu a condensacao
do benzaldeido com acetoacetato de etila, a 0 °C, usando piperidina como
catalisador, obtendo o acetoacetato de etila benzilideno como Unico produto

(Esquema 2.2) (KURTI & CZAKO, 2005).

o 0 piperidina ©/\(0025’[
+ MeMOEt 0°C COMe

Esquema 2.2 - Condensacao do benzaldeido com acetoacetato de etila.

CHO




A partir de entéo, a reacdo de aldeidos ou cetonas com compostos que
possuem grupos metilénicos ativados, na presenca de uma base fraca, para
produzir compostos dicarbonilicos a,B-insaturados e compostos relacionados,
ficou conhecida como condensacao de Knoevenagel (KURTI & CZAKO, 2005).

De maneira geral, nesta condensac¢ao ocorre uma adicado nucleofilica de
compostos contendo grupos metilénicos ativados, como malononitrila, acido
barbiturico, acido de Meldrum, indan-1,3-dionas (Figura 2.1), aos grupos
carbonila de aldeidos ou cetonas, seguida de desidratacdo originando os

compostos dicarbonilicos a,B-insaturados (CUNHA e SANTANA, 2012).

PN

NC™ CN

0
HNJ\NH
OMO

acido barbiturico

malononitrila

O O

acido de Meldrum indan-1,3-diona

Figura 2.1 - Compostos contendo grupos metilénicos ativados e tipicamente

empregados em condensacgdes de Knoevenagel.

A reacdo de Knoevenagel pode ser classificada como homogénea ou
heterogénea. As reagbes homogéneas sdo normalmente realizadas na
presenca de bases fracas como etilenodiamina, piperidina, fluoreto de potassio

e aminoacidos. Nos processos heterogéneos, as reacdes sao promovidas por



oxidos de aluminio ou magnésio, tetracloreto de titanio, calcita, fluorita, acidos
de Lewis, liquidos ibnicos, dentre outros (RYABUKHIN et al., 2007).

A reacdo de Knoevenagel vem sendo utilizada na preparacdo de um
namero variado de substancias como, por exemplo, as cumarinas e seus
derivados, que sao intermediarios importantes usados nas industrias
cosméticas e farmacéuticas (RYABUKHIN et al., 2007). Em outro exemplo, Li
et al. (2008) relataram a sintese multicomponente de bis-espiro pirrolidinas.
Derivados arilideno foram obtidos a partir da indan-1,3-diona e diferentes
aldeidos, na presenca do aminoacido sarcosina. Estes derivados, por sua vez,
foram submetidos a processos de cicloadicdo 1,3-dipolar (Esquema 2.3)
resultando na obtencdo das bis-espiro pirrolidinas. Cabe destacar que estas
pirrolidinas apresentam importantes bioatividades tais como anticonvulsivante,
antileucémica, antiviral e ainda sao precursoras uteis para a sintese de

produtos naturais.

0 o CHO
solvente
O + + - =
N H

Esquema 2.3 — Sintese multicomponente de bis-espiro pirrolidinas.

Um exemplo interessante de aplicacdo do processo de condensacao de
Knoevenagel foi relatado por Zhang e colaboradores (2006) na sintese de um

semicondutor (Esquema 2.4, pg. 11).
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CNCH,COOEt

TiCly , N-metilmorfolina
ultrasson, t. a.

Esquema 2.4 - Sintese de um semi-condutor via condensacdo de

Knoevenagel.

E importante também destacar a aplicacdo deste processo de
condensacéao na sintese de diversos produtos naturais, alguns deles mostrados

na Figura 2.2 (KURTI & CZAKO, 2005; CUNHA et al., 2015).

=
L i
@] 0 0 | XX
N 0]

. _OCH, Aiapina (I)CH3

H3CO,C

Hirsutina Leporina A

Figura 2.2 — Produtos naturais cujas sinteses totais envolveram a reacdo de

Knoevenagel.

Mais recentemente a reacdo de Knoevenagel tem recebido atencéo de
varios grupos de pesquisa, resultando no desenvolvimento de novos
procedimentos. Por exemplo, uma investigacdo publicada em 2012 relata a
condensacdo de aldeidos arométicos com malononitrila, utilizando suco de
limé&o como catalisador em um processo isento de solventes (Esquema 2.5, pg. 12).

O suco de limdo tem natureza acida (pH ~ 2 a 3), e seu conteudo de acido
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citrico varia de 5 a 7% m/v. Os produtos de condensacao foram obtidos com
rendimentos sinteticamente Gteis (82 a 95%) para 0os compostos sintetizados.
Merece destaque a simplicidade operacional das reacdes e o fato de o

catalisador ser ambientalmente benigno (DESHMUKH et al., 2012).

RCHO + NC™CN suco de limao CN
malononitrila ta R CN

Esquema 2.5. — Processo de Knoevenagel catalisado por suco de liméo.

Enquanto os produtos mostrados no Esquema 2.5 foram preparados via
catélise acida de Brgnsted-Lowry, Ogiwara e colaboradores (2015) utilizaram o
cloreto de indio(lll), um &cido de Lewis, como catalisador em reacbes de
Knoevenagel entre aldeidos e diversos compostos contendo grupos metilénicos
ativados (Esquema 2.6). Os produtos de condensacao foram obtidos com

rendimentos de até 98% e as reac¢des foram promovidas por anidrido acético.

®) InCl E E E = ester, cetona, amida,
)J\ ntls . acido carboxilico, nitrila
Ac,0 . .
R R = arila, heteroarila,

tolueno alquenila, alquila

Esquema 2.6 — Reacbes de Knoevenagel catalisadas por InCls.

Considerando catalisadores éacidos de Lewis, o cloreto de zirconila
octaidratado, ZrOCIl,[BH,0O, tem atraido a atencdo dos quimicos organicos
devido a sua baixa toxicidade, por ser reciclavel e ser um catalisador versatil
que vem sendo utilizado em importantes reacdes envolvendo compostos
organicos (MOSADDEGH et al.,, 2010; NIKOOFAR & GORJI, 2016). Além
disso, ele apresenta elevada estabilidade frente ao ar e a umidade, é de facil

manipulacéo e de baixo custo (MISHRA & GHOSH, 2011; DAS et al., 2012).

12



Compostos a base de zirconio tém sido usados em varias
transformacdes organicas, como, por exemplo, reacdes de adicédo, rearranjos,
reacoes de protecdo e desprotecdo de grupos funcionais tais como carbonila,
grupos amino, hidroxila, dentre outros (DAS et al., 2012). De maneira
especifica, a atividade catalitica do ZrOCI,[8H-0 ja foi descrita para reacdes de
oxidagcdo de &lcoois, em processos de acilacdo de aminas, de fendis e de
alcoois (DAS et al., 2012), na esterificacdo de acidos carboxilicos de cadeia
longa (MANTRI et al., 2005), dentre outras.

Quando a indan-1,3-diona reage com aldeidos aromaticos, em um
processo de Knoevenagel, ocorre a formacdo de derivados denominados 2-

arilideno indan-1,3-dionas (l) (Esquema 2.7).

@] @]
catalisador R
+ RCHO _— —
solvente
(0] (0]

()
Esquema 2.7 - Reacgdo da indan-1,3-diona com aldeidos aromaticos para a

formacao de derivados contendo grupos arilidenos.

Embora transformacfes similares ja tenham sido relatadas para varios
compostos contendo grupos metilénicos ativados, ainda sdo poucas as
informagdes a respeito da utilizacdo da indan-1,3-diona nestes processos. As
reagbes ocorrem sob varias condi¢des, utilizando solventes como etanol e
tolueno e variados tipos de catalisadores (YANG et al., 2011; BARGE &
SALUNKHE , 2014).

Apesar de diferentes transformacgfes catalisadas por ZrOCI,[8H,0 ja

tenham sido descritas, ainda néo foi relatada na literatura a condensacdo de

13



Knoevenagel, catalisada por ZrOCI,[8H,O, com o objetivo de sintetizar
derivados da substancia indan-1,3-diona contendo grupos arilideno. Dentro
deste contexto, descreve-se neste capitulo o desenvolvimento de uma
metodologia, catalisada por ZrOCI,[8H,0, para a sintese de 2-arilideno indan-

1,3-dionas.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Generalidades Metodologicas

Os reagentes utilizados para a sintese dos compostos foram de grau
P.A. e foram utilizados sem nenhuma prévia purificacao.

As substéancias indan-1,3-diona, 4-clorobenzaldeido, 4-
bromobenzaldeido, 4-nitrobenzaldeido, 4-fluorobenzaldeido, 4-
metoxibenzaldeido, 1,3-benzodioxol-5-carbaldeido (piperonal), benzaldeido, 4-
hidroxi-3-metoxibenzaldeido, furan-2-carbaldeido (furfuraldeido), 4-
cianobenzaldeido, 4-dimetilaminobenzaldeido, 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, 3,4-
dimetoxibenzaldeido, 4-hidroxibenzaldeido, 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido,
3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido, cloreto de zirconila octaidratado (ZrOCI,-8H,0)
e solucdo de BBr; 1,0 mol L* em diclorometano foram adquiridas
comercialmente da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos) e utilizados
sem prévia purificacdo. Diclorometano, etanol, acetona, acetato de etila e
hexano foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

A secagem do solvente diclorometano foi realizada adicionando-se
peneira molecular 4A ao solvente. A mistura foi mantida sob agitacéo

magneética por 24 horas a temperatura ambiente e sob atmosfera de nitrogénio.
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ApoOs este periodo, o solvente foi filtrado e armazenado em um frasco ambar
contendo peneira molecular 4A e sob atmosfera de nitrogénio.

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio. Apds a eluicédo, as placas de CCD foram observadas sob luz
ultravioleta (A = 254 nm), ndo sendo realizada revelacéao por agentes quimicos.

Os solventes utilizados nas recristalizacbes foram usados sem prévia
purificacao.

Os espectros no infravermelho (1) foram obtidos empregando-se a
técnica reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660 com
acessorio GladiATr.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 MHz) e de carbono (RMN de *C, 75 MHz) foram obtidos em um
espectrometro VARIAN MERCURY 300. Foram utilizados como solventes
cloroférmio (CDClIs) e dimetilsulfoxido (DMSO-dg) deuterados. As constantes de
acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-302

e ndo foram corrigidas.

2.2.2. Difracdo de Raios X por monocristal (DRXM)

A determinagcdo das celas unitarias foi conduzida no Grupo de
Cristalografia do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goias. Os
monocristais isolados das amostras dos compostos 1, 6, 11 e 15 (estruturas
apresentadas na Figura 2.4, pg. 52) foram submetidos a analise por DRXM em

temperatura ambiente (296 = 1 K) em um difratdmetro APEX Il QUAZAR Bruker
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AXS™. Este difratbmetro possui um detector por area, monocromador de
espelhos em multicamadas, microfonte de raios X IuS™ equipada com dupla
fonte de tubos selados, sendo uma de cobre e outra de molibdénio. Para a
coleta de dados utilizou-se fonte de molibdénio, MoKa (I = 0,71073 A).

Em um primeiro momento, 0S monocristais isolados tiveram a
monocristalinidade verificada em um microscopio com polarizador e analisador
acoplados. As amostras foram submetidas a pré-coleta para verificar a cela
unitaria antes da coleta completa de dados. Os parametros de cela foram
determinados a partir de um conjunto de 36 imagens capturadas em modo de
varredura em w sob rotacdo de 0,5° e tempo de exposicdo ao feixe de raios X
de 10 segundos. Os parametros de cela da amostra 11 foram coincidentes
(diferencas inferiores a 102 A e a 10 ° para as dimensées e angulos da cela
unitaria, respectivamente) com aqueles reportados previamente para a
estrutura esperada (MAGOMEDOVA et al.,, 1980), confirmando portanto a
geometria intramolecular bem como o arranjo intermolecular da substancia em
guestao.

A coleta das intensidades das amostras 1, 6 e 15 (conjunto completo de
dados) envolveu técnicas de varredura em ¢ e em w, com tempo de exposicéo
ao feixe de raios X de 20 segundos em todas as resolugcdes. A estratégia de
coleta das reflexdes foi calculada com uma redundancia igual a 3 para
reflexdes cujos indices remetem a uma resolucdo de 0,78 A, com uma razdo
entre reflexdes coletaveis e possiveis de serem coletadas de 100% para esta
resolucéo. Apos a coleta dos dados completos, as reflexdes foram indexadas,
integradas e corrigidas por fatores de escala fisicos e geométricos, e

cristalograficos, devido as equivaléncias por simetria do sistema do grupo de
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ponto. Assim, foi possivel obter reflexbes independentes que foram utilizadas
para determinacao do grupo espacial, solucdo e refinamento da estrutura. Todo
procedimento descrito foi realizado com auxilio dos programas Bruker Saint e
SADABS.

Os meétodos diretos foram utilizados para resolver as estruturas usando
o programa SIR2004(BURLA et al., 2005). Nas solu¢fes obtidas, os atomos de
cloro, oxigénio e carbono foram localizados em mapa de densidade eletrénica
calculado por sintese de Fourier usando o programa citado anteriormente. As
estruturas foram refinadas usando o programa SHELXL-97(SHELDRICK,
1997). O método dos minimos quadrados de matriz completa foi utilizado para
todos os ciclos de refinamentos das estruturas, e as diferencas entre os fatores
de estrutura observados e calculados, em F?, foram minimizadas. Estes
programas foram acessados por meio da interface de programas de
cristalografia  WIinGX(FARRUGIA, 1999). Parametros anisotropicos de
deslocamento  térmico foram refinados para o0s atomos nao-
hidrogendides. Posic¢des fixas e parametros térmicos isotrépicos fixos [Uiso (H) =
1,2 Ueq (Csp?) OU 1,5 Ugq (Csp° 0u O)] foram adotados para os atomos de
hidrogénio acompanhando as posi¢cdes dos carbonos aos quais foram ligados.
A unidade assimétrica dos compostos € mostrada na Figura 2.3 (pg. 18),
enquanto que um sumario da coleta e processamento dos dados é exibido na
Tabela 2.1 (pg. 19) junto aos parametros estatisticos do refinamento.
Comprimentos e angulos de ligacdo e angulos torsionais sdo mostrados nas
Tabelas 2.2, 2.3, 24, 25, 2.6, 2.7 e 2.8 (pg. 21-27), respectivamente. As

numeragfes dos atomos de carbono e hidrogénio apresentadas nas Tabelas
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2.2-2.8 estdo em acordo com as numeracdes dos atomos das unidades

assimétricas mostradas na Figura 2.3.

Figura 2.3 - Unidade assimétrica dos compostos 1, 6 e 15. Atomos n&o
hidrogendides sao representados por elipséides a uma probabilidade de 50%.
Atomos de hidrogénio sdo representados por esferas de raio arbitrario. A
numeragdo dos atomos das unidades assimétricas de 1 e 15 segue aquela
mostrada para o composto 6, exceto pelos seus atomos exclusivos, 0s quais

estéo rotulados na figura.
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Tabela 2.1 - Constantes de cela e determinacao estrutural das amostras determinadas por DRXM

1 6 15

Férmula minima C16HoCIO, C17H1,03 Cig His Os
Massa da féormula minima (g/mol) 268,68 264,27 310,29
Dimensoes do cristal (mm?®) 0,22 x 0,09 x 0,08 0,20 x 0,15 x 0,06 0,30 x 0,12 x 0,10
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P2, P-1 P2,/c
zZlz 2/1 2/1 4/1
Temperatura (K) 296(1) 296(1) 296(1)
Dimensdes da cela unitaria a(A) 11,0437(3) 7,5194(13) 7,221(4)

b (A) 4,83950(10) 7,9652(16) 13,900(7)

c (A 12,7990(4) 12,281(2) 14,418(7)

a(®) 90 96,182(6) 90

B(°) 114,373(2) 95,568(6) 101,83(3)

e) 90 116,828(6) 90
Volume da cela unitaria (A®) 623,09(3) 643,7(2) 1416,5(13)
Densidade calculada (g/cm®) 1,432 1,363 1,455
Coeficiente de absorcéo p (mm™) 0,299 0,093 0,107
Intervalo em &°) 1,75 -25,35 1,69 — 25,24 2,06 — 25,46
Intervalo dos indices h -13a13 -9a8 -8a8

k -5ab -9a9 -16 a 16

| -15a 15 -14a14 -17a 16
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Tabela 2.1 — Continuacao

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
indice de simetria (Rin)
Completeza para 6ax.

I:000

Parametros refinados
Qualidade do ajuste sobre F*
indice residual para 1>20(1)
indice residual para todos os
dados

DPwax | Dpmin (/A7)

Numero de depdésito no CSD

8160
2280
0,0430
99,8
276
172
1,103
0,0391
0,1035

0,414 /-0,289
1483268

7523

2299

0,0183

99,0

276

182

1,077

R1 =0,0398
wR2 =0,1232

0,122 /-0,176
1416384

7702
2486
0,0734
95,0
648
209
0,994
0,0769
0,2765

0,393/-0,421
1483267
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Tabela 2.2 — Comprimentos de ligacdo (A) das substancias 1, 6 e 15

determinadas por DRXM

Composto

Ligacao 1 6 15
O1-C1 1.212(3) 1,221(2) 1.208(5)
02-C3 1.215(3) 1,2164(19) 1.218(5)
0O3(Cl1)-C14 1.740(3) 1,356(2) 1.348(5)
03-C17 - 1,425(2) -
04-C13 - - 1.356(5)
04-C17 - - 1.416(5)
05-C15 - - 1.360(5)
05-C18 - - 1.423(5)
C1-C9 1.484(3) 1.479(2) 1.493(6)
C2-C1 1.484(3) 1,486(2) 1.475(6)
C2-C10 1.346(3) 1.358(2) 1.357(6)
C3-C2 1.495(3) 1,484(2) 1.480(6)
C4-C3 1.483(3) 1.494(2) 1.476(6)
C4-C5 1.384(3) 1.385(2) 1.389(6)
C5-C6 1.368(4) 1.384(3) 1.380(7)
C6-C7 1.402(4) 1.384(3) 1.381(7)
C8-C7 1.380(4) 1.381(3) 1.376(7)
C8-C9 1.384(4) 1.387(2) 1.372(6)
C9-C4 1.389(3) 1.389(2) 1.375(6)
C10-C11 1.455(3) 1,442(2) 1.456(6)
Cl1-C12 1.406(3) 1,399(2) 1.401(6)
C11-Ci16 1.391(3) 1,403(2) 1.385(6)
Cl12-C13 1.366(4) 1,380(2) 1.383(6)
C14-C13 1.376(4) 1,387(2) 1.378(6)
C15-C14 1.383(3) 1,393(2) 1.414(6)
C16-C15 1.377(4) 1,372(2) 1.369(5)
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Tabela 2.3 — Angulos de ligacéo (°) do composto 1 determinados por DRXM

Angulo Valor em °
C(13)-C(14)-C(15) 121,02
C(13)-C(14)-CI(1) 119,77(19)
C(15)-C(14)-CI(1) 119,27(19)
C(16)-C(15)-C(14) 119,3(2)
C(15)-C(16)-C(11) 121,2(2)
(16)-C(11)-C(12) 117,8(2)
C(16)-C(11)-C(10) 125,7(2)
C(12)-C(11)-C(10) 116,5(2)
C(2)-C(10)-C(11) 134,3(2)
C(10)-C(2)-C(1) 119,3(2)
C(10)-C(2)-C(3) 134,0(2)
C(1)-C(2)-C(3) 106,7(2)
0(2)-C(3)-C(4) 124,5(2)
0(2)-C(3)-C(2) 129,1(2)
C(4)-C(3)-C(2) 106,4(2)
C(5)-C(4)-C(9) 120,9(2)
C(5)-C(4)-C(3) 128,7(2)
C(9)-C(4)-C(3) 110,4(2)
C(6)-C(5)-C(4) 118,0(3)
C(5)-C(6)-C(7) 121,7(2)
C(13)-C(12)-C(11) 121,3(2)
C(12)-C(13)-C(14) 119,4(2)
C(8)-C(9)-C(4) 121,0(2)
C(8)-C(9)-C(1) 129,9(2)
C(4)-C(9)-C(1) 109,1(2)
0(1)-C(1)-C(9) 125,3(2)
0(1)-C(1)-C(2) 127,3(2)
C(9)-C(1)-C(2) 107,43(19)
C(7)-C(8)-C(9) 118,2(3)

C(8)-C(7)-C(6) 120,2(3)




Tabela 2.4 — Angulos de ligacéo (°) do composto 6 determinados por DRXM

Angulo Valor em °
01-C1-C2 126,74(16)
01-C1-C9 125.68(16)
02-C3-C2 129,33(15)
02-C3-C4 124,49(15)
03-C14-C13 124,72(16)
03-C14-C15 115,81(15)
C2-C10-C11 134,95(15)
C2-C3-C4 106,14(13)
C3-C2-C1 106,95(13)
C4-C9-C1 108.91(14)
C5-C4-C9 120.71(16)
C5-C4-C3 128.98(15)
C6-C5-C4 117.95(17)
C7-C6-C5 121.24(17)
C7-C8-C9 117.85(17)
C8-C7-C6 121.06(17)
C8-C9-C1 129.93(16)
C8-C9-C4 121.16(16)
C9-C1-C2 107.57(14)
C9-C4-C3 110.30(14)
C10-C2-C1 119,01(14)
C10-C2-C3 134,03(15)
C12-C11-C10 117,68(15)
C12-C13-C14 119,00(16)
C12-C11-Cl6 117,18(15)
C13-C12-C11 122,59(16)
C13-C14-C15 119,47(15)
C14-03-C17 118,45(15)
C15-C16-C11 120,61(16)
C16-C11-C10 125,13(15)
C16-C15-C14 121,12(16)
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Tabela 2.5 — Angulos de ligacéo (°) do composto 15 determinados por DRXM

Angulo Valor em °
C(15)-0(5)-C(18) 116,4(3)
C(13)-0(4)-C(17) 117,9(3)
0(5)-C(15)-C(16) 125,1(4)
0(5)-C(15)-C(14) 114,0(3)
C(16)-C(15)-C(14) 120,8(4)
C(15)-C(16)-C(11) 119,8(4)
C(16)-C(11)-C(12) 119,4(4)
C(16)-C(11)-C(10) 123,9(4)
C(12)-C(11)-C(10) 116,7(4)
C(2)-C(10)-C(11) 135,0(4)
C(10)-C(2)-C(1) 118,0(4)
C(10)-C(2)-C(3) 135,4(4)
C(1)-C(2)-C(3) 106,6(4)
0(1)-C(1)-C(2) 127,6(4)
O(1)-C(1)-C(9) 125,0(4)
C(2)-C(1)-C(9) 107,4(3)
C(8)-C(9)-C(4) 121,1(4)
C(8)-C(9)-C(1) 130,4(4)
C(4)-C(9)-C(1) 108,5(4)
C(9)-C(8)-C(7) 118,7(5)
C(8)-C(7)-C(6) 120,3(5)
0(4)-C(13)-C(14) 115,6(4)
0(4)-C(13)-C(12) 124,9(4)
C(14)-C(13)-C(12) 119,5(4)
C(13)-C(12)-C(11) 121,0(4)
0(3)-C(14)-C(13) 117,7(4)
0(3)-C(14)-C(15) 122,8(4)
C(13)-C(14)-C(15) 119,5(4)
C(5)-C(6)-C(7) 121,4(5)
C(6)-C(5)-C(4) 117,6(5)
C(9)-C(4)-C(5) 120,8(4)
C(9)-C(4)-C(3) 110,6(4)
C(5)-C(4)-C(3) 128,6(4)
0(2)-C(3)-C(4) 124,4(4)
0(2)-C(3)-C(2) 128,7(4)

C(4)-C(3)-C(2) 106,9(4)




Tabela 2.6 — Angulos torsionais (°) do composto 1 determinados por DRXM

Angulo torsional Valor em °
C(13)-C(14)-C(15)-C(16) 1,8(4)
Cl(2)-C(14)-C(15)-C(16) -178,03(19)
C(14)-C(15)-C(16)-C(12) -0,4(4)
C(15)-C(16)-C(11)-C(12) -0,9(4)
C(15)-C(16)-C(11)-C(10) 178,9(2)
C(16)-C(11)-C(10)-C(2) -0,8(4)
C(12)-C(11)-C(10)-C(2) 179,0(3)
C(11)-C(10)-C(2)-C(2) -179,8(2)
C(11)-C(10)-C(2)-C(3) 0,8(5)
C(10)-C(2)-C(3)-0(2) -1,0(5)
C(1)-C(2)-C(3)-0(2) 179,6(3)
C(10)-C(2)-C(3)-C(4) 178,6(3)
C(1)-C(2)-C(3)-C(4) -0,9(3)
0(2)-C(3)-C(4)-C(5) 1,3(4)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -178,3(3)
0(2)-C(3)-C(4)-C(9) 179,6(3)
C(2)-C(3)-C(4)-C(9) 0,1(3)
C(9)-C(4)-C(5)-C(6) 0,2(4)
C(3)-C(4)-C(5)-C(6) 178,3(2)
C(4)-C(5)-C(6)-C(7) 0,4(5)
C(16)-C(11)-C(12)-C(13) 0,9(4)
C(10)-C(11)-C(12)-C(13) -179,0(2)
C(11)-C(12)-C(13)-C(14) 0,5(4)
C(15)-C(14)-C(13)-C(12) -1,9(4)
Cl(1)-C(14)-C(13)-C(12) 178,0(2)
C(5)-C(4)-C(9)-C(8) -1,0(4)
C(3)-C(4)-C(9)-C(8) -179,5(2)
C(5)-C(4)-C(9)-C(1) 179,2(2)
C(3)-C(4)-C(9)-C(1) 0,8(3)
C(8)-C(9)-C(1)-0(2) -0,8(4)
C(4)-C(9)-C(1)-0(2) 178,9(3)
C(8)-C(9)-C(1)-C(2) 179,0(2)
C(4)-C(9)-C(1)-C(2) -1,3(3)
C(10)-C(2)-C(2)-0(1) 1,5(4)
C(3)-C(2)-C(1)-0(2) -178,9(3)
C(10)-C(2)-C(1)-C(9) -178,2(2)
C(3)-C(2)-C(1)-C(9) 1,3(3)
C(4)-C(9)-C(8)-C(7) 1,3(4)
C(1)-C(9)-C(8)-C(7) -179,0(2)
C(9)-C(8)-C(7)-C(6) -0,8(4)
C(5)-C(6)-C(7)-C(8) -0,1(5)
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Tabela 2.7 — Angulos torsionais (°) do composto 6 determinados por DRXM.

Angulo torsional Valor em °
01-C1-C9-C4 -178,27(18)
01-C1-C9-C8 1,1(3)
02-C3-C2-C1 -174,12(16)
02-C3-C2-C10 7,2(3)
03-C14-C13-C12 -178,87(14)
C1-C2-C10-C11 -179,66(16)
C1-C9-C8-C7 -178,73(16)
C2-C1-C9-C4 1,11(19)
C2-C1-C9-C8 -179,56(16)
C2-C10-C11-C12 176,55(17)
C2-C10-C11-C16 -4,5(3)
C3-C2-C1-01 176,38(18)
C3-C2-C1-C9 -3,00(18)
C3-C2-C10-C11 -1,1(3)
C3-C4-C9-C1 1,25(18)
C3-C4-C9-C8 -178,15(14)
C4-C3-C2-C1 3,66(16)
C4-C3-C2-C10 -175,02(18)
C4-C9-C8-C7 0,5(3)
C5-C4-C3-02 -4,1(3)
C5-C4-C3-C2 178,01(16)
C5-C4-C9-C1 -179,76(15)
C5-C4-C9-C8 0,8(2)
C5-C6-C7-C8 0,0(3)
C6-C5-C4-C3 177,04(15)
C6-C5-C4-C9 -1,7(2)
C7-C6-C5-C4 1,3(3)
C9-C4-C3-02 174,81(15)
C9-C4-C3-C2 -3,10(16)
C9-C8-C7-C6 -1,0(3)
C10-C2-C1-01 -4,7(3)
C10-C2-C1-C9 175,92(14)
C10-C11-C16-C15 -178,04(14)
C10-C11-C12-C13 178,17(14)
Cl11-C12-C13-Ci14 -0,1(3)
C11-C16-C15-C14 0,0(3)
C12-C11-C16-C15 0,9(2)
C15-C14-C13-C12 1,1(2)
C16-C11-C12-C13 -0,8(2)
C16-C15-C14-03 178,91(14)
C16-C15-C14-C13 -1,0(3)
C17-03-C14-C13 5,7(3)
C17-03-C14-C15 -174,26(15)
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Tabela 2.8 — Angulos torsionais (°) do composto 15 determinados por DRXM.

Angulo torsional Valor em ° Angulo torsional Valor em °
C(18)-0O(5)-C(15)-C(16) 12,4(6) C(5)-C(4)-C(3)-O0(2) 1,8(6)
C(18)-0O(5)-C(15)-C(14) -168,9(3) C(9)-C(4)-C(3)-C(2) 0,3(4)
0(5)-C(15)-C(16)-C(11) 179,3(3) C(5)-C(4)-C(3)-C(2) -179,5(4)
C(14)-C(15)-C(16)-C(11) 0,7(5) C(10)-C(2)-C(3)-0(2) -0,8(7)
C(15)-C(16)-C(11)-C(12) 0,4(5) C(1)-C(2)-C(3)-O(2) 178,7(4)
C(15)-C(16)-C(11)-C(10) -178,5(3) C(10)-C(2)-C(3)-C(4) -179,4(4)
C(16)-C(11)-C(10)-C(2) -1,0(6) C(1)-C(2)-C(3)-C(4)  0,0(4)
C(12)-C(11)-C(10)-C(2) -179,8(4)

C(11)-C(10)-C(2)-C(2) 179,8(4)

C(11)-C(10)-C(2)-C(3) -0,7(7)

C(10)-C(2)-C(2)-0(1) -0,2(6)

C(3)-C(2)-C(1)-0(2) -179,8(4)

C(10)-C(2)-C(1)-C(9) 179,2(3)

C(3)-C(2)-C(1)-C(9) -0,4(4)

0(1)-C(2)-C(9)-C(8) -1,5(7)

C(2)-C(1)-C(9)-C(8) 179,0(4)

0(1)-C(2)-C(9)-C(4) -179,9(4)

C(2)-C(1)-C(9)-C(4) 0,6(4)

C(4)-C(9)-C(8)-C(7) -0,8(6)

C(1)-C(9)-C(8)-C(7) -179,1(4)

C(9)-C(8)-C(7)-C(6) 0,3(6)

C(17)-O(4)-C(13)-C(14) -177,5(3)

C(17)-0O(4)-C(13)-C(12) 1,7(5)

0(4)-C(13)-C(12)-C(11) -179,2(3)

C(14)-C(13)-C(12)-C(11) -0,1(5)

C(16)-C(11)-C(12)-C(13) -0,7(5)

C(10)-C(11)-C(12)-C(13) 178,2(3)

0(4)-C(13)-C(14)-0(3) 0,0(5)

C(12)-C(13)-C(14)-0(3) -179,2(3)

0(4)-C(13)-C(14)-C(15) -179,6(3)

C(12)-C(13)-C(14)-C(15) 1,1(5)

0(5)-C(15)-C(14)-0(3) 0,2(5)

C(16)-C(15)-C(14)-0(3) 178,9(3)

0(5)-C(15)-C(14)-C(13) 179,8(3)

C(16)-C(15)-C(14)-C(13) -1,5(5)

C(8)-C(7)-C(6)-C(5) 0,4(7)

C(7)-C(6)-C(5)-C(4) -0,5(6)

C(8)-C(9)-C(4)-C(5) 0,6(6)

C(1)-C(9)-C(4)-C(5) 179,3(3)

C(8)-C(9)-C(4)-C(3) -179,2(3)

C(1)-C(9)-C(4)-C(3) -0,6(4)

C(6)-C(5)-C(4)-C(9) 0,0(6)

C(6)-C(5)-C(4)-C(3) 179,8(4)

C(9)-C(4)-C(3)-0(2) -178,4(4)
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Os monocristais para analise por DRXM foram obtidos por meio de
recristalizacdo, com evaporacao lenta, utilizando os solventes diclorometano-
etanol 1:1 v/v para os compostos 1, 6 e 11 e acetona-diclorometano 1:1 v/v

para a substancia 15.

2.3. PROCEDIMENTOS SINTETICOS

2.3.1. Sintese dos derivados da indan-1,3-diona

Os compostos 1-16 (estruturas apresentadas na pg. 52) foram
sintetizados empregando-se condi¢des otimizadas de reacdo. Cada reacao foi
conduzida misturando-se a indan-1,3-diona (1) e um aldeido (1 mmol de cada
regente), 4 mol% do catalisador ZrOCl,-8H,O e 3 mL de agua. Todas as
reacOes foram realizadas a 85 °C. Detalhes a respeito do processo de

otimizacao sao descritos na pg. 45.

Sintese da 2-(4-clorobenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(1)*

A indan-1,3-diona (0,150 g, 1,00 mmol), o 4-clorobenzaldeido (0,143 g,
1,00 mmol), ZrOCl,[8H,0 (0,012 g, 0,04 mmol) e 3,00 mL de agua destilada
foram adicionados a um baldo de fundo redondo (10 mL). A mistura de reacao

foi aquecida a 85 °C e mantida sob agitacdo magnética durante 65 minutos. A

LA numeragdo das estruturas dos compostos 1-17 ndo corresponde aquela recomendada pela
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).
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reacao foi monitorada por CCD. Apdés o término da reacao, a mistura foi filtrada
a vacuo e o residuo foi lavado com etanol gelado. O composto 1 foi obtido com
68% de rendimento (0,182 g, 0,677 mmol) apds recristalizacdo com
diclorometano-etanol (1:1 v/v).

Caracteristica: so6lido amarelo.

CCD: R¢= 0,43 (hexano-acetato de etila 8:1 v/v).

Tf=176,3-177,8 °C.

IV (ATR) Vmax: 3092, 3061, 1725, 1685, 1573, 1072, 733, 427.0 espectro é
apresentado na Figura 2.5 (pg. 57)

RMN de H (300 MHz, CDCls) &: 7,47 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-2'/H6"); 7,81-7,83
(m, 3H, H-3/H-4/H-7"); 7,99-8,01 (m, 2H, H-2/H-5); 8,41 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
3'/H-5’). O espectro é apresentado na Figura 2.6 (pg. 58).

RMN de **C (75 MHz, CDCl;) &: 123,39; 123,41 (C-2/C-5); 129,1 (C-3'/C-5");
129,4 (C-1'); 131,5 (C-3/C-4); 135,3 (C-2'/C-6"); 135,5 (C-4'); 139,5 (C-1); 140,1
(C-6); 142,5 (C-8); 1451 (C-7'); 188,9 (C-9); 189,9 (C-7).0 espectro é

apresentado na Figura 2.7 (pg. 59).

Os compostos 2-16 foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para o preparo do composto 1. Na Tabela 2.9 (pg. 30)
estdo apresentadas as informacdes relativas as reacdes realizadas para o
preparo dos compostos 2-16. Os compostos hidroxilados foram recristalizados

com 0S solventes acetona-dicloromentano (1:1 vIV).
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Tabela 2.9 - Informacdes relativas as reacgdes realizadas para o preparo dos compostos 2-16

O O

ZrOCl,.8H,0 R
+ RCHO - —
85 °C, H,0

o} o}
(2-16)
. Tempo de Massa de
Composto R Quaptldadeade reacao produto obtida ~ Rendimento (%) °
aldeido (g) .
(minutos) (9)

2 @E— 0,106 45 0,124 53
3 Br—Qé- 0,185 20 0,201 64
4 OZN—QE— 0,151 10 0,266 81
5 FO%— 0,129 10 0,185 73
6 H3c0-®§— 0,136 20 0,206 78
7 0@5' 0,151 10 0,189 68

Lo

HO S
8 0,152 20 0,240 86

H,CO
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Tabela 2.9 — Continuacao

Quantidade de Tempo de Massa de
Composto R . a reacao produto obtida ~ Rendimento (%) °
aldeido (g) .
(minutos) (9)
o)
9 Ug 0,097 10 0,194 87
10 NC«@?- 0,131 20 0,216 83
11 (Hgo)zN—@g- 0,149 20 0,190 69
H5CO
12 H;CO - 0,196 20 0,292 90
H,CO
H,CO
13 0,168 20 0,278 95
HCO -
14 HoOg- 0,125 15 0,190 76
H5CO
15 HO & 0,186 20 0,245 79
H,CO
HO
16 0,154 10 0,194 70

H3CO—®§-

2 As reagdes foram conduzidas utilizando-se 1,00 mmol do aldeido; ° Os rendimentos foram calculados a partir das massas dos
produtos obtidas a partir do processo de recristalizacao.



As estruturas dos compostos 2-16 sdo suportadas pelos dados

apresentados a seguir.

2-benzilideno- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(2)

Caracteristica: sélido amarelo.
CCD: R¢= 0,70 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tf = 150,6-150,8 °C.

IV (ATR) Vmax: 3066, 3026, 1726, 1681, 1609, 1584, 1564, 732, 683. O
espectro é apresentado na Figura 1 pg. 125 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDClj) 6: 7,48-7,58 (m, 3H,H-2'/H-6'/H-4’); 7,78-7,84
(m, 2H, H-3/H-4); 7,89 (s, 1H, H-7’); 7,98-8,04 (m, 2H, H-2/H-5); 8,44-8,46 (m,
2H, H-3'/H-5"). O espectro € apresentado na Figura 2 pg. 126 do anexo.

RMN de C (75 MHz, CDCls) & 123,3 (C-2); 123,4 (C-5); 128,8 (C-3'/C-5');
129,2 (C-8); 133,1 (C-1'); 133,2 (C-4’); 134,1 (C-2'/C-6’); 135,1 (C-3); 135,3 (C-
4); 140,0 (C-1); 142,5 (C-6); 146,9 (C-7’); 188,9 (C-9); 190,2 (C-7). O espectro

€ apresentado na Figura 3 pg. 127 do anexo.

2-(4-bromobenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(3)
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Caracteristica: sé6lido amarelo.
CCD: R¢= 0,38 (hexano-acetato de etila 8:1 v/v).

Tf = 169,7-170,3 °C.

IV (ATR) Vmax: 3088, 3055, 1725, 1685, 1574, 1069, 504.0 espectro é
apresentado na Figura 4 pg. 128 do anexo.

RMN de H (300 MHz, CDCl3) &: 7,63 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2'/H6"); 7,79 (s, 1H,
H-7"); 7,81-7,83 (m, 2H, H-3/H-4); 7,99- 8,02 (m, 2H, H-2/H-5); 8,32 (d, 2H, J =
8,7 Hz, H-3'/H-5’). O espectro é apresentado na Figura 5 pg. 129 do anexo.
RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 123,41; 123,43 (C-2/C-5); 128,3 (C-4"); 129,6
(C-8); 131,9 (C-1'); 132,1 (C-3/C-4); 135,4 (C-3'/C-5’); 135,5 (C-2'/C-6); 140,1
(C-1); 142,5 (C-6); 145,2 (C-7"); 188,9 (C-9); 189,9 (C-7) . O espectro €

apresentado na Figura 6 pg. 130 do anexo.

2-(4-nitrobenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(4)

Caracteristica: sélido amarelo.

CCD: R¢= 0,26 (hexano-acetato de etila 8:1 v/v).
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Tf = 233,1-233,6 °C.

IV (ATR) Vmax: 3109, 3076, 1732, 1688, 1566, 1514, 1345, 857.0 espectro &
apresentado na Figura 7 pg. 131 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de) &: 7,93 (s, 1H, H-7'); 7,96-8,04 (m, 4H, H-
2/H-3/H-4/H-5); 8,33 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-2'/H-6"); 8,58 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-
3'/H-5’). O espectro é apresentado na Figura 8 pg. 132 do anexo.

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-dg) &: 123,79; 123,86 (C-3'/C-5'/C-2/C-5); 132,9
(C-8); 134,6 (C-2'/C-6'); 136,7 (C-4); 136,8 (C-3); 138,9 (C-1'); 140,2 (C-1);
142,0 (C-6); 142,6 (C-7’); 149,3 (C-4’); 188,6 (C-9); 189,2 (C-7).0 espectro é

apresentado na Figura 9 pg. 133 do anexo.

2-(4-fluorobenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(5)

Caracteristica: sélido amarelo.
CCD: R¢= 0,38 (hexano-acetato de etila 8:1 v/v).

Tf =181,7 °C. Nao foi observada uma faixa de fusao.

IV (ATR) Vmax: 3073, 3039, 1729, 1689, 1578, 1199, 834. O espectro é
apresentado na Figura 10 pg. 134 do anexo.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 7,18 (tap, 2H, J = 8,7 Hz, H-3'/H-5'); 7,79 (s,

1H, H-7"); 7,80-7,83 (m, 2H, H-3/H-4); 7,96-8,03 (M, 2H, H-2/H-5); 8,52 (ddap,
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2H, J; = 8,7 Hz, J, = 5,6 Hz, H-2'/H-6"). O espectro é apresentado na Figura 11
pg. 135 do anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) &: 116,1 (d, ?Jc.r = 21,8 Hz, C3'/C-5"); 123,32;
123,34 (C-2/C-5); 128,6 (C-8); 129,6 (d, “Jc.r = 3,0 Hz, C-1'); 135,3 (C-3); 135,4
(C-4); 136,9 (d,%Jcr = 9,0 Hz, C-2'/C-6"); 140,0 (C-1); 142,4 (C-6); 145,4 (C-7’);
165,6 (d, YJce = 255,8 Hz, C-4’); 189,1 (C-9); 190,1 (C-7).0 espectro é

apresentado na Figura 12 pg. 136 do anexo.

2-(4-metoxibenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(6)

Caracteristica: soélido amarelo.
CCD: Rf= 0,31 (hexano-acetato de etila 8:1 v/v).

Tf = 155,3-156,8 °C.

IV (ATR) Vvmax: 3093, 3043, 2981, 1718, 1681, 1247, 1268, 1177, 1020, 1511,
833, 730. O espectro € apresentado na Figura 13 pg. 137 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,90 (s, 3H,0CHs); 7,00 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-
3'/H-5); 7,76-7,80 (m, 2H, H-3/H-4); 7,83 (s, 1H, H-7’); 7,93-8,00 (m, 2H, H-2/H-
5); 8,53 (d, 2H, J = 9,0 Hz, H-2'/H-6"). O espectro é apresentado na Figura 14
pg. 138 do anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) &: 55,6 (OCHs); 114,4 (C-3'/C-5'); 123,0 (C-2/C-

5); 126,4 (C-1') 126,5 (C-8); 134,8 (C-4); 135,0 (C-3); 137,1 (C-2'/C-6"); 139,9
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(C-1); 142,3 (C-6); 146,8 (C-7); 164,0 (C-4); 189,4 (C-9); 190,7 (C-7).0

espectro é apresentado na Figura 15 pg. 139do anexo.

2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)-  1H-indeno-1,3( 2H)-diona(7)

Caracteristica: sélido amarelo.
CCD: R¢= 0,26 (hexano-acetato de etila 8:1 v/v).

Tf = 207,1-207,8 °C.

IV (ATR) Vmax: 3099, 3075, 2908, 1715, 1673, 1562, 1276, 929, 724.0 espectro
€ apresentado na Figura 16 pg. 140 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 6,09 (s, 2H,CH>); 6,93 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-
3); 7,77-7,82 (m, 4H, H-3/H-4/H-2'/H-7"); 7,94-8,00 (m, 2H, H-2/H-5); 8,51 (d,
1H, J =1,5 Hz, H-6"). O espectro é apresentado na Figura 17 pg. 141 do anexo.
RMN de *C (75 MHz, CDCls) & 102,1 (CH,); 108,6 (C-6'); 112,8 (C-3');
123,13; 123,10 (C-2/C-5); 126,8 (C-8); 128,1 (C-1’); 132,9 (C-2'); 134,9 (C-3);
135,1 (C-4); 139,9 (C-1); 142,4 (C-6); 146,9 (C-7); 148,1 (C-5'); 152,4 (C-4');
189,3 (C-9); 190,6 (C-7).0 espectro é apresentado na Figura 18 pg. 142 do

anexo.

2-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(8)
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Caracteristica: sé6lido amarelo.
CCD: R¢= 0,35 (hexano-acetato de etila 2:1v/v).

Tf = 215,6-216,4 °C.

IV (ATR) Vmax: 3535-3316 (banda larga), 3085, 2974, 1719, 1679, 1572, 1278,
1255, 1154, 1017, 731. O espectro é apresentado na Figura 19 pg. 143 do
anexo.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) &: 3,90 (s, 3H, OCHs); 6,93 (d, 1H, J = 8,4
Hz, H-5"); 7,72 (s, 1H, H-7’); 7,86-7,94 (m, 5H, H-2/H-3/H-4/H-5/H-6"); 8,68 (d,
1H, J = 1,8 Hz, H-2"). O espectro é apresentado na Figura 20 pg. 144 do anexo.
RMN de *3C (75 MHz,DMSO-dg) &: 56,1 (OCHs); 116,1 (C-2); 117,2 (C-5");
123,1 (C-2); 123,2 (C-5); 125,4 (C-6'); 125,5 (C-1'); 132,1 (C-8); 135,8 (C-3);
135,9 (C-4); 139,6 (C-1); 142,1 (C-6); 147,3 (C-7’); 147,8 (C-4"); 153,7 (C-3');
189,6 (C-9); 190,4 (C-7).0 espectro € apresentado na Figura 21 pg. 145 do

anexo.

2-(furan-2-ilmetileno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(9)
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Caracteristica: soélido amarelo.
CCD: R¢= 0,65 (hexano-acetato de etila 2:1v/v).

Tf = 202,1-203,4 °C.

IV (ATR) Vmax: 3138, 3099, 1725, 1681, 1585, 1462, 1346, 1158, 733.0
espectro € apresentado na Figura 122 pg. 146 do anexo.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) &: 6,68-6,80 (m, 1H, H-3'); 7,75-7,81 (m, 4H, H-
3/H-4/H-2'/H-5"); 7,95-7,98 (m, 2H, H-2/H-5); 8,54-8,61 (m, 1H, , H-4’). O
espectro € apresentado na Figura 23 pg. 147 do anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) &: 114,6 (C-2'); 122,9 (C-2); 123,1 (C-5); 124,8
(C-3'); 129,3 (C-5'); 134,9 (C-3); 135,1 (C-4); 140,4 (C-1); 142,3 (C-6); 149,0
(C-4); 151,4 (C-1); 188,9 (C-9); 190,1 (C-7).0 espectro é apresentado na
Figura 24 pg. 148 do anexo. O sinal para C-8 néo foi observado no espectro de

RMN de *3C.

4-((1,3-dioxo- 1H-inden-2( 3H)-ilideno)metil)benzonitrila(10)

Caracteristica: sélido amarelo.
CCD: R¢= 0,55 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tf = 233,6-235,2 °C.

IV (ATR) Vmax: 3099, 3053, 2226, 1726, 1684, 1586, 842, 730. O espectro &

apresentado na Figura 25 pg. 149 do anexo.
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) &: 7,88 (s, 1H,H-7"); 7,95-8,06 (m, 6H, H-2/H-
3/H-4/H-5/H-2’/H-6); 8,53 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-3'/H-5). O espectro é
apresentado na Figura 26 pg. 150 do anexo.

RMN de **C (75 MHz, DMSO-d¢) &: 114,4 (C-4’); 118,8 (CN); 123,7 (C-2);
123,8 (C-5); 132,4 (C-8); 132,7 (C-2'/C-6’); 133,9 (C-3'/C-57); 136,6 (C-3); 136,7
(C-4); 137,2 (C-17); 140,1 (C-1); 142,5 (C-6); 142,7 (C-77); 188,6 (C-9); 189,2

(C-7). O espectro € apresentado na Figura 27 pg. 151 do anexo.

2-(4-(dimetilamino)benzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(11)

Caracteristica: solido vermelho.
CCD: Rf= 0,40 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tf = 180,1-181,5 °C.

IV (ATR) vmax: 3080, 3032, 2927, 1709, 1665, 1613, 1555, 1518, 1330, 1186,
815, 722.0 espectro € apresentado na Figura 28 pg. 152 do anexo.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) &: 3,11 (s, 6H,N(CHs).); 6,71 (d, 2H, J = 9,1 Hz,
H-3'/H-5"); 7,67-7,71 (m, 2H, H-3/H-4); 7,75 (s, 1H, H-7); 7,87-7,94 (m, 2H, H-
2/H-5); 8,50 (d, 2H, J = 9,1 Hz, H-2'/H-6"). O espectro é apresentado na Figura
29 pg. 153 do anexo.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 40,0 (N(CHs),); 111,3 (C-3'/C-5); 121,9 (C-1");

122,4 (C-2/C-5); 122,9 (C-8); 134,0 (C-3); 134,3 (C-4); 137,9 (C-2'/C-6"); 139,8
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(C-1); 142,2 (C-6); 147,5 (C-7)); 153,9 (C-4); 189,9 (C-9); 191,7 (C-7). O

espectro é apresentado na Figura 30 pg. 154 do anexo.

2-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(12)

Caracteristica: solido laranja.
CCD: R¢= 0,53 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tf = 185,4-185,6 °C.

IV (ATR) Vmax: 3099, 3002, 2972, 2936, 1715, 1678, 1561, 1499, 1307, 1240,
1223, 1128, 732.0 espectro é apresentado na Figura 31 pg. 155 do anexo.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,98 (s, 3H,0CHz"); 3,99 (s, 6H, OCHa/
OCHz3"); 7,78-7,81 (m, 3H, H-3/H-4/H-7"); 7,95 (s, 2H, H-2'/H-6"); 7,97-7,99 (m,
2H, H-2/H-5). O espectro é apresentado na Figura 32 pg. 156 do anexo.

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) &: 56,3 (OCHs/OCH5"); 61,0 (OCHz"); 112,0 (C-
2'/C-6"); 123,1 (C-2); 123,2 (C-5); 127,7 (C-1); 128,4 (C-8); 135,0 (C-3); 135,2
(C-4); 139,8 (C-1); 142,4 (C-6); 143,0 (C-4"); 147,3 (C-7’); 152,8 (C-3'/C-5");
189,4 (C-9); 190,4 (C-7). O espectro é apresentado na Figura 33 pg. 157 do

anexo.

2-(3,4-dimetoxibenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(13)
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Caracteristica: soélido amarelo.
CCD: R¢= 0,48 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tf = 205,0-205,4 °C.

IV (ATR) Vmax: 3088, 3010, 2972, 1712, 1671, 1565, 1505, 1271, 1247, 1141,
1019, 736.0 espectro é apresentado na Figura 34 pg. 158 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) &: 3,97 (s, 3H,0CHs'); 4,07 (s, 3H,0CHs); 6,95
(d, 1H, J = 8,4 Hz, H-5"); 7,71-7,83 (m, 4H, H-3/H-4/H-6'/H-7"); 7,95-7,99 (m,
2H, H-2/H-5); 8,83 (dap, 1H, J = 1,5 Hz, H-2"). O espectro é apresentado na
Figura 35 pg. 159 do anexo.

RMN de **C (75 MHz, CDCl5) &: 56,1 (OCHs/ OCHs'); 110,6 (C-5'); 115,5 (C-2);
122,9 (C-2); 123,0 (C-5); 126,4 (C-1'); 126,9 (C-8); 131,3 (C-6); 134,8 (C-3);
135,0 (C-4); 139,8 (C-1); 142,3 (C-6); 147,4 (C-7’); 148,8 (C-3"); 153,9 (C-4"),
189,7 (C-9); 190,7 (C-7). O espectro é apresentado na Figura 36 pg. 160 do

anexo.

2-(4-hidroxibenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(14)
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Caracteristica: sélido amarelo.
CCD: R¢= 0,38 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tf = 235,8-236,0 °C.

IV (ATR) Vmax: 3361-3043 (banda larga), 3059, 1715, 1655, 1547, 1505, 1204,
737. O espectro é apresentado na Figura 2.8 (pg. 62).

RMN de H (300 MHz, DMSO-dg) &: 6,92 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-3'/H-5'); 7,72 (s,
1H, H-7°); 7,86-7,92 (m, 4H, H-2/H-3/H-4/H-5); 8,50 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-2'/H-
6’); 10,86 (s, 1H, OH). O espectro é apresentado na Figura 2.9 (pg. 63).

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-dg) &: 116,4 (C-3'/C-5); 123,1 (C-2); 123,2 (C-5);
125,0 (C-1); 125,6 (C-8); 135,8 (C-3); 135,9 (C-4); 138,0 (C-2'/C-6'); 139,6 (C-
1); 142,0 (C-6); 146,7 (C-7"); 163,7 (C-4"); 189,4 (C-9); 190,4 (C-7). O espectro

é apresentado na Figura 2.11 (pg. 65).

2-(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzilideno)-  1H-indeno-1,3( 2H)-diona(15)

Caracteristica: solido laranja.

CCD: R¢= 0,20 (hexano-acetato de etila 2:1v/v).
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Tf = 222,4-223,1 °C.

IV (ATR) Vmax: 3545-3197 (banda larga), 3093, 3010, 2941, 1712, 1667, 1565,
1503, 1318, 1227, 1083, 732. O espectro é apresentado na Figura 37 pg. 161
do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg) &: 3,88 (s, 6H,0CHs/OCHg); 7,74 (s, 1H,
H7"); 7,85-7,93 (m, 4H, H-2/H-3/H-4/H-5); 8,13 (s, 2H, H-2'/H-6"). O espectro é
apresentado na Figura 38 pg. 162 do anexo.

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-dg) &: 56,5 (OCH3/OCHgz'); 113,2 (C-2'/C-6);
123,1 (C-2); 123,2 (C-5); 124,2 (C-1'); 125,7 (C-8); 135,8 (C-3); 135,9 (C-4);
139,6 (C-1); 142,2 (C-6); 143,1 (C-4’); 147,8 (C-7’); 147,9 (C-3'/C-5'); 189,7 (C-

9); 190,4 (C-7). O espectro é apresentado na Figura 39 pg. 163 do anexo.

2-(3-hidroxi-4-metoxibenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(16)

Caracteristica: sé6lido amarelo.
CCD: R¢= 0,28 (hexano-acetato de etila 2:1v/v).

Tf = 219,0-219,2 °C.

IV (ATR) Vmax: 3546-3288, 3072, 2989, 1718, 1681, 1574, 1498, 1276, 12109,
1137, 734. O espectro é apresentado na Figura 40 pg. 164 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg) &: 3,89 (s, 3H,0CHs); 7,09 (d, 1H, J = 8,6 Hz,
H-5'); 7,67 (s, 1H, H-7"); 7,87-7,95 (m, 5H, H-2/H-3/H-4/H-5/H-6"); 8,28 (dap, 1H,

J=1,9 Hz, H-2). O espectro é apresentado na Figura 41 pg. 165 do anexo.
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RMN de C (75 MHz, DMSO-d¢) &: 56,3 (CHs); 112,2 (C-2'); 120,3 (C-5');
123,2 (C-2/C-5); 126,4 (C-6"); 126,6 (C-1'); 130,0 (C-8); 135,9 (C-3); 136,1 (C-
4); 139,7 (C-1); 142,2 (C-6); 146,7 (C-7'); 146,9 (C-4’); 153,7 (C-3"); 189,3 (C-

9); 190,3 (C-7). O espectro é apresentado na Figura 42 pg. 166 do anexo.

Com o intuito de se obter um derivado diidroxilado, o composto 13 foi
submetido a uma reacéo de desmetilagcdo com solucdo de BBr; 1,00 mol L™ em

diclorometano (LIMA, 2014).

Sintese da 2-(3,4-diidroxibenzilideno)- 1H-indeno-1,3( 2H)-diona(17)

A um baldo bitubulado (150 mL), sob atmosfera de nitrogénio,
adicionaram-se o composto 13 (0,200 g; 0,679 mmol) juntamente com 5,0 mL
de diclorometano anidro. A mistura resultante foi mantida sob agitacéo
magneética e resfriada em banho de gelo por 40 minutos. Em seguida foram
adicionados, gota a gota, 2,7 mL de solucdo 1,00 mol L™ de BBr; em
diclorometano. Apos a adicdo, a mistura de reacédo foi mantida sob agitacéo por
24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 10,0 mL
de agua destilada e observou-se a formagcdo de um precipitado marrom. A
mistura resultante foi transferida para um funil de separacao e a fase aguosa foi
extraida com acetato de etila (3 x 30,0 mL). Os extratos organicos foram
reunidos, e a fase organica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro,
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filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O composto 17 foi obtido como
um solido, ap6s lavagem com diclorometano e acetona, com 58% de
rendimento. (0,105 g; 0,394 mmol).

Caracteristica: so6lido amarelo.

CCD: R¢= 0,05 (hexano-acetato de etila 2:1 v/v).

Tf = 238,0-239,4 °C.

IV (ATR) Vmax: 3492-3109, 3093, 3039, 1720, 1666, 1555, 1384, 1182, 730. O
espectro € apresentado na Figura 43 pg. 167 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d¢) &: 6,89 (d, 1H, J = 8,1 Hz,H-5); 7,64 (s, 1H,
H-7’); 7,83 (dd, 1H, J; = 8,1 Hz, J, = 1,8 Hz, H-6"); 7,86-7,94 (m, 4H, H-2/H-3/H-
4/H-5); 8,32 (dap, 1H, J = 1,8 Hz, H-2"). O espectro é apresentado na Figura 44
pg. 168 do anexo.

RMN de *3C (75 MHz, DMSO-dg) &: 116,2 (C-5'); 121,0 (C-2); 123,1 (C-2/C-5);
125,2 (C-6'); 125,5 (C-1'); 130,7 (C-8); 135,7 (C-3); 135,9 (C-4); 139,6 (C-1);
142,1 (C-6); 145,7 (C-3"); 147,3 (C-7); 153,0 (C-4’); 189,4 (C-9); 190,5 (C-7). O

espectro é apresentado na Figura 45 pg. 169 do anexo.

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A etapa inicial do desenvolvimento desta investigacao cientifica consistiu
no desenvolvimento de uma metodologia, catalisada por ZrOCl,-8H,0, para a
sintese de 2-arilideno indan-1,3-dionas via reacdo de Knoevenagel. Conforme
comentado anteriormente, ndo ha relatos na literatura de processos catalisados
por ZrOCl,-8H,O para a sintese destas substancias. Para a otimizacdo das
condicbes, foi investigada a reacdo entre a indan-1,3-diona e o 4-

clorobenzaldeido de acordo com o Esquema 2.8 (pg. 46).
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Esquema 2.8 - Reacéo envolvida na otimizacdo das condicbes de reacédo de

Knoevenagel catalisadas por ZrOCl,-8H-0.

Nesse sentido, foram avaliados os seguintes parametros: quantidade
dos reagentes de partida (indan-1,3-diona e aldeido), quantidade do
catalisador, solvente e fontes de aquecimento (convencional e por micro-
ondas). Na Tabela 2.10 (pg. 47) estdo apresentados os resultados obtidos

neste processo de otimizacao.
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Tabela 2.10 - Otimizacao das condicdes de reacdo de Knoevenagel entre a indan-1,3-diona e o 4-clorobenzaldeido

Quantidade Quantidade

Experimento I\ic?t?e((j:?mento de reagente de catalisador Temgtér)a tra (Trﬁirp]St?)) Ren?oi/:;ento
(mmol) (mol%)

1 AC 11 4 85 70 33
% 2 AC 11,2 4 85 90 31
% 3 MO 1:1 4 85 10 24
%: 4 MO 1:1 4 85 30 36
g 5 AC 1:1 4 85 90 43

6 AC 11 4 85 65 68
7 MO 1:1 4 85 30 70
é 8 AC 11 i 85 420 27
% 9 AC 1:1 4 40 120 86
3 10 AC 1:1 4 ta. 480 83
§ 11 AC 1:1 2 85 110 84

12 AC 1:1 8 85 30 66

AC=aquecimento convencional; MO=aquecimento por micro-ondas



Conforme pode ser observado na Tabela 2.10 (pg. 47), a reacao foi
inicialmente realizada utilizando-se 1 mmol de cada reagente de partida (a
indan-1,3-diona e o 4-clorobenzaldeido), aguecimento convencional (85 °C), 4
mol% do catalisador e sem o uso de solvente (Experimento 1). Neste caso, 0
composto 1 foi obtido com 33% de rendimento apds 70 minutos de reacao. O
aumento da quantidade do aldeido (Experimento 2) ndo resultou em elevacéo
do rendimento do produto 1. Baseado nestes experimentos, todas as outras
reacoes foram realizadas empregando-se a proporcao de 1 mmol da indan-1,3-
diona e 1 mmol do 4-clorobenzaldeido.

Com o intuito de diminuir os tempos de reacdo e aumentar o rendimento,
outras reacoes foram conduzidas com aguecimento convencional em tubo
selado e com aquecimento por micro-ondas. Mantendo a mesma quantidade
de catalisador (4 mol%), a temperatura (85 °C) e nao utilizando solvente,
observou-se que o tempo para completar a reacdo em tudo selado
(Experimento 5) foi maior do que as reacdes conduzidas com aquecimento em
micro-ondas (10 e 30 min) (Experimentos 3 e 4). Entretanto, estas
modificacdes produziram o composto 1 com rendimentos variando de 24% a
43%.

Para melhorar o contato entre os reagentes, uma quantidade de 3,00 mL
de agua destilada (YANG et al.,, 2012) foi adicionada ao sistema. Foram
realizadas reacgOes utilizando aquecimento convencional e aquecimento por
microondas. Mantendo a mesma quantidade de catalisador (4 mol%), a
temperatura de 85 °C, observou-se que com o0 aquecimento convencional
(Experimento 6) ndo houve mudanga significativa no tempo de reacéo

comparativamente a reacdo realizada na auséncia de solvente (reducédo de
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tempo de 70 min para 65 min); porém, houve um aumento significativo no
rendimento da reacdo (de 33% para 68%). No experimento realizado com
aguecimento por micro-ondas (Experimento 7), observou-se uma diminui¢cdo no
tempo de reacdo (de 70 min para 30 min) e uma melhoria significativa do
rendimento da reacdo comparado a reacdo realizada com aquecimento
convencional e sem o uso de solvente (de 33% para 70%). Deve ser notado,
contudo, que ndo houve uma diferenca significativa de rendimento entre as
reacoes relacionadas aos Experimentos 6 e 7 (Tabela 2.10, pg. 47).

As reacdes conduzidas no solvente agua foram também avaliadas em
diferentes temperaturas. Para a reagdo entre a indan-1,3-diona e o 4-
clorobenzaldeido realizada a 40 °C (Experimento 9), observou-se um aumento
do rendimento do produto 1 comparado a reagdo realizada a 85 °C (de 68%
para 86%); no entanto, o tempo gasto para o término da reacao praticamente
dobrou (de 65 min para 120 min). Observou-se também um aumento do
rendimento do produto para reacdo realizada a temperatura ambiente
(Experimento 10) quando comparado a reacio realizada a 85 °C (de 68% para
83%). Entretanto, o tempo de rea¢éo passou de 65 minutos (temperatura de 85
°C) para 8 horas (480 min). Portanto, mesmo que rendimentos maiores tenham
sido alcancados a 40 °C e a temperatura ambiente, 0 menor tempo de reagdo
foi um fator importante para escolher 85 °C como a melhor temperatura.

Em relacdo a quantidade de catalisador, além da quantidade de 4 mol%,
foram feitas reacbes na auséncia de catalisador e empregando-se as
guantidades de 2 mol% e 8 mol%. Conforme pode ser observado na Tabela
2.10 (pg. 47), na auséncia de catalisador o produto de condensacéao 1 foi obtido

com um modesto rendimento de 27% apods 7 horas (420 minutos) de reacao
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(Experimento 8). Deste modo, comparando-se as informacdes dos
Experimentos 6 e 8, percebe-se o importante papel do catalisador nesta reacao
tanto com respeito ao tempo bem como com relacdo ao rendimento do produto
de condensacdo. A diminuicdo da quantidade de catalisador para 2 mol%
(Experimento 11) resultou em elevacdo do tempo de reacdo (110 minutos) e
maior rendimento (84%) comparativamente a reacdo realizada a 85 °C
(Experimento 6). Com respeito a reacdo na qual foi utilizada uma quantidade
de catalisador igual a 8 mol% (Experimento 12), o tempo gasto para o término
da reacdo foi reduzido praticamente pela metade em comparacdo ao
Experimento 6 (de 65 min para 30 minutos) e os rendimentos obtidos foram
praticamente idénticos. Observou-se, no entanto, que o0 processo de
elaboracdo desta reacao foi mais dificil uma vez que se observou a formacéo
de uma emulsédo na mistura de reacéao.

Assim sendo, as condi¢cdes de reacdo que foram escolhidas para a
preparacdo dos adutos de Knoevenagel mostrados na Figura 2.4 (pg. 52)
podem ser assim descritas: aquecimento convencional a temperatura de 85 °C;
uso de agua como solvente (3,00 mL); emprego de 4 mol% do catalisador
ZrOCI,[BH,0; os reagentes de partida indan-1,3-diona e o aldeido misturados
na propor¢cdo de 1 mmol:1 mmol. Estas condi¢cdes correspondem aquelas do
Experimento 6 da Tabela 2.10 (pg. 47).

Cabe salientar que, conforme observado na Tabela 2.10, alguns
Experimentos resultaram em rendimentos do produto 1 superiores aquele
observado no Experimento 6. No entanto, fatores como tempos de reacdo mais
prolongados ou a necessidade de utilizacdo de um instrumento mais sofisticado

(aquecimento com micro-ondas) foram importantes para que as condi¢cdes
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associadas ao Experimento 6 fossem escolhidas como as condi¢cdes
otimizadas para sintetizar os demais adutos de Knoevenagel descritos neste
trabalho.

A partir das condi¢cdes otimizadas de reacdo, uma série de 2-arilideno

indan-1,3-dionas (compostos 2-16, Figura 2.4, pg. 52) foram sintetizadas.
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Figura 2.4 - Estruturas das 2-arilideno indan-1,3-dionas sintetizadas.

Conforme pode ser percebido pela inspecdo da Figura 2.4, a
metodologia desenvolvida péde ser aplicada para a sintese de 2-arilideno inda-
1,3-dionas contendo grupos retiradores e doadores de elétrons ligados ao anel
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aromatico da porcédo arilideno. Merece destaque o fato de a metodologia
desenvolvida ser de facil execucdo, ndo utilizar solventes toxicos, néo
necessitar de precaucdes espécies (como por exemplo, uso de atmosfera
inerte e solventes anidros) para sua realizacao, utilizar um catalisador de baixo
custo e de facil manipulacdo. Além disso, a metodologia fornece produtos com
rendimentos sinteticamente Uteis. Conforme apresentado na Tabela 2.9 (pg.
30), os compostos foram sintetizados com rendimentos variando de 53 a 95% e
com tempos de reacao variando de 10 a 45 minutos.

Embora nenhum estudo tenha sido conduzido para elucidar o
mecanismo da reacdo catalisada por ZrOCIl,[8H,0O para a preparacdo das 2-
arilideno indan-1,3-dionas, uma proposta mecanistica que procura racionalizar
a formacdo destes compostos é apresentada no Esquema 2.9 (pg. 54)

(ILANGOVAN et al., 2011).
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Esquema 2.9 - Proposta de mecanismo para a sintese das 2-arilideno indan-

1,3-dionas.

De acordo com esta proposta, inicialmente ocorre uma adi¢cdo da indan-
1,3-diona, na sua forma endlica, ao aldeido que é ativado pelo ZrOCI,[8H,0,
gerando o intermediario I. ApGs transferéncias de protons, ocorre a perda de
uma molécula de agua que leva a formacao das 2-arilideno indan-1,3-dionas.

O tratamento do composto 13 com BBrsz (tribrometo de boro) levou a
formacéo do derivado diidroxilado 17 com 58% de rendimento. Cabe ressaltar
que a desmetilacdo mediada por BBr; consiste em uma metodologia bastante
eficaz e é amplamente utilizada para promover a clivagem de éteres (LIMA,
2014).

Os derivados arilideno da indan-1,3-diona tiveram suas estruturas

confirmadas por meio das espectroscopias no infravermelho e de ressonancia
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magnética nuclear (RMN de *C e 'H). A caracterizacdo dos compostos nao
sera discutida para todas as substancias da série sintetizada. Entretanto, os
dados que confirmam as estruturas das substancias 1-17 podem ser
encontradas na sec¢ao 2.3.1. Os espectros dos compostos estao disponiveis no
anexo (pg. 125 - pg. 169).

Considerando o composto 1, observam-se em seu espectro no
infravermelho (Figura 2.5, pg. 57) as bandas em 3092 e 3061 cm™ foram
atribuidas aos estiramentos de ligacdo C-H para carbonos com hibridizacéo
sp®. As bandas em 1684 e 1724 cm™ foram atribuidas aos estiramentos
simétrico e assimétrico do grupo carbonila e a banda em 1573 cm™ foi
relacionada ao estiramento da ligacdo C=C.

No espectro de RMN de *H do composto 1 (Figura 2.6, pg. 58), o dupleto
observado em oy 7,47 e integrado para dois atomos de hidrogénio (J = 8,4 Hz),
foi atribuido aos hidrogénios H-2' e H-6’. O multipleto observado em Jy 7,81-
7,83 e integrado para trés atomos de hidrogénio foi atribuido aos atomos de
hidrogénios aromaticos H-3 e H-4 e ao hidrogénio vinilico H-7’. Neste multipleto
ocorreu uma sobreposi¢ao do sinal do hidrogénio vinilico com os hidrogénios
aromaticos. O multipleto em 6y 7,99-8,01 e integrado para dois atomos de
hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios H-2 e H-5. O dupleto em oy 8,41 e
integrado para dois atomos de hidrogénio (J = 8,4 Hz), foi atribuido aos
hidrogénios H-3' e H-5". Os valores das constantes de acoplamento estdo em
concordancia com a literatura, uma vez que estdo dentro da faixa de valores
tipica para acoplamentos de hidrogénios em posicdo orto (Jore = 7-10 Hz)

(PAVIA et al., 2010).
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No espectro de RMN de'®*C (Figura 2.7, pg. 59), observa-se que o
namero de sinais esta compativel com a estrutura do composto. Os sinais para
os atomos de carbono ligados a atomos de hidrogénio foram observados em:
oc 123,39 e oc 123,41 (carbonos C-2 e C-5); dc 129,1 (dtomos C-3' e C-5"); dc
131,5 (carbonos C-3 e C-4); oc 135,3 (carbonos C-2' e C-6"); oc 145,1 (C-7°).
Os sinais dos carbonos C-1 e C-6 foram observados em Jc 139,5 e éc 140,1,
respectivamente. O sinal em Jc 129,4 foi atribuido ao atomo C-1'. O sinal J¢c
135,5 foi atribuido ao atomo de carbono C-4’, sendo este um valor tipico de
deslocamento quimico de carbono de aromético ligado diretamente a um
halogénio, neste caso o atomo de cloro (PRETSCH et al., 1989). O sinal em ¢
1425 foi atribuido ao C-8. E por fim, os sinais em Jc 188,9 e Jc 189,9 foram
atribuidos, respectivamente, aos atomos C-9 e C-7. Estes valores de
deslocamento quimico estdo compreendidos na faixa de valores tipicos para
atomos de carbono de grupos carbonila (155 a 220 ppm), confirmando a

presenca de dois grupos carbonila presentes na molécula (PAVIA et al., 2010).
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Tomando-se outro derivado para uma discussdo de seus dados
espectroscopicos, observa-se no espectro no infravermelho do composto 14
(Figura 2.8, pg. 62) uma banda larga em 3361-3043 cm™ referente ao
estiramento da ligacdo O-H que esta sobreposta a banda de estiramento de
ligacao C-H de carbonos sp? em 3058 cm™. A banda em 1655 cm™ foi atribuida
ao estiramento do grupo carbonila e as bandas em 1547 e 1505 cm™ foram
atribuidas ao estiramento da ligacdo C=C. Outra banda carcteristica deste
composto é referente ao estiramento da ligacdo C-O, que aparece em 1204 cm’
(BARBOSA, 2008).

No espectro de RMN de *H do composto 14 (Figura 2.9, pg. 63),

o

dupleto observado em Jy 6,92 e integrado para dois atomos de hidrogénio (J
8,7 Hz), foi atribuido aos hidrogénios H-3' e H-5'. O simpleto em 6y 7,72 e
integrado para um hidrogénio, foi atribuido ao hidrogénio vinilico H-7. O
multipleto observado em 4y 7,86-7,92 e integrado para quatro atomos de
hidrogénio foi atribuido aos hidrogénios aromaticos H-2, H-3, H-4 e H-5. Em
0n8,50, outro dupleto foi observado e integrado para dois atomos de
hidrogénios (J = 8,7 Hz), sendo atribuido aos hidrogénios H-2' e H-6'. O
simpleto que aparece em oy 10,86 e integrado para um atomo de hidrogénio, foi
atribuido ao hidrogénio do grupo O-H. Os valores das constantes de
acoplamento também estdo de acordo com a literatura, uma vez que estéo
dentro da faixa de valores tipica para acoplamentos de hidrogénios em posicéo
orto (Jorto = 7-10 Hz) (PAVIA et al., 2010). Para confirmar a existéncia do grupo
hidroxila na molécula, foi realizado um experimento de troca de hidrogénio por
deutério. Neste caso, duas gotas de agua deuterada (D,O) foram adicionadas

ao tubo de RMN contendo a solucdo do composto 14 em DMSO. Apds a
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agitacdo do tubo, outra analise via espectroscopia de RMN foi realizada e
observou-se no espectro (Figura 2.10, pg. 64), que o sinal do hidrogénio
referente ao grupo hidroxila desapareceu. De acordo com PAVIA et al. (2010),
houve uma troca do hidrogénio por deutério e este € um método geralmente
utilizado para identificar a absorcdo de O-H na espectroscopia de RMN de
hidrogénio.

No espectro de RMN de *3C (Figura 2.11, pg. 65), o sinal em dc 163,7 foi
atribuido ao carbono C-4’, sendo este um valor proximo do deslocamento
guimico de carbono de aromatico ligado diretamente a hidroxila (PRETSCHet
al., 1989). O sinal observado em Jc 116,4 foi atribuido aos carbonos C-3’ e C-5’
enquanto que o sinal em Jc 138,0 aos C-2’ e C-6'. Os sinais em dc 125,6 e dc
146,7 foram atribuidos aos carbonos C-8 e C-7’, respectivamente. Os sinais em

oc 189,4 e ¢ 190,4 foram atribuidos aos carbonos C-9 e C-7, respectivamente.
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As substancias 1, 6, 11 e 15(Figura 2.4 pg. 52) tiveram suas estruturas
cristalinas investigadas por difracao de raios-X por monocristal (DRXM).

O composto 11 ja possui estrutura cristalografica descrita na literatura
(MAGOMEDOVA et al., 1980). As informacdes cristalograficas pertinentes aos
compostos 1, 6 e 15 sédo descritas a seguir.

Os compostos 1, 6 e 15 cristalizaram nos grupos espaciais P2;, P-1 e
P2;/c, respectivamente, com uma molécula cristalograficamente independente.
Apesar dos diferentes substituintes nas posi¢ées 3, 4 e 5 do anel aromatico do
grupo arilideno, estas moléculas sao praticamente planares, o que pode ser
constatado pelo angulo entre os planos médios quadraticos calculados para a
porcao indan-1,3-diona e o anel benzénio da porc¢édo arilideno (0,64°, 6,58° e
1,89° para os compostos 1, 6 e 15, respectivamente). O empacotamento
cristalino dos compostos 1 e 6 séo estabilizados principalmente por ligagbes de
hidrogénio ndo classicas. Em 1, grupos CH aromaticos nas posic¢des 2 e 5 do
anel fenilico sdo doadores de ligagGes de hidrogénio para ambos os oxigénios
carbonilicos de moléculas vizinhas relacionadas por simetria roto-translacional
de segunda ordem (eixo 2;) (Figura 2.12, pg. 67). Este padrdo de interacdes
intermoleculares origina uma cadeia unidimensional infinita de moléculas de 1,
sendo esta a principal entidade supramolecular deste composto. Ja em 6, além
de dois grupos CH aromaticos, agora do nucleo indano-1,3-diona, ha também a
participagdo do grupo metila como doador de ligacdo de hidrogénio né&o
classica para um dos oxigénios carbonilicos, o qual, por sua vez, esta
envolvido em uma ligacdo de hidrogénio bifurcada (Figura 2.13, pg. 68). Ainda
na estrutura de 6, o oxigénio do grupo metoxila € também um receptor de

ligacdo de hidrogénio. Este padrdo de interagcbes intermoleculares conecta
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moléculas relacionadas por simetria translacional dentro uma camada
bidimensional infinita (Figura 2.13, pg. 68), originando uma estrutura cristalina
lamelar. O empacotamento cristalino de 15 € o Unico caracterizado pela
presenca de ligacdes de hidrogénio intermoleculares classicas, devido a
presenca de um grupo hidroxila na posicédo para do anel benzénico da porcéo
arilideno deste composto. Este grupo OH é doador de ligacdes de hidrogénio
para um dos oxigénios carbonilicos, estruturando, juntamente com uma ligagédo
de hidrogénio nao classica entre um grupo CH aromatico do nucleo indan-1,3-
diona e um oxigénio do grupo metoxila, uma cadeia unidimensional de
moléculas relacionadas por simetria roto-translacional de segunda ordem

(Figura 2.14, pg. 69).

Figura 2.12 - Cadeia unidimensional formada no empacotamento cristalino do
composto 1. Somente os atomos de hidrogénio envolvidos nas interagfes

intermoleculares (linhas pontilhadas pretas) sé&o exibidos.



Figura 2.13 - Camada bidimensional formada no empacotamento cristalino do
composto 6. Somente os atomos de hidrogénio envolvidos nas interacfes

intermoleculares (linhas pontilhadas pretas) sédo exibidos.
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Figura 2.14 - Cadeia unidimensional caracteristica do empacotamento cristalino
do composto 15. Somente os atomos de hidrogénio envolvidos nas interacdes

intermoleculares (linhas pontilhadas pretas) sédo exibidos.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA DAS 2-ARILIDENO
INDAN-1,3-DIONAS CONTRA A PROTEASE NS2B-NS3 DO
WEST NILE VIRUS E VIRUS DENGUE

3.1. INTRODUCAO

West Nile Virus (WNV)? é um arbovirus pertencente & familia Flaviridae,
do género Flavivirus e é principalmente transmitido por mosquitos da espécie
Culex. Ele foi isolado pela primeira vez a partir de uma paciente em estado
febril em Uganda em 1937. Aparentemente, este virus estava restrito a regides
da Africa, Asia e Oriente Médio, sendo introduzido posteriormente na Europa.
Acredita-se que essa disseminacdo tenha sido promovida por aves migratérias
provenientes da Africa. Em 1999, ele foi introduzido pela primeira vez nos
Estados Unidos, causando milhares de infeccdoes humanas devido a sua
crescente proliferacdo (SCHULLER et al.,, 2011; ZEINAD et al.,, 2004;
MUELLER et al., 2007; KANG et al., 2013).

No Brasil, em 2014, foi relatado o primeiro caso de infeccdo humana no
estado do Piaui (AGUIAR et al., 2015). O paciente desenvolveu encefalite, uma
das formas mais graves da doenca e é possivel que tenham ocorrido outros
casos de infeccdo em diferentes regides do pais, mas que ndo foram
diagnosticados (VIEIRA et al., 2015).

Além de mosquitos, o0 WNV pode infectar varias espécies de aves, nas

quais apresenta viremia elevada. Em humanos, equinos e animais domésticos

2 ™ ~ . ,
Optou-se por utilizar o nome ndo traduzido do virus.
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ele apresenta viremia baixa, ndo estando envolvidos no ciclo de vida do
parasita no meio ambiente (ZEINAD et al., 2004).

A transmissao do WNV também pode ocorrer por via oral, transfusdo de
sangue, transplante de 6rgdos, amamentacdo e, embora menos comum, por
transmissao intra-uterina (CORREA & VARELLA, 2008).

Cerca de 70% dos casos de infeccdo pelo WNV sdo assintomaticas,
mas quando sintomética, a infec¢do se caracteriza por febres, astenia, cefaléia,
artralgia e mialgia. Casos de surdez bilateral e complicacdes oculares também
foram atribuidos ao WNV. A forma mais severa da infeccdo causa meningite e
encefalite (CORREA & VARELLA, 2008; SCHULLER et al., 2011; BEHNAM et
al., 2015 ). A falta de uma vacina limita a profilaxia da doenca, mas para
cavalos, a vacina ja existe e ajuda no controle da doenca (CHANCEY et al.,
2015).

O genoma do WNV é composto por uma molécula de RNA de cadeia
simples de sentido positivo, a qual codifica trés proteinas estruturais (C, prM e
E) e sete nao-estruturais (NS1, NS2a, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NSb5)
(SCHULLER et al., 2011; MUELLER et al., 2007). A proteina NS3 precisa da
proteina NS2B como cofator para executar sua funcdo e junto com a NS5
formam o complexo de replicagdo do virus para amplificar o genoma viral.
Portanto, em principio, a inibicdo funcional destas proteinas e/ou perturbacdes
na replicacao viral, faz delas importantes alvos na busca de medicamentos
contra flavivirus como o0 WNV (MURRAY et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2014;
KANG et al., 2013).

O virus dengue (DENV), assim como WNV, também pertence a familia

Flaviridade, do género Flavivirus. Seu genoma também é composto por uma
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molécula de RNA de cadeia simples de sentido positivo, a qual codifica as
mesmas proteinas supracitadas (SCHULLER et al., 2011).

Existem quatro sorotipos do virus dengue, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, em adicdo a um quinto sorotipo emergente, sendo todos eles
transmitidos pelo Aedes aegypti e mais raramente pelo mosquito Aedes
albopictus (SCHULLER et al., 2011; BEHNAM et al., 2015).

A dengue é uma arbovirose que infecta milhares de pessoas ao redor do
mundo. A introducdo da dengue no Brasil, com confirmacgédo laboratorial, data
do inicio da década de 1980, em Boa vista, Roraima. Na ocasido foram
isolados os quatro sorotipos (DENV 1-4), com 11.000 casos confirmados. A
partir dai, o Brasil passou por diversos surtos epidémicos (VIANA & IGNOTTI,
2013).

Como doenga endémica ou pandémica reemergente, a dengue ocorre
basicamente em todas as regides tropicais e subtropicais do planeta. Essas
regibes sdo mais suscetiveis as alteracbes e variabilidades climaticas, ao
crescimento da populacdo e a urbanizacdo, que dentre outros, sdo os fatores
que contribuem para a proliferacdo e desenvolvimento do mosquito vetor
(VIANA & IGNOTTI, 2013).

“As principais formas clinicas da dengue séo a Dengue Classica (DC), a
Dengue com Complica¢des (DCC) e a Febre Hemorragica da Dengue (FHD),
podendo evoluir para a forma mais grave que é a Sindrome do Choque da
Dengue (SCD)” (DIAS et al., 2010).

Ha suspeitas de que a dengue também possa estar envolvida com
problemas neuroldgicos e neste sentido, alguns estudos vém sendo realizados

e investigados em pacientes infectados pelo virus DENV que apresentaram
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também disturbios do Sistema Nervoso Central. As taxas de mortalidade por
dengue neuroldgica variam em muitos paises e também variam com a
gravidade nos casos de dengue (ARAUJO et al., 2012).

Em 2016, foram registrados 1.054.127 casos provaveis de dengue no
Brasil até a semana epidemiolégica 16 (03/01/2016 a 23/04/2016). Neste
periodo destaca-se a regido Sudeste, que apresentou maior nimero de casos
provaveis (625.470 casos, 59,3%) em relacdo ao total do pais. Em segundo
lugar estad a regido Nordeste (205.470 casos, 19,5%), seguidas das regides
Centro-Oeste (113.909 casos, 10,8%), Sul (79.010 casos, 7,5%) e Norte
(30.315 casos, 2,9%). No mesmo periodo 262.148 casos suspeitos foram
descartados (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016).

A maior taxa de incidéncia de casos provaveis de dengue ocorreu em
Minas Gerais (1.764 casos/100 mil hab.), seguida do Rio Grande do Norte
(1.150,8 casos/100 mil hab.) e Goias (940 casos/100 mil hab.) (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2016).

Neste periodo foram confirmados 340 casos de dengue grave e 3.626
casos de dengue com sinais de alarme, destacando novamente a regido
Sudeste com 178 casos graves e 1505 casos com sinais de alarme. Foram
confirmados 190 6bitos. Ainda estdo sob investigacdo 433 casos de dengue
grave ou com sinais de alarme e 476 6bitos, que poderdo ser confirmados ou
descartados nas préximas semanas (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016).

As infec¢Bes causadas pelo WNV e o virus dengue ndo possuem um
tratamento especifico. Dentro deste contexto, um aspecto importante refere-se
ao desenvolvimento de antivirais contra estas infecgbes. Diante disto, no

presente trabalho avaliou-se o efeito antiviral das dezessete 2-arilideno indan-
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1,3-dionas sintetizadas (Figura 2.4, pg. 52) contra a protease NS2B-NS3 do

WNV e contra o virus DENV-1.

3.2. MATERIAL E METODOS

O ensaio de avaliacdo da atividade antiviral dos derivados da indan-1,3-
diona 1-17 foi realizado em colaboracdo com os discentes de doutorado Ana
Flavia Costa da Silveira Oliveira e André Silva de Oliveira, o estudante de
graduacéo Edjon Goncalves Santos e o professor Dr. Sérgio Oliveira de Paula
do Departamento de Biologia Geral da UFV, no Laboratdrio de Imunovirologia

Molecular (LIVM).

3.2.1. Culturas Celulares

3.2.1.1. Células
Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas células VERO, que

séo culturas continuas de rim de macaco verde africano (Cercopithecus aethips).

3.2.1.2. Meio de cultura e reagentes

O meio utilizado para o crescimento e manutencao das células foi o meio
DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium). Este meio foi suplementado com soro
fetal bovino (SFB) na proporcéo de 10% v/v para promoc¢ao do crescimento e 2%
v/v para manutencdo da linhagem celular. Para prevenir a contaminacdo das
culturas de células por bactérias e fungos, foi adicionado ao meio 1% de PSA
(10.000 U de Penicilina, 10.000 ug de Estreptomicina e 25 ug de Anfotericina B).
Para a obtencdo de subculturas celulares, manutencdo das células e realizacédo

dos experimentos com células VERO, foi utilizado como agente dissociativo a

77



tripsina (tripsina de pancreas de porco preparada em solugédo de EDTA 1:250
m/v), que € uma enzima proteolitica que catalisa reacdes de quebra de cadeia

polipeptidica em determinadas sequéncias de amino&cidos.

3.2.2. Virus

3.2.2.1. Cepas Virais
O virus utilizado neste estudo é pertencente a cepa Nauru Island (DENV-1
isolado em 1974). O estoque viral foi mantido e amplificado em cérebro de

camundongo neonato e titulado em células VERO.

3.2.2.2. Determinacéo dos titulos virais pelo métod o das placas de lise

O diferencial da técnica das placas de lise esta na adicdo de um meio
semi-solido (carboximetilcelulose-CMC) que evita a formacdo de placas
secundarias, impedindo a difusdo dos virus do lugar de origem para novos
lugares, assegurando que cada placa formada no teste seja originalmente de
uma particula viral infecciosa no inoculo inicial.

Células VERO, em uma densidade de 8x10° células/mL, foram cultivadas
em placas de 24 pocos, com meio DMEM, suplementado com 10% de SFB e
incubadas a 37 °C por 48 horas. ApoOs confluéncia, essas células foram
infectadas com 100 pL de diluicbes decimais seriadas dos estoques virais
(diluicBes de 10™ a 107v/v), em meio DMEM sem SFB (trés réplicas para cada
diluicdo). As placas foram incubadas por 1 hora, sob agitacdo para uma melhor
distribuicdo viral. Apds esse tempo, a suspensdo viral foi aspirada e foi
adicionado a cada cavidade 1500 pL de uma solucdo CMC (carboximetilcelulose)

3% m/v em meio DMEM (duas vezes concentrado) acrescido de 2% de SFB e
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1% de PSA. As placas foram incubadas por 5-6 dias. Apés este periodo, o meio
foi retirado e as células fixadas e coradas pela adi¢cdo de 2 a 3 gotas do corante
cristal violeta 5% m/v por 40 minutos, a temperatura ambiente, em agitador
mecanico. Posteriormente, o corante foi aspirado e as placas colocadas para
secar a temperatura ambiente, sendo quantificadas através da visualizacdo de
placas de lise a olho nu. Para calcular o titulo, foram contadas as placas de lise
na ultima diluicdo que apresentou placas. O titulo viral foi expresso em unidades
formadoras de placas/mL (UFP/ML), e, portanto, de particulas virais, ja que
teoricamente cada placa é iniciada pela infeccdo de uma Unica particula viral

infectante. O titulo viral foi calculado por meio da equacao

TV—NPx1><1
N d" v

onde:

TV = Titulo viral

NP = Numero de placas formadas na ultima diluicdo que apresenta placas de lise
d = Ultima dilui¢do viral que apresenta placas

V = Volume da diluicéo viral utilizada para infectar a monocamada celular.

3.2.3. Ensaio Enzimatico: Inibicdo da protease NS2B  -NS3 do WNV

Nos ensaios enzimaticos, foi utilizada a protease NS2B-NS3 do WNV,
purificada e ativada, fornecida pela R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA),
Recombinant Viral WNV NS3 Protease (numero de catalogo 2907-SE). Como
substrato fluorescente foi utilizado o pERTKR-AMC (R & D Systems, Minneapolis,

MN, EUA, niumero de catalogo ES013).
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3.2.3.1. Triagem de inibicdo de protease para WNV

Com o propésito de investigar se os compostos 1-17 (Figura 2.4, pg. 52)
seriam capazes de inibir a protease NS2B-NS3 do WNV , um total de 50 pL da
protease NS2B-NS3 purificada (concentracéo final de 1 ng/uL) diluida em solucéo
tampao (50 mM Tris, 30% (v/v) glicerol, pH 9,5) foi incubada com 50 uL de
solucdo de cada composto (concentragao final de 16,6 uM, em DMSO 1% v/v )
em uma placa preta de 96 pocos durante 30 min a 21-22 °C, antes do inicio da
reacéo por adigdo de 50 pL do substrato na concentragéo de 40 uM. Um controle
positivo (sem a presenca do composto) foi testado na mesma placa, com 50 pL
de tampdo, além de um controle negativo com 1% v/v de DMSO. O branco
continha 50 pL de tampéao e 100 pL do substrato. A intensidade de fluorescéncia
foi registrada continuamente em um comprimento de onda de excitagdo de 360
nm e um comprimento de onda de emissao de 460 nm usando leitor

SpectraMax® M5 (Molecular Devices) de fluorescéncia. Os compostos com

melhor eficiéncia de inibicdo enzimatica foram selecionados para testes
subsequentes. A analise dos resultados foi conduzida empregando-se o
programa Graphpad Prism 6 utilizando o teste de comparagbes multiplas one-

way ANOVA.

3.2.3.2. Inibicdo enzimatica na presenca de varias  concentracdes das 2-
arilideno indan-1,3-dionas

Com o proposito de investigar o efeito de diferentes concentracdes de 2-
arilideno indan-1,3-dionas frente a protease NS2B-NS3 do WNV, um total de 50
uL da protease purificada (concentracao final de 1 ng/uL) foi incubada com 50 pL

do composto sob avaliacéo, 8 diluicdes seriadas (concentracéo final de 66, 33,
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16, 8, 4, 2, 1 e 0,5 uM) em uma placa preta de 96 pocos durante 30 minutos a
temperatura de 21-22 °C antes do inicio da reacédo por adicdo de 50 pL do
substrato para a concentracao final de 40 puM. Um controle positivo sem a
presenca do composto foi testado na mesma placa, com 50 pL de tampéao (50
mM Tris, 30% (v/v) de glicerol, pH 9,5). O branco continha 50 uL de tampéao e 50
pL do substrato. A intensidade de fluorescéncia foi registrada continuamente em
um comprimento de onda de excitagdo de 360 nm e um comprimento de onda de

emissao de 460 nm usando um leitor SpectraMax® M5 (Molecular Devices). O

valor de 1Cs foi calculado utilizando o Graphpad Prism 6.

3.2.3.3. Ensaio de Cinética Enzimatica na presenca  das 2-arilideno indan-
1,3-dionas

A fim de investigar a variacdo da velocidade enzimatica (Vmax) € Ku da
WNV NS2B-NS3 protease, um total de 50 uL da NS2B-NS3-protease purificada
(concentracédo final de 1 ng/uL) foi incubada com 50 pL de trés variadas
concentracdes dos compostos (concentragdes finais de 8, 4 e 2 uM), em uma
placa preta de 96 pocos durante 30 minutos a temperatura ambiente (21-22 °C)
antes do inicio da reacdo por adicdo de 50 pL do substrato em varias
concentracdes (20, 40, 60, 80 e 100mM). Um controle positivo sem 0 composto
foi testado na mesma placa utilizando no lugar do composto 50 pL de tampéao (50
mM Tris, 30% (v/v) Glicerol, pH 9,5). O Branco continha 100 yL de tampéo e 50
puL do substrato. A intensidade de fluorescéncia foi registrada continuamente em
um comprimento de onda de excitagdo de 360 nm e um comprimento de onda de

emissdo de 460 nm usando o leitor M5 de fluorescéncia. O valor da Vimax € K foi
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calculado utilizando o GraphpadPrism 6 através da Equacdo de Michaelis-

Menten. Posteriormente foi gerado o gréafico de Lineweaver-Burke.

3.2.4. Avaliacéo da Citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos 14 e 17 (vide discussao
adiante) foi realizada contra células VERO. Foi utilizado o ensaio colorimétrico do
MTT, conforme proposto por MOSMANN (1983). O MTT € um sal hidrossolavel
que € incorporado pelas mitocondrias de células viaveis e reduzido pelas
desidrogenases ao sal de formazana. O sal de formazana é armazenado no
citoplasma celular e solubilizado apés a adicdo de dimetilsulféxido (DMSO)
ocorrendo a formacao de um produto colorido, cuja intensidade de cor € lida em
espectrofotdbmetro a 570 nm. A absorbancia obtida é diretamente proporcional ao
metabolismo celular.

Uma suspensdo de células VERO, contendo aproximadamente 1x10*
células/mL, obtida por tripsinizacdo de um frasco de cultura celular, foi distribuida
em uma placa de 96 cavidades por poco (100 pL/cavidade). A placa foi incubada
por 24 h, a 37 °C. Ap6s 24 h, com a monocamada celular confluente, 0 meio
DMEM foi substituido por 100 pL das diversas concentracdes dos compostos
teste diluidos em meio DMEM incompleto (400, 200, 100, 50, 25, 12 e 6 uM). A
placa foi incubada por 72 h a 37 °C. O meio foi, entdo, removido e foi adicionado
50 puL de MTT (1 mg/ml), e novo processo de incubacédo ocorreu por 4 h. O meio
com MTT foi removido e substituido por 100 pL de alcool isopropilico-HCI 0,1 mol
LY/cavidade, a placa foi agitada por 10 minutos e foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro a 570 nm. A absorbancia obtida foi diretamente proporcional a

viabilidade celular, a qual foi calculada utilizando-se as absorbéancias das
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monocamadas tratadas com material-teste, comparados ao controle celular

utilizando a seguinte equagéo:

DO
V(%) =

X 100
DOcc

onde:

V(%) = Viabilidade celular em porcentagem
DOmt = Densidade 6ptica do material testado
DOcc = Densidade Optica do Controle Celular.

Os valores de CCsy, OU seja, a concentracdo de cada substancia que
reduziu em 50% a viabilidade celular, foram obtidos por analise de regressao dos
percentuais referentes as diferentes concentracdes dos compostos. As analises
foram realizadas utilizando o software Graphpad Prism 6 e os valores de CCsg
representaram a média de trés experimentos independentes.

3.2.5. Avaliacdo da A¢éo Antiviral contra o virus D engue

Células VERO foram cultivadas em placas de 24 cavidades conforme
descrito no item 3.2.2.2. Um volume de 100 pL de suspensao viral (50 — 100
UFP) foi incubado com 100 pL de variadas concentracdes dos compostos sob
avaliacao (3, 6, 12, 25, 50 e 100 pM) e incubados a 37 °C por 1 h. O meio foi
retirado por aspiracéo das placas e foram adicionados 100 pL da mistura de virus
e composto a monocamada celular. As placas foram incubadas por 1 hora, sob
agitacdo para uma melhor distribuicdo viral. Apds esse tempo, a suspensao viral
misturada as variadas concentracfes do composto foi aspirada e foi adicionado a
cada cavidade 1500 uL de uma solugdo CMC 3% em meio DMEM (duas vezes

concentrado) acrescido de 2% de SFB e 1% de PSA. As placas foram incubadas
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por 5-6 dias. Ap0s este periodo, o meio foi retirado e as células fixadas e coradas
como descrito no item 3.2.2.2. Neste ensaio foi possivel calcular o valor do ECs
por meio de regressdo dos percentuais de inibicdo referentes as diferentes

concentracdes dos compostos teste com o Graphpad Prism 6.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Avaliacdo do efeito das 2-arilideno indan-1, 3-dionas contra a
protease NS2B-NS3 do WNV
A avaliacdo da atividade dos compostos 1-17 (Figura 2.4, pg. 52) teve

inicio determinando-se o efeito dos compostos frente a protease NS2B-NS3 do
WNV. A enzima foi incubada com os compostos sob avaliacdo por 30 minutos;
posteriormente a reacao foi iniciada com a adicdao do substrato fluorescente
pPERTKR-AMC e foi realizada a leitura em Unidades Relativas de Fluorescéncia
(RFU) em leitor de microplacas.

A Figura 3.1(pg. 85) mostra o resultado da triagem frente a protease

supracitada. A concentracao dos compostos foi de 16,6 uM.
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Figura 3.1 — Avaliagcdo do efeito dos compostos 1-17 frente a protease NS2B-
NS3 do WNV.Foi utilizado o teste estatistico de comparac¢des multiplas one-way

ANOVA, com valor de p<0,05.

3.3.2. Inibicdo enzimatica na presenca de varias co  ncentracdes dos
compostos 14 e 17

A inibicio enzimatica da protease de WNV foi avaliada nas
concentracOes de 66, 33, 16, 8, 4, 2, 1 e 0,5 yM dos compostos 14 e 17. Os
dois compostos apresentaram inibicdo dose-resposta com valores de ICsy de

11,27 e 3,19 pyM, respectivamente (Figura 3.2, pg. 86).
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Figura 3.2 - Inibicdo da protease NS2B-NS3 do WNV na presenca de varias
concentracfes dos compostos 14 (Grafico A) e 17 (Grafico B). O calculo da
regressao foi baseado no coeficiente de Hill. Os valores de I1Csy sdo dados em
MM,
3.3.3. Ensaio de cinética enziméatica

O ensaio de cinética enzimatica foi conduzido sob variadas
concentracdes de substrato (20, 40, 60, 80 e 100 uM) e trés concentracdes de
cada composto (8, 4 e 2 uM). Foi utilizada a equacao de Michaelis-Menten para
que o valor de velocidade maxima (Vma) € Ky fossem encontrados.Ky é
equivalente a concentracdo do substrato quando a velocidade corresponde a
metade da velocidade maxima (LEHNINGER et al., 2006). Posteriormente o

grafico de Lineweaver-Burk foi construido (Figura 3.3, pg. 87).
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Figura 3.3 — Investigacdo da cinética enzimética para a protease NS2B-NS3 do
WNV na presenca dos compostos 14 e 17. Em A e Cestdo os gréficos de
Michaelis-Menten para os compostos 14 e 17, respectivamente. Em B e D estédo
os gréficos de Lineweaver-Burk para os compostos 14 e 17, respectivamente.
3.3.4. Ensaio de Avaliacdo de Citotoxicidade
O ensaio de citotoxicidade foi conduzido com concentracdes diferentes

dos compostos 14 e 17 (400, 200, 100, 50, 25, 12 e 6 pM). A avaliacdo da
citotoxicidade dos compostos foi realizada contra células VERO utilizando ensaio
colorimétrico do MTT.

O valor da concentracdo dos compostos teste que reduziu 50% da

viabilidade celular (CCsp) foi obtido por regressao nao-linear(Figura 3.4, pg. 88).
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Figura 3.4 - Ensaio de citotoxicidade para os compostos 14 e 17 frente a células
VERO. A representa a viabilidade celular para o composto 14 e B a viabilidade
celular para o composto 17. O calculo da regressao teve como base o coeficiente

de Hill.

3.3.5. Ensaio de avaliacdo de atividade antiviral ¢ ontra o virus dengue

O ensaio antiviral contra o virus DENV-1 foi conduzido empregando-se
diferentes concentracbes dos compostos 14 e 17 (3, 6, 12, 25, 50 e 100 yM),
por meio de ensaio de placas de lise contra células VERO.

O valor da concentragdo dos compostos sob avaliacdo que inibiu 50% da
infeccdo viral (ECsp) foi obtido por regresséo nao-linear, resultando, assim, na

determinacéo do calculo do indice de Seletividade (IS) (Figura 3.5, pg. 89).
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Figura 3.5 —Efeito antiviral dos compostos 14 e 17 em células VERO infectadas
com o virus DENV-1. A representa a inibicdo viral para o composto 14 e B, a
inibicdo viral para o composto 17. O calculo da regressao para determinacao do

valor de ECxy teve como base o coeficiente de Hill.

3.4. DISCUSSAO

Dentre o0s dezessete derivados da indan-1,3-diona sintetizados
(compostos 1-17, Figura 2.4, pg. 52), os compostos 8, 14, 15, 16 e 17
apresentaram comportamento inibitorio da atividade enzimatica, com reducéo
de cerca de 15, 41, 16, 2 e 100%, respectivamente, para concentracdo de 16,6
MM do composto. Por apresentarem os melhores efeitos inibitorios, os
compostos 14 (41% de inibicdo) e 17 (100% de inibicdo) foram selecionados
para ensaios subsequentes.

Ao verificar as estruturas dos compostos que apresentaram atividade
inibitéria contra a protease NS2B-NS3 do virus WNV, observou-se que todos eles

possuem um grupo hidroxila na estrutura, seja na posicao para ou meta do anel
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aroméatico da porcgéo arilideno, com destaque para o composto 17, que contém

grupos hidroxila nas duas posicoes (Figura 3.6).

(8) (14) (15) (16) (17)

Figura 3.6 - Estruturas dos compostos que apresentaram atividade inibitéria

frente a protease NS2B-NS3 do WNV.

Alguns derivados da indan-1,3-diona (Figura 3.7, pg. 91) ja foram
descritas como inibidores de proteases virais. Liu e colaboradores (2003)
relataram substancias com atividade inibitéria da protease NS3 de HCV, o
Virus da Hepatite C, que também pertence a Familia Flaviridae. Algumas
dessas substancias contém grupos hidroxila e exibiram inibicdo dependente do

tempo.
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Figura 3.7 - Substancias com atividade inibitoria da protease NS3 de HCV. Kin;t
€ a taxa de inativacdo da enzima e K€ a constante do inibidor.

Em outro trabalho, os autores também destacaram a importancia de
grupos hidroxila na inibicdo da enzima HIV-1 integrase. Essa enzima catalisa
um processo essencial no ciclo reprodutivo do virus (ARTICO et al., 1998). Na
Figura 3.8 (pg. 92) estdo representadas algumas dessas substancias, onde
uma delas € a mesma substancia descrita neste trabalho (substancia 17) que

inibiu em 100% a protease NS2B-NS3 do WNV.
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Figura 3.8 - Substancias com atividade inibitéria da enzima HIV-1 integrase.

Outro derivado da indan-1,3-diona (Figura 3.9) também foi capaz de

inibir a interacdo entre as proteinas E1-E2 do HPV11, o virus do papiloma

humano (GOUDREAU et al., 2001).

ICso = 11,0 UM

Figura 3.9 - Substancia com atividade inibitéria da Proteina E1-E2 do HPV.
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Como pode ser observado nas Figuras 3.7, 3.8 e 3.9, os valores de ICs
dos compostos que apresentaram efeitos inibitérios contra proteases virais
estdo proximos aos valores encontrados neste trabalho, 11,27 yM para o
composto 14 e 3,19 yM para o composto 17. A inibicdo dos compostos 14 e 17
nao foi dose dependente, apresentando inibicdo imediata. Esses resultados
sugerem que essa classe de substancias sdo importantes agentes inibitorios de
proteases de virus pertencentes a Familia Flaviridae.

De acordo com o ensaio de cinética enzimatica, os compostos 14 e 17
promoveram a diminuicdo significativa da velocidade méxima enzimética
enquanto que o valor da Kypermaneceu inalterada. O grafico de Lineweaver-
Burkapresentou retas que se cruzam no eixo x, como pode ser visto na Figura
3.3 (pg. 87).

Esse perfil de inibicdo sugere uma inibicdo ndo-competitiva, na qual o
inibidor pode se ligar tanto a enzima quanto ao complexo enzima-substrato. O
complexo enzima-substrato-inibidor (ESI) formado, contudo, ndo consegue
prosseguir para formar o produto. De maneira geral, o inibidor diminui a
concentragdo da enzima funcional e o aumento na concentragao do substrato
nao anula a inibicdo ndo-competitiva (BERG et al., 2008).

O ensaio de citotoxicidade indicou valores de ICsp iguais a 63,16 yM
para o composto 14 e 51,55 yM para o composto 17. Esses valores indicam
gue 0s compostos apresentaram baixa toxicidade frente a células VERO. LYU
et al. (2005) relataram a baixa toxicidade (> 50 yM) de flavondides para a
mesma linhagem celular.

O ensaio antiviral conduzido contra o virus DENV-1 apresentou valores

de ECso de 5,47 e 4,73 uM e de IS de 12 e 11 respectivamente para 14 e 17.
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Para valores de indice de seletividade maiores que 4, considera-se que o
composto apresenta um efeito antiviral (MULLER, 2011; LYU et al., 2005).

Dada a semelhanca estrutural entre DENV e WNV, alguns trabalhos ja
sugeriram gque substancias que fossem eficazes contra um, pudessem também
ser para o outro (ELSEGINY, et al., 2014; BEHNAM et al., 2015). LIMA et al.
(2015) relataram substancias a base de tiazolidinadiona que inibiram tanto a
protease do WNV quanto a de DENV.

Assim como a presenca de hidroxilas foi fundamental para atividade
contra a protease do WNV, TOMLINSON & WATOWICH (2012) demostraram a
participagdo de grupos hidroxila contra a protease de DENV. Interacdes
significativas ocorreram entre os grupos hidroxila dos inibidores com residuos
que constituiam a triade catalitica da protease.

Assim, os compostos que foram eficazes em inibir a protease NS2B-NS3
do WNV também apresentaram eficacia contra o virus DENV-1. Os ensaios
com os virus DENV-2, DENV-3 e DENV-4 estdo sendo realizados e o0s
resultados obtidos até o momento indicam que esses compostos também

apresentaram significativa inibi¢ao viral.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DAS ATIVIDADES CITOTOXICA E LEISHMANICIDA
DAS 2-ARILIDENO INDAN-1,3-DIONAS

4.1. INTRODUCAO

O cancer € uma das principais causas de mortalidade nos seres
humanos (GHORAB & AL-SAID, 2012). De acordo com a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), o cancer € um problema de saude publica, especialmente em
paises em desenvolvimento. Sado estimados mais de 20 milhdes de novos
casos da doenca para 2025 (INCA, 2015).

A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta para a ocorréncia
de cerca de 600 mil novos casos e 0s tipos mais frequentes serdo os canceres
de proéstata (28,6%), pulméo (8,1%), intestino (7,8%), estdbmago (6,0%) e
cavidade oral (5,2%) para homens. Para as mulheres, os principais tipos de
cancer serdao os de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%),
pulméo (5,3%) e estbmago (3,7%) (INCA, 2015).

A definicdo de cancer pode ser atribuida a um conjunto de mais de 100
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que
invadem tecidos e 6rgédos. Ao se dividirem rapidamente, estas células tendem a
ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores
malignos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo (metastase)
(ABC DO CANCER, 2011; INCA, 2016).

Os diferentes tipos de cancer podem ser agrupados em algumas

categorias, que sdo (ONCOGUIA, 2016):
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» Carcinoma — Cancer que comeca na pele ou nos tecidos que revestem
0s 6rgaos internos.

e Sarcoma — Cancer que comeca no 0sso, cartilagem, gordura, muasculo,
vasos sanguineos ou outro tecido conjuntivo ou de suporte.

* Leucemia — Cancer que comeca no tecido produtor de sangue, como a
medula éssea.

» Linfoma e Mieloma — Cénceres que comecam em células do sistema
imunologico.

» Canceres do Sistema Nervoso Central — Canceres que comegam nos
tecidos do cérebro e da medula espinhal.

Existem trés formas principais de tratamento do cancer: quimioterapia,
radioterapia e cirurgia. Elas podem ser usadas em conjunto ou néo
dependendo da necessidade de cada caso (ABC DO CANCER, 2011; COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

A quimioterapia € a forma de tratamento do cancer que usa
medicamentos  denominados  “quimioterapicos” (ou  antineoplasicos)
administrados em intervalos regulares, que variam de acordo com o0s
esquemas terapéuticos. Embora importantes progressos tenham sido
alcancados no desenvolvimento de novos quimioterdpicos, a maioria dos
medicamentos atualmente disponiveis, como o realtrixede (Tomudex®), o
paclitaxel (Taxol®), cisplatina (Platinil ou Platinol®), dentre outros, ainda causam
varios efeitos colaterais como diarréia, vomito, fraqueza, queda de cabelo,
tonteiras e resisténcia aos agentes quimioterapicos (ABC DO CANCER, 2011;

GHORAB & AL-SAID, 2012; GAZOLLA, 2015). Portanto, ha uma grande

100



urgéncia em desenvolver tratamentos mais eficazes e com medicamentos que
apresentem poucos ou nenhum efeito colateral para os pacientes com cancer.

Assim como o cancer, a leishmaniose € uma doenca que causa Sérios
danos a saude das pessoas levando-as, algumas vezes, a 6bito.

As leishmanioses estdo entre as doencas tropicais de maior importancia
mundial, com cerca de 12 milhdes de individuos infectados em 88 paises e 360
milhdes sob risco de desenvolver a infeccdo. No Brasil, a regido Nordeste é a
mais afetada pela doenca (LIMA JUNIOR et al., 2014; RATH et al., 2003). A
Figura 4.1 representa a incidéncia mundial de casos de leishmaniose cutanea e

visceral reportados em 2014 (WHO, 2016).

2500 0 2500 5000 7500 10000 km
I — T ]

Figura 4.1 — Casos de Leishmaniose cutanea e visceral reportados em 2014.

Fonte: WHO, 2016.

A leishmaniose pode ser definida como um grupo de doencas causadas
por espécies do género Leishmania, um protozoario que pertence a familia
Trypanosomatidae, sendo transmitida por insetos do género Phlebotomus e

Lutzomyia (LOURENCO, 2000). Esses protozoarios sao parasitas unicelulares
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heteroxénicos que apresentam duas formas morfolégicas no seu ciclo de vida,
a promastigota e a amastigota. As formas promastigotas caracterizam-se por
serem fusiformes e com longo flagelo, sdo extracelulares e vivem no trato
digestivo do inseto vetor. As formas amastigotas, por sua vez, sé&o
arredondadas e com curto flagelo que nao se exterioriza, sdo intracelulares e
parasitam principalmente macrofagos do hospedeiro vertebrado (NAKAMURA
et al., 2006).

O modo de transmisséao € pela picada dos vetores fémeas que adquirem
0 parasito ao picar reservatorios (roedores, gambas, endentados, equinos,
caninos e primatas), transmitindo-o ao homem (GUIA DE BOLSO, 2010;
DUARTE et al., 2010).

As manifestagfes clinicas desta doenca dependerdo das espécies de
Leishmania e do estado imunoldgico do hospedeiro (Figura 4.2, pg. 103). A
doenca pode ser classificada como leishmaniose visceral ou tegumentar. A
forma visceral ou Calazar é a mais grave, podendo atingir o figado, o baco e a
medula 6ssea, levando o paciente a morte. A forma tegumentar envolve trés
subtipos: leishmaniose cuténea, caracterizada por Ulceras crbnicas na pele,
desenvolvidas no local da picada do inseto vetor; leishmaniose cutanea difusa,
caracterizada por ulceras crbnicas e disseminadas na pele, com aspecto
hanseniforme e muito dificeis de curar, e leishmaniose mucocutanea,
caracterizada por Ulceras crbnicas similares a forma cutanea, tendendo, porém,
a reaparecer mesmo apoés cicatrizacdo em mucosas do nariz e da boca, em
geral associadas a infec¢des secundarias levando a destruicdo de grandes
extensdes de tecido, podendo ser extremamente mutilantes (GAZOLLA, 2015;

NAKAMURA et al., 2006).

102



Leishmaniose visceral Leishmaniose cutdnea

Leishmaniose cutdnea difusa Leishmaniose mucocutinea
Figura 4.2 — Manifestagdes clinicas da Leishmaniose humana.

Fonte: Organizacion Panamericana de la Salude, 2013.

Atualmente, os medicamentos utilizados para o tratamento da
leishmaniose no Brasil sdo os antimoniais pentavalentes (estibogluconato de
sédio e antimoniato de meglumina), introduzidos como quimioterapicos desde a
década de 1940, a anfotericina B e a petamidina (LIMA JUNIOR et al., 2014;
DOS SANTOS et al., 2011; SILVA et al.,, 2016). Infelizmente todos eles
apresentam limitagcbes com respeito aos seus custos, toxicidades elevadas e
apresentam muitos efeitos colaterais (NAKAMURA et al., 2006).

Uma vez que ndo ha vacinas humanas disponiveis contra a
leishmaniose, a busca por novos medicamentos, mais efetivos, de baixo custo
e com efeitos colaterais menos agressivos, para substituir ou reforgar aqueles
gue ja estdo sendo utilizados é necessaria e também de grande relevancia.

Dentro deste contexto, avaliou-se o efeito citotoxico dos dezessete
derivados da indan-1,3-diona (Figura 2.4, pg. 52) contra as linhagens celulares

HL60 (leucemia mieloide aguda - LMA), Nalm6 (leucemia linfoide aguda
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derivada de célula B), HepG2 (carcinoma hepatocelular) e B16F10 (melanoma
murino) e a atividade leishmanicida contra a forma promastigota de Leishmania

amazonensis GFP.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Ensaios de avaliacéo de citotoxicidade dos d  erivados 1-17

4.2.1.1. Cultivo Celular

O ensaio de avaliacdo da citotoxicidade dos derivados 1-17 (Figura 2.4,
pg. 52) da indan-1,3-diona foi realizado em colaboragdo com a discente de
doutorado Graziela Domingues Almeida Lima e o professor Dr. Gustavo Costa
Bressan do Departamento de Biogquimica e Biologia Molecular da UFV.

As linhagens HL60 (leucemia mieloide aguda), Nalmé6 (leucemia
linféide aguda do tipo B), HepG2 (hepatocarcinoma humano) e B16-F10
(melanoma murino) foram cultivadas no Laboratério de Bioquimica Celular e
Bioprodutos da Universidade Federal de Vigcosa.Todo o procedimento de cultivo
foi realizado em condicdes assépticas, em capela de fluxo laminar com
lampada ultravioleta e utilizando material estéril. As culturas celulares foram
mantidas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute), pH 7,2,
suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB 10%), penicilina 100 UmL™

e estreptomicina 100 pg/mL a 37 °C sob tenséo de 5% de COa,.

4.2.1.2. Avaliagdo da viabilidade celular pela técn icado MTT

As atividades citotoxicas dos compostos foram avaliadas segundo o
método MTT. O ensaio consiste em uma andlise colorimétrica baseada na
conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), um
sal amarelo, para o sal de cor azul formazana, pela atividade da enzima
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succinildesidrogenase presente na mitocondria no citoplasma de células
viaveis, permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de células
metabolicamente ativas (RODRIGUES, 2015).

As linhagens celulares HL60 (6x10%élulas), Nalmé (6x10* células),
HepG2 (3x10* células) e B16-F10 (1x10* células) foram semeadas em placas
de 96 pocos, 100 pL/poco em meio RPMI 1640 (10% SFB) por 24 horas. Em
seguida, o0s compostos avaliados foram adicionados em diferentes
concentragbes (200; 150; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pM) e as células foram
incubadas a 37 °C sob tensao de 5% de CO, por 48 horas. Apds o periodo de
incubacédo, 10 pL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada poc¢o, sendo as
células incubadas por mais 4 horas a 37 °C. Posteriormente, o meio foi
removido e foram adicionados 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) em cada poco,
sendo a placa novamente incubada a 37 °C por 20 minutos. A absorbancia foi
lida em comprimento de onda de 540 nm em espectrofotdmetro. Cada analise
foi realizada em triplicata e os resultados foram normalizados considerando as
culturas tratadas apenas com 0,4% de DMSO.

Os valores de IC5y foram obtidos usando o software GraphPadPrism
versao 6.1. Os compostos na concentracao de 200 UM que apresentaram efeito

inibitério menor que 10% foram considerados ndo ativos (NA).

4.2.2. Ensaio de avaliacdo de atividade leishmanici da

O ensaio de avaliacdo da atividade leishmanicidados derivados da
indan-1,3-diona 1-17 foi realizado em colaboracédo com o Dr. Wallace Pacienza
Lima do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF), na Universidade

Federal do Rio de Janeiro — UFRJ.

105



4.2.2.1. Parasitos e Reagentes

Os parasitos, formas promastigota de L. amazonenses (P-5) foram
cultivadas em meio 199 suplementado com 10% de soro fetal bovino a 26 °C.
O reagente utilizado foi 0 MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] e PMS (fenazinametosulfato), que € um agente
acoplador de elétrons.Foram preparadas solu¢cdes-estoque dos compostos na

concentracéo de 100 mM em DMSO e armazenadas em geladeira a -20°C.

4.2.2.2. Metodologia

Uma quantidade de 2 x 10° promastigotas de L. amazonensis GFP /mL
foram colocadas em placas de 96 pocos e tratadas com diferentes
concentracfes dos compostos (100, 10, 1 e 0,1 puM) e deixadas em estufa a
temperatura de 26 °C. Como controle positivo foi utilizado a pentamidina nas
mesmas concentracdes e como controle negativo 0 meio de cultura sem a
presenca do composto. Apds 72 horas, a viabilidade dos parasitos foi avaliada
pelo método colorimétrico MTS. O MTS € reduzido pelas enzimas
mitocondriais, formando cristais de formazana e sua concentracdo €
quantificada por densidade 6ptica. Portanto, células viaveis tém maior atividade
enzimatica e tem uma maior producdo desses cristais. Para esse metodo é
necessario o preparo do reagente no momento do uso, seguindo uma
proporcao de 5:1 (MTS:PMS). O tempo de incubacéo foi de 3 horas e a leitura
foi realizada em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 490 nm. O

esquema do protocolo € apresentado a seguir (Esquema 4.1, pg. 107).
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72 horas

W o Viabilidade Celular (MTS)
< & . Cl%meSBOT Estufaa26°C_ " citura em 490 nm
Promastigotas [100, 10, T¢ 0,1 uM] (Absorbancia)

2 x 10%/mL

L. amazonensis GFP

Esquema 4.1 — Esquema do protocolo do ensaio de avaliagdo da atividade

leishmanicida.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Avaliacao da citotoxicidade dos derivados 1- 17

Os compostos derivados da indan-1,3-diona 1-17 foram avaliados contra
as linhagens HL60 (leucemia mieloide aguda - LMA), Nalm6 (leucemia linfoide
aguda derivada de célula B), HepG2 (carcinoma hepatocelular) e B16F10
(melanoma murino). A Tabela 4.1 (pg. 108) apresenta os valores de ICsg
obtidos quando diferentes linhagens celulares foram tratadas por 48 horas com
as substancias 1-17. De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.1, os
compostos 1-17 apresentaram baixa eficiéncia (valores de ICsp = 118,70 uM)
na inibicho da viabilidade celular das linhagens HepG2 (carcinoma
hepatocelular) e B16-F10 (melanoma murino). No que tange as linhagens HL-
60 e Nalm6, os compostos apresentaram maior eficiéncia na inibicdo da
viabilidade celular (os valores de ICsy sdo, de modo geral, menores do que
aqueles observados para as linhagens HepG2 e B16F10). No entanto, pode-se

dizer que as atividades observadas sdao moderadas.
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Tabela 4.1 - Valores de I1Csp (LM) obtidos para os derivados da indan-1,3-diona

1-17
Composto HL60 Nalm6 HepG2 B16-F10

1 47,88 42,76  >200 144,60
2 61,79 80,19 >200 >200
3 45,08 46,58 184,60 118,70
4 41,99 | 33,92 | >200 >200
5 71,85 66,76 >200 >200
6 111,60 88,90 >200 NA
7 126,90 >200 >200 >200
8 >200 NA NA NA

9 189,30 >200 >200 >200
10 45,10 | 27,30 | 135,40 NA
11 NA NA >200 >200
12 43,97 | 36,51 | >200 >200
13 >200 NA >200 NA
14 103,30 >200 >200 NA
15 >200 | 31,08 | >200 NA
16 133,00 73,89 NA >200
17 110,20 120,70 NA >200

Dados normalizados frente a células tratadas com DMSO 0,4%. N&o Ativo

(NA): efeito inibitorio <10% a 200 uM.

As melhores atividades inibitorias foram observadas frente a linhagem

Nalm 6. Neste caso, os valores de ICsq determinados foram 33,92; 27,30; 36,51

e 31,08 uM para os compostos 4, 10, 12 e 15, respectivamente (Tabela 4.1 e

Figura 4.3, pg. 109).
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ICsq = 33,92 uM ICsp = 27,30 uM
(4) (10)

ICs0 = 36,51 uM ICs0 = 31,08 uM
(12) (15)

Figura 4.3 — Compostos com menores valores de ICsy contra a linhagem

Nalm®6.

Em termos de estrutura atividade, observa-se que os compostos mais
ativos ou apresentam grupos metoxila ligados ao anel aromético da porcéo
arilideno (caso dos compostos 12 e 15) ou possuem grupos retiradores de
elétrons (compostos 4 e 10). Com respeito aos compostos 12 e 15 deve ser
observado que a presenca do grupo hidroxila ndo alterou de forma significativa
a atividade biologica.

Deve ser salientado que em um estudo realizado por PATI et al. (2007)
com compostos modificados a partir de 2-arilideno indan-1-ona, observou-se
gque compostos apresentando substituintes retiradores de elétrons
apresentaram valores de ICso da ordem de 7-8 uM contra linhagens de célula

Molt4/C8 (Leucemia linfoblastica aguda T). No presente estudo, os compostos
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contendo os grupos retiradores de elétrons apresentaram valores de ICsy da
ordem de 30 uM.

Contudo, outros derivados da indan-1,3-diona ja foram avaliados quanto
a sua atividade citotéxica (LIU et al., 2014) contra a linhagem K562 (leucemia)
apresentando valores de ICsy (Figura 4.4) menores do que 0s encontrados
neste trabalho. Sendo assim, modificages estruturais nas moléculas avaliadas
na presente investigacdo podem potencializar a atividade citotoxica das

mesmas.

ICs0 = 6,3 uM

Figura 4.4 — Derivados da indan-1,3-diona com atividade inibitéria contra

células K562 descritas por (LIU et al., 2014).

As representagbes graficas do perfil dose-resposta das substancias
analisadas estao representadas nas Figuras 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8 (pg. 111 — pg.

113), a sequir.
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Figura 4.5 — Perfil dose-resposta dos compostos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 12, 14,

16 e 17 frente a linhagem HL60.
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Figura 4.7 — Perfil dose-resposta dos compostos 3 e 10 frente a linhagem

HepG2.
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Figura 4.8 — Perfil dose-resposta dos compostos 1 e 3 frente a linhagem B16-

F10.

4.3.2. Atividade antileishmanial dos derivados 1-17

Os derivados da indan-1,3-diona foram avaliados contra a forma
promastigota de Leishmania amazonensis GFP. A L. amazonensis € uma
espécie que causa a leishmaniose cutanea (LC), na qual varia de pequenos
nédulos cutdneos até a destruicdo dos tecidos (DOS SANTOS et al., 2011).

A Tabela 4.2 (pg. 114) apresenta os valores de ICsy obtidos apos o
tratamento da forma promastigota de L. amazonensis com diferentes
concentracbes dos compostos 1-17. De acordo com os dados apresentados na
Tabela 4.2, os compostos, de maneira geral, apresentaram valores de ICsg
acima de 40 uM. As substancias 4 e 15 (Figura 4.9, pg. 115) sdo excecbes a
esta generalizacdo e apresentaram valores de ICs iguais a 16,6 e 24,8 uM,
respectivamente. Ainda ndo foram relatados na literatura trabalhos envolvendo
a indan-1,3-diona (e seus derivados) e avaliagao da atividade leishmanicida, de

modo que os resultados apresentados aqui sdo inéditos.
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Composto  1Cso (UM)
1 49,0202
2 65,7 + 0,1
3 44,9+ 0,2
4 16,6 40,2
° 80,9 + 0,2
6 80,7 +0,1
! 125 +0,1
8 242 +0,3
9 197 40,1
10 63+ 0,1
11 1.618 +0,
12 81,1+0,1
13 207+0,2
14 67,6+ 0,2
15 24803
16 83,1401
17 147+0,2

Tabela 4.2 - Valores de ICso (LM) obtidos para os derivados da indan-1,3-diona
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(4) (15)

ICs0 = 16,6 UM ICs50 = 24,8 UM

Figura 4.9 — Estruturas dos compostos que apresentam os melhores efeitos

antileishmanial.

Enquanto o composto 4 apresenta um grupo retirador de elétrons na
porcao arilideno, a substancia 15 possui grupos doadores (metoxila e hidroxila).
Algumas chalconas foram analisadas quanto a atividade antileishmania
e apresentaram significativa atividade leishmanicida (BOECK et al., 2006). O
composto que mais se destacou apresentou um ICsp = 0,7 £ 0,1 uM contra a

forma promastigota de L. amazonensis (Figura 4.10).

OH O

P NO,
H,CO ‘ OCH, ‘

IC50=0,7 +0,1 uM

Figura 4.10 — Chalcona com atividade leishmanicida.

Neste composto estdo presentes 0os grupos metoxila, hidroxila e nitro
gue, provavelmente, foram fundamentais para a atividade observada,
principalmente a presenca do grupo nitro.
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Os nitrocompostos ja foram utilizados em muitas classes terapéuticas e
atualmente possuem vérias aplicagbes clinicas, como antianginosos, anti-
hipertensivos, anticoagulantes, antiinflamatorios, antibacterianos,
antineoplasicos e antiparasitarios (PAULA et al.,, 2009; BOSQUESI et al.,
2008). A Figura 4.11 ilustra as estruturas de alguns nitrocompostos utilizados

em tratamentos de doencas.

NH ON- O NNk, L N
o. - VY N7 NO,
O S
Nitrofural
(0]

NO, antibacteriano H
Nimesulida Metronidazol
anti-inflamatério antiparasitario

Figura 4.11 — Nitrocompostos utilizados no tratamento de doencas.

Algumas classes de nitrocompostos apresentam interesse biolégico mais
pronunciado como os nitrotiofénicos e nitrofuranicos, que sdo empregados no
tratamento de, por exemplo, doencas causadas por Leishmania sp,
Trypanosoma sp, Plasmodium falciparum entre outros (PAULA et al., 2009).

A maioria dos nitrocompostos com acao antineoplasica, antiparasitaria e
antibacteriana apresentam o processo de biorreducdo enzimatica do grupo
nitro como provavel mecanismo de acao (Ar-NO, — Ar-NH;), sendo este
imprescindivel para a atividade biol6gica (PAULA et al., 2009).

Devido ao grande espectro de acdo dos grupos nitro presentes em

compostos bioativos, ele € denominado parasitéforo (PETRI et al., 2015).
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Diante disto, a melhor atividade apresentada para o composto 4 contra a
forma promastigota de L.amazonensis, pode estar relacionada a presenca do
grupo nitro na molécula. Os ensaios contra a forma amastigota ainda estéo
sendo realizados.

As representacdes graficas do percentual de crescimento obtida na

analise encontram-se na figura a seqguir (Figura 4.12).

A B
10046 . 100
-e- Pentamidina - 6
2 801 1 2 sof - 7
qE, - 2 qE: 8
g 60 - 3 g 60 \\! >+ 9
5 40 4 5 40 10
[ T o -4
o © 5 ° o 1
° =]
X 204 2 204
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 0.01 0.1 1 10 100 0 0.01 0.1 1 10 100
Concentragao (uM) Concentragéo (uM)
C
1006
- 12
2 804 = 13
c
o 14
g 60- - 15
] o 16
S 409 - 17
-]
X 204
0 T T T T ]
0 0.01 0.1 1 10 100

Concentragao (uM)

Figura 4.12 — Percentual de crescimento obtidos durante a avaliagdo da
atividade leishmanicida. Em A, controle positivo e compostos 1 a 5. Em B,

compostos 6 a 11 e em C, compostos 12 a 17.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente investigacdo resultou no desenvolvimento de uma nova
metodologia de condensacao de Knoevenagel. O referido processo consiste na
reacdo entre diferentes aldeidos e a indan-1,3-diona, sendo catalisado por
ZrOCl,-8H,0. Aldeidos contendo grupos doadores e retiradores de elétrons
foram empregados nas sinteses. A metodologia apresenta como importantes
vantagens o fato de ser ambientalmente benigna, uma vez que utiliza agua
como solvente, utilizar um catalisador de baixo custo e de facil manipulagéo,
além de ndo requerer precaucdes especiais (como por exemplo uso de
solventes anidros ou atmosfera de nitrogénio) para sua execuc¢do. O processo
de Knoevenagel descrito neste trabalho forneceu uma série de dezessete 2-
arilideno inda-1,3-dionas com rendimentos sinteticamente Uteis e tempos de
reacao variando de 10 minutos a 45 minutos.

Os ensaios de avaliacdo de atividade antiviral contra a protease NS2B-
NS3 do WNV e também contra o virus DENV-1 revelaram que dentre os
dezessete compostos sintetizados dois deles (14 e 17) apresentaram efeitos
significativos na inibicdo desta protease e do virus dengue. Em termos de
estrutura-atividade, ficou evidente o importante papel dos grupos hidroxila
ligados a porcéo arilideno com respeito a resposta biolégica.

Os ensaios de avaliacdo das atividades citotoxica e leishmanicida dos
compostos sintetizados mostraram que algumas substancias (4, 10, 12 e 15)
tiveram efeitos moderados sobre a linhagem Nalm6 e contra a forma
promastigota de Leishmania amazonensis. Embora as atividades tenham sido
moderadas, alteracfes estruturais nas substancias podem resultar em melhoria

das atividades observadas.
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Diante de todos os resultados alcancados, pode-se concluir que o
desenvolvimento do trabalho resultou na obtencdo de compostos que podem
ser explorados como modelos para o desenvolvimento de novos agentes

antivirais e quimioterapicos para o tratamento do cancer e da leishmaniose.
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Figura 1 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 2.
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Figura 14 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 6.
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Figura 15 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 6.
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Figura 18 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 7.
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Figura 21 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg) do composto 8.
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Figura 23 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 9.
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Figura 24 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 9.
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Figura 27 - Espectro de RMN de »*C (75 MHz, DMSO-dg) do composto 10.
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Figura 32 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) do composto 12.
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Figura 33 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 12.
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Figura 36 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) do composto 13.

160



Transmitancia (%)

91288}

B8E7585 )

9EL L&

T T T T T T T T
4000 3600 3000 2600 2000 1500 1000 500
= -1
Namero de onda (cm™)
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Figura 38 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 15.
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Figura 39 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds) do composto 15.
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Figura 41 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 16.
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Figura 42 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds) do composto 16.
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Figura 44 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 17.
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Figura 45 - Espectro de RMN de »*C (75 MHz, DMSO-dg) do composto 17.
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