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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados trinta e oito compostos a partir da
condensacdo de hidroxibenzaldeidos (orto, meta e para) com fenilenodiaminas (orto,
meta e para), dialdeidos aromaticos (orto, meta e para) com aminofenois (orto, meta e
para) e com o0s acidos aminobenzdicos (orto, meta e para). Todos foram obtidos com
rendimentos entre 53% a 99%. Algumas dessas condensagOes resultaram em produtos
de ciclizacdo, sendo dois derivados de benzoimidazol e cinco derivados de
iminoisoindolinas. A partir das dezessete bis-iminas aciclicas, que ndo sofreram
ciclizacdo, onze foram transformadas nos respectivos analogos hidrogenados, mediante
reducdo com boroidreto de sddio e cloreto de cério. Duas bis-iminas aciclicas foram
transformadas em complexos de paladio e uma bis-amina foi complexada a com platina.
Dentre todos os compostos sintetizados, quinze foram inéditos.

Dezessete compostos foram avaliados in vitro contra nove linhagens de células
tumorais humanas: ADR/RES (ovario resistente a maltiplos farmacos); U251 (glioma,
SNC); MCF-7 (mama); NCI-H460 (pulmé&o); PC-3 (préstata); OVCAR-3 (ovério); HT-
29 (colon); K562 (leucemia); UACC-62 (melanoma), sendo esta Ultima a mais
susceptivel aos compostos testados. VVarios compostos apresentaram um amplo espectro
de acdo, atuando em concentragdes entre 1 e 10 pg/mL. Uma das bis-iminas aciclicas
apresentou um valor de inibicdo total do crescimento (ITC) quatro vezes maior ao
apresentado pelo controle positivo (doxorrubicina), para a linhagem de célula NCI-
ADR/RES (ovério resistente).

Todos os compostos, exceto os complexos metalicos, foram avaliados contra os
seguintes fungos patogénicos de interesse clinico: Candida albicans (ATCC 18804),
Candida krusei (ATCC 20298), Candida parapsilosis (ATCC 20019), Candida
tropicalis (ATCC 00750), Candida glabrata (ATCC 32608), Cryptococcus neoformans
(ATCC 32608), Cryptococcus gattii (ATCC 28957) e Candida dubliniensis (CBS
7987). Vérios compostos apresentaram algum tipo de atividade, sendo que a espécie
Cryptococcus neoformans foi sensivel a quatro dos compostos testados, apresentando
valores de inibigdo proximos ao controle positivo (fluconazol).

A atividade sequestradora de radicais livres foi avaliada para 35 compostos,
utilizando os métodos de DPPH e anion superdxido. Esses ensaios revelaram para
varios compostos, atividades antioxidantes muito superiores ao controle positivo
(resveratrol), sendo as bis-aminas mais eficientes do que as bis-iminas.

Palavras chaves: Bis-iminas, Bis-aminas, Antitumoral, Antifingica, Antioxidante.



ABSTRACT
TITLE: Bis-imines synthesis and bis-amines functionalized and their evaluation
activities against cancer cells, fungi and how antioxidants

In this work, thirty eight compounds were synthesized from condensation
between hydroxybenzaldehydes (ortho, meta, and para) with phenylenediamines (ortho,
meta, and para), of aromatic dialdehydes (ortho, meta, and para) with aminophenols
(ortho, meta, and para) and benzoic aminoacids (ortho, meta, and para). All the
compounds were obtained with yields 53% to 99%. Some of these reactions afforded
cyclic compounds, such as benzoimidazole (two compounds) and imineisoindoline (five
compounds). Seventeen acyclic bis-imines were reduced to bis-amines using sodium
borohydride and cerium chloride. Two palladium complexes were prepared with bis-
imines and one bis-amine was converted in to the respective platinum complex. Fifteen
new compounds were synthesized in this work.

Seventeen synthesized compounds were assayed in vitro against nine humans
tumor cell lines: NCI-ADR/RES (ovarian cancer resistant to multiple drugs); NCI-H460
(Lung); PC-3 (prostate); OVCAR-3 (ovary); U251 (gliome, SNC); UACC-62
(melanoma); MCF-7 (breast); HT-29 (colon); K562 (leukemia). The cell line UACC-62
(melanoma) was the most susceptible for the evaluated compounds. Several compounds
showed a broad spectrum of action in concentrations from 1 to 10 ug/mL. One acyclic
bis-imine presented a total inhibition of growth (TIG) four times higher than the
positive control (doxorubicin), against the cell line NCI-ADR/RES (resistant ovary).

All the compounds, except for the metallic complexes, were evaluated against
the following pathogenic fungi of clinical interest: Candida albicans — ATCC 18804,
Candida krusei — ATCC 20298, Candida parapsilosis — ATCC 20019, Candida
tropicalis — ATCC 00750, Candida glabrata — ATCC 32608, Cryptococcus neoformans
— ATCC 32608, Cryptococcus gattii — ATCC 28957, and Candida dubliniensis — CBS
7987. Several compounds have displayed some kind of activit Cryptococcus
neoformans being the most susceptible to the four assayed compounds, showing
inhibition levels near thoses achieved with the positive control (fluconazole).

The free radical scavenging activity was evaluated for thirty five compounds
using DPPH and superoxide anion radical methods. In both procedures the most of the
compounds showed better anti-oxidant activities than that achieved with the positive
control (resveratrol). In general, the bis-amines were more efficient than bis-imines.

keywords:  Bis-imines,  Bis-amine,  Antitumor,  Antifungal, = Antioxidant.
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PARTE I - INTRODUCAO



1 - INTRODUCAO

1.1 - Histérico

As iminas constituem uma classe de compostos organicos que apresentam, em
sua estrutura geral, uma ligacdo dupla entre carbono e nitrogénio. Sdo obtidas a partir da
condensacdo de uma amina primaria com aldeido ou cetona (Esquema 1) (CAREY e
SUNDBERG, 2007). O grupo R da imina pode ser um hidrogénio, um grupo alquila ou
arila, neste ultimo caso constituindo uma base de Schiff. Esse nome foi dado em
homenagem a Hugo Schiff, que descobriu a condensacdo de aminas aromaticas com
aldeidos em 1864 (SCHIFF, 1864). Os produtos da reacdo foram investigados e

passaram a ser chamados de bases de Schiff.

R
R,_O 1
R_NHZ + 1\? —_— /N:< + Hzo
R> R R,
arr_lin? ) aldeido
primaria ce(t)c‘:na imina, isémero (E) e/ou (2)

Esquema 1. Sintese geral de uma imina.

Esses compostos apresentam a estrutura trigonal plana (Figura 1), podendo
apresentar isomeria E/Z de forma analoga a ligacdo dupla dos alcenos. A estabilidade
relativa desses estereocisdbmeros também estd relacionada a questdes estéricas e
eletrénicas. A configuracdo E é a mais estavel, devido a menor repulsdo estérica entre
0S substituintes, o que da maior estabilidade a estrutura (PLIEGO et al., 1999;
CLAYDEN, 2000).

R
\N@. nitrogénio sp?

M

Figura 1. Estrutura de uma imina.

carbono sp?

R1 R2

A estrutura de uma imina lembra em muito a estrutura de uma carbonila,
apresentando uma reatividade muito semelhante (CLAYDEN et al., 2000). A maior

eletronegatividade do atomo de nitrogénio em relagcdo ao carbono (C=N) confere a



ligacdo C-N um carater polar, onde o a4tomo de carbono se encontra parcialmente
deficiente de elétrons e o 4&tomo de nitrogénio com carga parcial negativa. Portanto, o
carbono das iminas comporta-se como eletrofilo e reage com espécies ricas em elétrons
(COSTA et al., 2003).

Os compostos com dois grupamentos imino sdo chamados de bis-iminas e
merecem muito destaque no &mbito da quimica bioldgica e sintética. Na Figura 2
observa-se que 0s grupos iminos podem ser conectados por um espacador e,
dependendo dos reagentes utilizados na sintese, esse espacador pode variar, gerando

uma infinidade de compostos, justificando sua grande utilizacdo em diferentes areas.

Espacador

IMINAS

Figura 2. Estrutura geral de bis-iminas.

Na Figura 3 sdo representados alguns exemplos de iminas e bis-iminas
sintetizadas por Liu, mostrando a grande diversidade de compostos que podem ser
sintetizados de maneira bem simples e répida. A diversidade pode aumentar ainda mais,
quando hé a formacdo de bis-iminas, pois diversos grupos podem ser acoplados a essa
estrutura basica, a fim de se obterem variados compostos com potencial atividade
bioldgica (LIU et al., 2002).

OCH;

Ty " @
Q.

L
e
.
a

"
L o

Figura 3. Estrutura quimica de algumas iminas (LIU et al., 2002).
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1.1.1 - MECANISMO DE FORMAGCAO DE IMINAS

De maneira geral, 0 mecanismo de formacao de uma imina comeca com a adi¢éo
nucleofilica da amina ao carbono do aldeido ou cetona, formando um hemiaminal como
intermediario que, posteriormente, sofre eliminacdo de a molécula de agua (Esquema 2).
Como essa sequéncia reacional ocorre em regime de equilibrio, a remocao de agua é
importante para que a imina seja formada com bom rendimento. Normalmente, essas
reacOes ocorrem idealmente com o pH entre 4 e 6, pois com o0 pH <4 héa protonacgéo da
amina impossibilitando a reacdo ou tornando-a muito lenta. Com o pH acima de 6, a
concentracdo de prétons é muito baixa para ativar a carbonila e permitir a protonacdo da
hidroxila na etapa de desidratacdo. As iminas sdo geralmente labeis e sofrem facilmente
hidrolise para seus reagentes iniciais. A velocidade de hidrélise das iminas depende do

pH da solucdo, da basicidade da amina, da reatividade do aldeido e, principalmente, da

R™ 'H
R R < R R
lT 0°O°o \:N/ \:N/
4\ (o] @ ry L\H @ | .oo Z
H 9 9 -H mina
® % SOH 8OH, /
! °:</T_|:N—R _‘.J\@) R ‘\ —
H® R == R ) \/ —> R ?\T/R‘
H H
Intermediario ~/:\o\\ ® R R
hemiaminal e /:N: - /:N/
R “h4 2R
Imina E

concentracdo de &gua (CAREY e SUNDBERG, 2007).

Esquema 2. Mecanismo proposto para a formacéo de imina catalisada por acido.

As iminas podem ser sintetizadas também em meio neutro e em solventes
apolares, desde que se utilize um sistema para remover a 4gua formada durante a reagdo
(TAGUCHI e WESTHEIMER, 1971). Com a retirada da agua formada no sistema
reacional, o equilibrio se deslocara de forma a obter a imina de interesse (Esquema 2)
(TAGUCHI e WESTHEIMER, 1971). Dentre as estratégias para a retirada de agua da
reagdo, encontra-se 0 uso de um sistema Dean-Stark (DEAN e STARK, 1920) ou de


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Hemiaminal&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Intermedi%C3%A1rio_de_rea%C3%A7%C3%A3o&action=edit&redlink=1

agentes secantes como sulfato de sédio anidro e peneira molecular (FUNISS et al.,
1989; CAREY e SUNDBERG, 2007). Love e Look desenvolveram uma metodologia
com intuito de remover a 4gua formada no sistema utilizando solventes desidratantes,
tais como ortosilicato de tetrametila ou ortoformato de (LOVE e REN, 1993; LOOK et
al., 1995). A reacdo pode ser catalisada por acidos de Brgnsted-Lowry e também por
acidos de Lewis (A.L) como ZnCl, (BILLMAN e TAI, 1958), TiCl, (WHITE e
WEINGARTEN, 1967; WEINGARTEN et al., 1967; MORETTI e TORRE, 1970;
JENNIGS e LOVELY, 1988), MgSO4-PPTS (BRANCHAUD 1983) e K-10 sob
irradiacdo de microondas (VAAS et al.,, 1999; VARMA et al., 1997), Ti(OR)4
(ARMSTRONG et al., 1997) e CuSO, (LIU et al., 1999). Nesses casos, a carbonila é
ativada pelo acido de Lewis e depois sofre o ataque da amina (Esquema 3).

AL HAL
AL ! 3—NH; MU R. AL oNap
R "R, R "Ry AL R1)\R2 3 R1)\R2 AL R R,

Esquema 3. Mecanismo proposto para a formacdo de iminas catalisada por acidos de
Lewis (A.L) (ASIT et al., 2004).

1.2 - APLICACOES BIOLOGICAS

1.2.1-Fungos

Os compostos contendo grupo imino em sua estrutura tém chamado bastante
atencdo, uma vez que apresentam uma grande variedade de atividades bioldgicas,
incluindo a atividade antifungica (DA SILVA et al., 2010).

Os fungos séo abundantes em todo mundo e desempenham um papel essencial
na decomposicdo da matéria organica, podendo ser utilizados ainda na alimentacdo
humana, sendo consumidos diretamente como os cogumelos e trufas ou utilizados na
producéo de outros alimentos e bebidas, como pé&o, vinho e cerveja. (BONONI, 1998).
Apesar da importancia na alimentacdo humana, alguns podem ser patogénicos para
plantas e animais, incluindo o homem.

Existem muitos casos de infeccbes causadas por fungos. Esses casos tém
aumentado a cada dia, contribuindo para a morbidade e mortalidade de humanos.
Pacientes portadores de leucemia, linfoma, diabetes mellitus, sindrome da

imunodeficiéncia adquirida (do inglés AIDS) e pacientes transplantados apresentam


http://pt.wikipedia.org/wiki/Teoria_%C3%A1cido-base_de_Br%C3%B8nsted-Lowry

maior propencdo de adquirirem infeccdes fungicas (LIMA et al., 2006). Dentre esses
fungos patogénicos, destaca-se o género Candida, sendo mais de 17 espécies de
identificadas como agentes etioldgicos de infeccBes da corrente sanguinea (ICSs).
Dentre as espécies de Candida ICSs, quatro espécies, C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis sdo causadoras de aproximadamente 95% das infec¢cOes
(PFALLER e DIEKEMA, 2004).

Atualmente existem muitos fa&rmacos para combater infec¢des fungicas, dentre
0S quais se destacam os compostos com anéis azolicos (Figura 6, p.7). Compostos dessa
classe apresentam uma consideravel atividade contra as infec¢des fungicas, porem a
necessidade do uso continuo tem causado o aumento da resisténcia dos patdgenos frente
a estes farmacos (ROGERS, 2006). Outros compostos muito usados no tratamento de
doencas fungicas sdo: terbinafina, flucitosina, fluconazol, caspofungina, anfotericina B
e griseofulvina (Figura 4) (ANDERSON, 2005).

N~ Z
anfotericina B o terbinafina
OH
H,N
NH N (o)
o - UOH | Y
HO N © F N
- r"le NH,
2
o flucitosina

\

= _ y N
o
H O 00 QN,N F
W el
- N . N
OHO H ™ “OH ? © i g T
cl

caspofungina

HO griseofulvina fluconazol

Figura 4. Estrutura quimica de alguns compostos utilizados no tratamento de doengas

causadas por fungos.

Diante do limitado numero de farmacos eficientes contra fungos resistentes, é
evidente a necessidade da descoberta de novos compostos antifugicos mais eficazes e,

neste contexto, as iminas sdo importantes. Na literatura existem relatos de atividade



bioldgica de varias substancias dessa classe contra fungos de interesse clinico como as
apresentadas na Figura 5, (p.7) (ASHRAF et al., 2011).

N R' R? HO R! R? R! R2
SN — \%N HOO—N
©[3>_ L®R3 o \\—%}W \ R3
OH

R'=H, OH, CI
R2=H, OCH,
R3=H, OH, CI

Figura 5. Estruturas quimicas de algumas iminas com atividade antifangica (ASHRAF
etal., 2011).

As iminas contendo o grupo 2,4-dicloro-5-fluorofenil (Figura 6) inibem o
crescimento de Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus (causam hipersensibilidade,
doencas pulmonares e cerebrais), Trichophyton mentagrophytes (é causador da doenca
comumente chamada de pé de atleta) e Penicillium marneffei (causa infeccdo
na pele e trato respiratério do homem), apresentando valores de concentracédo inibitoria
minima (CIM) entre 6,3 e 12,5 pug.mL™ para esses fungos (KARTHIKEYAN et al.,
2006).

cl Cl
(o]
N//NH 0)
N- NH
SNH | =s ’N//
-N N /\Fs
/ S N< F
\ —
N~
cl cl o Cl Cl
E Cl
(o] N-NH

OCH,

Figura 6. Estrutura de alguns compostos derivados do 2,4-dicloro-5-fluorofenil
(KARTHIKEYAN et al., 2006).
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Iminas contendo o grupo piperonil (Figura 7) apresentam também atividade
antifangica, inibindo o crescimento de Trichophyton rubrum (CIM = 820 a 980 uM) e
Epidermophyton floccosum (CIM =200 a 930 uM) (DA SILVA et al., 2011).
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Figura 7. Estrutura de compostos derivados do piperonil com atividade antifungica
(DA SILVA et al., 2011).

Portanto, as iminas constituem uma importante classe de substancias com perfis

funcionais bioldgicos, incluindo a atividade contra fungos patogénicos.
1.2.2 — Antioxidante

Antioxidantes sdo substancias de grande interesse bioldgico por retardarem a
oxidagcdo de macromoléculas por espécies reativas de oxigénio (ERO) ou nitrogénio
(ERN) (PIETTA, 2000; KRINSKY, 1994). Essas espécies sao constantemente
produzidas em organismos vivos através da cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria (FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008). Alguns exemplos de EROs séo o
peréxido de hidrogénio (H.0,), o oxigénio singleto (*O,"), os radicais hidroxila (‘OH),
peroxila (ROQ") e alcoxila (RO") e o anion superoxido (‘O,). Como exemplos de ERNs
tém-se os radicais 6xido nitrico (NO"), diéxido de nitrogénio (‘NO,) e o peroxinitrito
(ONOO’) (RAJKAPOOR et al., 2010).

A producdo de radicais livres é controlada por enzimas do sistema antioxidante
(ex.: superdxido dismutase e catalase) e, também, por substancias provenientes de
compostos sintéticos como 2-terc-butil-4-metoxifenol (BHA) e 2,6-di-terc-butil-4-
metoxifenol (BHT) e naturais, provenientes da dieta alimentar, como o &cido ascorbico
e o resveratrol (Figura 8, p.9) (EVANS et al., 1996).
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Figura 8. Alguns compostos com atividade antioxidante.

Dentre 0s compostos que apresentam atividade antioxidante percebe-se a
ocorréncia, em grande maioria, de hidroxilas fendlicas, que desempenham um papel
importante no sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os radicais
formados séo relativamente estaveis, pela possibilidade de ocorrer ressonancia no anel
fendlico (HASLAM, 1996; SOARES, 2002; CHUN et al., 2005)

Um dos métodos utilizados para determinacdo da capacidade antioxidante é o
uso do radical DPPH’ que, na presenca de um antioxidante sofre reducdo, Esquema 4,
mudando de cor e permitindo a determinacdo do grau de sequestro de radical, mediante

leitura espectrofotométrica.
qWe SWe
:N° NH
4> .
O,N Nno, * RH O,N Nno, * R

Antioxidante

N02 NOZ
DPPH’

Esquema 4. Reacdo do radical DPPH’ com um antioxidante.

Compostos pouco estudados e que podem apresentar bons resultados como
antioxidantes sdo as iminas fendlicas. De fato, existem relatos na literatura do uso
dessas iminas como possiveis antioxidantes. Zhao e Liu utilizaram alguns derivados de
iminas e bis-iminas fenodlicas para avaliar o dano oxidativo no DNA (ZHAO e LIU,
2009; CHENG et al., 2010). Sersenn realizou experimentos com 4,4’-
bis(diidroxibenzilanilidenamino) difenilmetano e difeniléter (Figura 9, p.10), que sdo
bis-iminas aromaticas, avaliando a influéncia na atividade antioxidante das hidroxilas

ligadas em diferentes posicées do anel aromatico (SERSEN et al., 2009).



i
o0 "L @f"g Q"ﬁa
HO OH HO OH HO OH . HO OH
HO\@NNéD/OH HO@NQ QN&D/OH
OH HO OH HO
Figura 9. Estrutura quimica dos compostos avaliados como antioxidantes por SERSEN

e colaboradores 2009.

Em resumo, é importante a busca por novas substancias que apresentem
propriedades antioxidantes para utilizagdo em alimentos e para fins de aumento da
qualidade de vida de individuos (SERSEN et al., 2009). Dentre os compostos que
podem apresentar resultados promissores, destacam-se 0S compostos com o0 grupamento
imino, pois podem formar espécies radicalares estaveis, tornando-se excelentes

antioxidantes.
1.2.3 — Cancer

Cancer ou tumor maligno é uma doenga causada pelo processo de multiplicacéo
rapido e descontrolado de ceélulas defeituosas, como consequéncia de falhas no
mecanismo de reparacao celular (BARAR, 2003). Essas falhas podem acontecer devido
a predisposicdo genética, acdo de micro-organismos (virus ou bactéria) ou por fatores
externos, tais como exposi¢do prolongada a radiagdo ionizante ou substancias quimicas
especificas. Esse processo de replicacdo de células anormais sem funcdo bioldgica
invade tecidos e 6rgaos sadios vizinhos, resultando em dor, faléncia do érgédo ou tecido,
seguidas por disseminacdo em outras partes do organismo, através do sistema
circulatério (processo de metastase), levando ao colapso e a morte. Existem mais de 100
tipos de cancer clinicamente distintos, fora os inmeros subtipos, e a maioria € nomeada
de acordo com o 6Orgdo atingido ou tipo de célula onde se inicia, sendo agrupados
também em categorias de acordo com o tipo de célula que os compdem. Dentro dessa
ultima divisdo ha os carcinomas, sarcomas, linfomas e leucemias (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006).

De acordo com a organizacdo mundial de saide, em 2005, de um total de 58
milhGes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes,

representando 13% de todas as mortes. Os principais tipos de cancer com maior
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mortalidade foram: pulmao (1,3 milhdo), estbmago (cerca de um milh&o), figado (662
mil), colon (655 mil) e mama (502 mil). Do total de 6bitos por cancer ocorridos em
2005, mais de 70% ocorreram em paises de média ou baixa renda (WORD HEALTH
ORGANIZATION, 2006).

De acordo com a organizacdo mundial de salde, estima-se ainda que, em 2020,
0 numero de novos casos anuais seja da ordem de 15 milhdes. Cerca de 60% destes
novos casos ocorrerdo em paises em desenvolvimento. E conhecido também que pelo
menos um terco dos novos casos de cancer que ocorrem anualmente no mundo poderia
ser diagnosticado precocemente se houvesse um processo de conscientizacdo a respeito

da importancia de exames preventivos.

1.2.3.1 - Terapia Anti-Cancer

O controle e tratamento dessa doenca é uma tarefa dificil, principalmente pela
grande diversidade de tipos e subtipos de cancer com caracteristicas distintas, exigindo
solucdes individualizadas para cada tipo.

Atualmente existe um grande nimero de compostos utilizados em tratamento
clinico para pacientes com cancer. A grande maioria é ativa contra um nimero limitado
de tumores e varios desses tumores sdo resistentes frente a tais medicamentos. Esse
qguadro mostra a importancia e a necessidade do desenvolvimento de novos compostos
com atividade contra células de cancer (ALMEIDA, et al., 2005).

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer, normalmente
utilizados em conjunto: cirurgia, radioterapia e quimioterapia (FOYE et al., 1996). A
quimioterapia aplicada ao tratamento do cancer é chamada de antineoplasica ou
antiblastica. Os primeiros compostos utilizados com essa finalidade foram os agentes
alquilantes antineoplasicos (RAJSKI e WILLIAMS, 1998; HOPKINS et al., 1991). Em
1942, utilizou-se o g&s mostarda, mecloretamina, com 6timos resultados de reducéo
tumoral transitoria em um paciente portador de linfoma. Este fato marcou o inicio da era
moderna de quimioterapia do cancer. Os agentes alquilantes estdo entre 0s
antineoplasicos mais estudados (GILMAN e PHILLIPS, 1946; HOPKINS et al., 1991)
e usados na atualidade. Eles sdo capazes de formar ligacOes interfilamentares com o
DNA (GILMAN e PHILLIPS, 1946). Dentre os compostos desta classe podem se

destacar o clorambucil (Leukeran®), ciclofosfamida (Cytoxan®), mecloretamina
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(Mustargen®) e o melfalan (Alkeran®) (SALMON e KATZUNG, 1998; CHABNER e

GILMAN,1995) (Figura 10).
Cl

v /_/CI - N/—/CI _ ) N/—/CI
QF"S R W W <

Cl OH Cl Cl Cl

ciclofosfamida melfalan mecloretamina clorambucil

Figura 10. Estruturas quimicas das mostardas nitrogenadas usadas no tratamento do
cancer (quimioterapicos) (SALMON e KATZUNG, 1998; CHABNER e GILMAN,
1995).

Os produtos naturais sdo as principais fontes de agentes antioneoplasicos
importantes e eficientes usados clinicamente. Dentre alguns exemplos podem ser
citados os alcalGides vegetais vimblastina, vincristina e taxol, este Gltimo conhecido
comercialmente como Paclitaxel® (OLIVEIRA e ALVES, 2002); podofilotoxinas (ou
epipodofilotoxinas), como a etoposida (VP-16) e a teniposida (VM-26), que € um
derivado semissintético da etoposida (SALMON e KATZUNG, 1998; CHABNER e
GILMAN, 1995), Figura 11.

paclitaxel

etoposida teniposida

Figura 11. Estrutura quimica de quimioterapicos de fontes naturais.
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Outra classe de compostos utilizada amplamente na quimioterapia ¢ dos
complexos metélicos de platina. O desenvolvimento desses compostos comecou de
forma casual, através da descoberta em 1960 que alguns complexos de platina inibiram
a divisdo celular de bactérias (ROSENBERG et al., 1965). Experimentos posteriores
revelaram que eles também inibiram a proliferacdo de células tumorais (ROSENBERG
et al., 1969; ROSENBERG e CAMP, 1970). Dentre esses compostos cabe ressaltar a
cisplatina, a carboplatina e a oxaliplatina (Figura 12), todos amplamente utilizados em
tratamentos clinicos, sendo os dois Ultimos mais seletivos e considerados de ultima
geracdo (GELASCO e LIPPARD, 1998).

o

i 0
H3N//,, \\\\cI H3N/,, \\\O \\\\ N’//,, \\\o
(Pt‘ ‘Pt Pt
HsN cl H,NT Yo N Yo o
N

O

Cisplatina Carboplatina Oxaliplatina

Figura 12. Complexos de platina utilizados como quimioterapicos.

Os quimioterapicos de platina sdo administrados intravenosamente e se
difundem pelas células tumorais, onde sofrem hidrélise mediante perda do cloreto ou
grupo carboxila, resultando no céation platina. Essa espécie carregada positivamente
coordena com os atomos de nitrogénio de algumas bases do DNA (adenina e guanina),
formando complexos que distorcem a hélice do DNA e impedem sua duplicacédo
(LOKICH e ANDERSON, 1998). A inabilidade da célula em reparar esse DNA
“danificado” dispara o processo de apoptose, resultando na morte celular.

Existem muitos compostos utilizados no tratamento quimioterapico. No entanto,
a maioria desses agentes atua de forma ndo especifica, matando tanto células malignas
quanto células normais (SALMON e KATZUNG, 1998; MURAD e KATZ, 1996).
Portanto, ha uma necessidade continua em desenvolver novos compostos que sejam
mais seletivos e menos toxicos.

Existem estudos de atividade antitumoral utilizando iminas, que, na maioria das
vezes, atuam como ligantes para metais. Um exemplo foi descrito por Ansari, que
utilizou iminas para sintetizar varios complexos com manganés (Figura 13, p.14) e,

entdo, avaliou a sua atividade antitumoral (ANSARI et al., 2009).
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Figura 13. Complexos de manganés utlllzados para |ndu2|r apoptose em células
humanas (ANSARI et al., 2009).

Esses complexos foram seletivos para induzir apoptose em células cancerosas de
mama (MCF-7), apresentando valores de Clso entre 11 a 40 uM. Os resultados
mostraram que os complexos sdo seletivos e comparaveis a cisplatina (Clsp=18 uM),

podendo entdo ser utilizados como novos agentes antitumorais (ANSARI et al., 2009).

1.3 — Aplicagdes em sintese organica

As iminas compreendem uma das mais versateis classes de substancias
organicas, podendo atuar como substratos em reducgoes, adi¢bes, condensagdes e ciclo
adicdes, sendo também muito empregadas como intermediarias na sintese de compostos
biologicamente ativos. As f-lactamas, por exemplo, que apresentam uma reconhecida
atividade biologica (NIAMH et al, 2013), podem ser obtidas a partir de iminas

funcionalizadas, Esquema 5.

o
RTO
o
Et;N, CH,Cl,
N N
C¢HsCH,COCI
(o)
R= CH3; C6H5

Esquema 5. Sintese de f-lactamas a partir de iminas (NIAMH et al., 2013).

Na quimica de coordenacdo, as bis-iminas, em especial as bases de Schiff,
destacam-se pela facilidade em complexar com varios metais. Esses compostos

funcionalizados quando ligados a metais podem atuar como ligantes bi, tri e
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tetradentados (KINGSHOTT et al., 2002). Esses complexos metélicos sdo utilizados
como catalisadores em diversas reagdes organicas, atuando na oxidacdo de compostos
organicos (LOPEZ et al., 2000 e GAMA et al., 2002), hidroxilacdo (LIGTENBARG et
al., 1998), condensacdo alddlica (CHAPUIS e JACOBY, 2001; LIU et al., 2002;
HAYASHI, 1995), epoxidacdo (VOS et al., 1995; STAR et al., 2001; MORRIS et al.,
2001), reacOes de Diels—Alder (MAGESH et al., 2004; KANO et al., 2003),
ciclopropanagdo (FONSECA et al., 2003; WANG et al., 2003), catalisar acoplamentos
de Suzuki (HE et al., 2011), dentre outras reacdes.

Enfim, essas e muitas outras aplicacfes do uso de iminas ou de complexos a
base de iminas em atividades biologicas ou como catalisadores em reagdes organicas
coloca essa classe em destaque no ambito da quimica organica bioldgica e/ou sintética.
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PARTE Il — SINTESE DE IMINAS, AMINAS E
COMPLEXOS DE PALADIO E DE PLATINA
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2. OBJETIVOS

% Sintetizar bis-iminas arométicas funcionalizadas.

++ Sintetizar bis-aminas a partir das bis-iminas correspondentes.

¢ Sintetizar complexos de platina e de paladio com as bis-iminas.
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2.1. RESULTADOS

2.1.1. Obtencdo e caracterizagdo de bis-iminas aromaticas funcionalizadas

2.1.1.1. Primeira série de Bis-iminas

As metodologias para obtencéo de iminas séo amplamente exploradas nos mais
diversos campos da Quimica. Por ser uma sintese relativamente simples, varios métodos
tém sido descritos, e em geral, conduzem a produtos com bons rendimentos.

Neste trabalho, para a obtengdo das bis-iminas aromaticas foi utilizado o
método desenvolvido por Baker e Shulgin para a preparagdo de monoiminas (BAKER e
SHULGIN, 1959). Assim, esse primeiro grupo de substancias foi preparado pela
condensacéo entre hidroxibenzaldeidos (orto, meta e para) com fenilenodiaminas (orto,

meta e para), na presenca de tolueno e sob refluxo, resultando nas bis-hidroxiiminas

(Esquema 6).
= |4

CHO 1 (1) 2-OH; 2'-R!

A X 3 .
@ > | Z\OH (2) 2-OH; 3 -R:
X P 3) 2-OH; 4'-R
Ny \ T (4) 3-OH; 3'-R!

| OH | (4) 3-OH;

X tolueno, refluxo 4 (5) 3-OH; 4'-R'
NH, (6) 4-OH; 3°-R!

(7) 4-OH; 4°-R!

Esquema 6. Esquema geral do primeiro grupo de bis-iminas hidroxiladas.

Devido a grande similaridade estrutural entre os compostos 1 a 7 sintetizados,
serdo discutidos nesse trabalho os dados espectroscOpicos obtidos para uma bis-imina
representativa deste grupo, a titulo de exemplificacdo. Os demais compostos foram
caracterizados de maneira analoga. Os dados espectroscopicos para as demais bis-
iminas sdo apresentados na parte experimental. Os espectros de RMN de 'H e de **C
encontram-se no Anexo (p.I).

Para exemplificar a caracterizagdo, foi selecionado o composto N,N’-bis(2-
hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diimina (1) (Figura 16, p.19), conhecido também como
salofen. Para a sintese desse composto foram utilizados o tolueno como solvente e um

sistema Dean-Stark (DEAN e STARK, 1920) para a remocao da dgua formada durante
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0 processo. Apos 3,5 h de reacdo obteve-se 0 composto 1 com 92% de rendimento. Essa
condicdo de reagdo foi adaptada de Baker e Shulgin, que utilizaram varios solventes

para obtencdo de uma série de monoiminas (BAKER e SHULGIN, 1959).

—N N5 5
OH HO1 4

Figura 16. Estrutura do composto 1.

Portanto, o espectro no infravermelho (Figura 17), mostra uma banda larga e
pouco intensa em 3446 cm™, proveniente do estiramento da ligacdo O-H do anel
aromatico. O fato de a banda ser pouco intensa demonstra a ocorréncia de possiveis
ligagbes de hidrogénio intramoleculares entre a hidroxila e o nitrogénio da imina
(HOSHINO et al., 1988; BAKER e SHULGIN, 1959 e BARBOSA, 2007),
representadas na Figura 18, p. 20. Outra banda que contribui para sua caracterizacédo € a

banda forte em 1614 cm™, correspondente ao estiramento de C=N.
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Figura 17. Espectro no infravermelho do composto 1 pastilhado com KBr.
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Figura 18. Ligac6es de hidrogénio intramoleculares entre as hidroxilas e os atomos de

nitrogénio dos grupos iminos no composto 1.

No espectro de RMN de *H a 200 MHz do referido composto (Figura 19, p.21),
observa-se a presenca de um simpleto em ¢ 13,00, integrando para dois atomos de
hidrogénio, referente aos hidrogénios das hidroxilas. Tal valor pode confirmar que estao
em ligagdo de hidrogénio, uma vez que estdo muito desblindado. Em 68,92 é observado
um simpleto, correspondendo ao hidrogénio do grupamento HC=N (H-7). Tal sinal
mostrou-se caracteristico para a maioria dos compostos sintetizados, apresentando-se na
mesma regido de seus espectros de RMN de 'H. Observa-se também um dupleto
centrado em ¢ 7,66, integrando para dois atomos de hidrogénio e com constante de
acoplamento escalar igual a 7,20 Hz, que corresponde aos atomos de hidrogénio H-5.
Verifica-se ainda um multipleto na regido entre ¢ 7,42 a 7,37, correspondendo a seis
hidrogénios (H-3, H-9 e H-10). Finalmente, na regido entre ¢ 7,00 e 6,93, ha um sinal
devido a sobreposicao de um dupleto e um tripleto, referentes aos &tomos de hidrogénio
H-2 e H-4, respectivamente. Esses 4&tomos de hidrogénio apresentam-se mais blindados
devido ao pronunciado efeito doador de densidade eletrbnica por ressonancia do
grupamento OH para suas posi¢fes orto e para. Experimentos de COSY foram
realizados para determinar de forma inequivoca todos os sinais. Todos os dados sdo
compativeis com a literatura, Tabela 1, p.21 (HILLE et al., 2009).
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N"-bis(2-
hidroxibenzilideno) benzeno-1,2-diimina (1).

Tabela 01. Comparacdo dos deslocamentos quimicos da bis-imina 1 com dados da
literatura

Deslocamento quimico (o)

Compostos

H-2/H-4  H-3/H-9/H-10 H-5 H-7 OH
Bis-imina (1) 6,93 - 7,00 7,37 17,42 7,66 8,92 13,00
Bis-imina (1)

. 6,96 - 7,00 7,40 —7,48 766-768 894 1294
(Literatura)

O espectro de RMN de **C a 50 MHz do composto 1 (Figura 20, p.22)
apresenta um total de dez sinais referentes aos vinte atomos de carbono da molécula.
Tal fato se deve a simetria e, consequente, equivaléncia de diversos atomos de carbono,
dos anéis aromaticos. Em §116,58 e 118,96, deslocamentos quimicos dos nlcleos mais
blindados do espectro, sdo observados os sinais referentes a C-2 e C-4 que, assim como
0s respectivos hidrogénios H-2 e H-4, sofrem também grande influéncia do grupamento
OH. O sinal em ¢ 119,37 refere-se ao carbono C-6, embora o valor seja bastante

proximo ao de C-4, a sua atribui¢do inequivoca foi realizada a partir do espectro de
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DEPT, onde o sinal de C-6 ndo foi observado. Os dois sinais com deslocamentos
quimicos em 6 119,60 e 127,68 referem-se a C-9/C-10. Em 6 132,38 e 133,31, séo
observados os sinais referentes a C-5/C-3, que, por estarem em posi¢do meta em relagéo
a hidroxila, se apresentaram como 0s mais desblindados. O sinal com deslocamento
quimico em ¢ 142,14 refere-se ao carbono C-8 do anel central. A confirmacdo desse
sinal foi realizada comparando os espectros de **C e DEPT, uma vez que esse sinal ndo
aparece no espectro de DEPT. Por fim, os sinais referentes aos carbonos C-1/C-7,
aparecem em ¢ 160,32 e 163,89, e também puderam ser confirmados com o espectro de

DEPT (Figura 20a). As demais iminas foram analisadas de forma analoga e se

encontram na Tabela 3, p.34, juntamente com seus rendimentos.
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Figura 20. (a) subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) (b) Espectro de RMN de
B3C (50 MHz, DMSO-ds) de N,N"-bis(2-hidroxibenzilideno) benzeno-1,2-diimina (1).

Foi realizado experimento de NOE (Nuclear Overhauser Effect) 1D com o
objetivo de confirmar a geometria E dos compostos 1 e 7. Para isso, irradiou-se o sinal
referente ao hidrogénio da imina (H-7), obtendo o espectro da Figura 22, p.23. Verifica-
se incrementos de NOE apenas nos atomos de hidrogénio H-5 e H-9 (Figura 22, p.23).
Confirmando a proximidade espacial entre eles. Como todos 0s compostos apresentam
0 mesmo grupamento imino, esse experimento nao foi realizado para todos. Os dados de

NOE para 0 composto 7 encontram-se em anexo.
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Figura 21. Estruturas qwmicas E/Z da N,N’-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-
diimina (1) e N,N"-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-diimina (7).

H-7
Sinal irradiado

e

o n a = 7 70 s 5 ta] 1]
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Figura 22. Espectro de NOE (Nuclear Overhauser Effect) 1D de N,N"-bis(2-

hidroxibenzilideno) benzeno-1,2-diimina (1).

O processo de obtencdo das bis-iminas é simples, mas durante o processo de
obtencgéo das bis-iminas hidroxiladas do primeiro grupo, Esquema 7, p.24, verificou-se
que a sintese dos compostos N,N"-bis(3-hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diimina (8")
N,N”-bis(4-hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diimina ~ (9"),  derivados da 1,2
fenilenodiamina, ndo ocorreu como planejado. O que se observou foi a formagédo dos
composto (8) e (9) (Tabela 3, p.34).
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2
NH; X R (8") R2= 3-OH
) = 3-
@( R / / @( (9°) R?=4-OH
NH,
tolueno, refluxo R2
1,2 fenilenodiamina /

Esquema 7. Tentativa de obtencdo dos compostos 8" e 9°.

As condigdes reacionais foram as mesmas utilizadas para a obteng¢éo dos outros
compostos. No entanto, apés uma anélise dos espectros de RMN de *H, **C e DEPT dos
produtos, percebeu-se que as estruturas esperadas 8' e 9" ndo foram condizentes com 0s
sinais obtidos. No espectro de RMN de *H (Figura 25, p.28) do composto obtido 9, foi
possivel observar a presenca de um simpleto com deslocamento quimico em ¢ 5,41,
integrando para dois 4&tomos de hidrogénio. Esse sinal, tipico de atomos de hidrogénio
alifatico, é incompativel com as estruturas dos compostos planejados. Também se
verificou nesse espectro a presenca de dois sinais de hidroxilas fendlicas com diferentes
deslocamentos quimicos e o desaparecimento do sinal dos atomos de hidrogénio das
iminas, (observados para os compostos 1 a 7). A integracdo na regido de aromaticos
indicou a presenca de 12 atomos de hidrogénio. No espectro de RMN de **C (Figura
26, p.29), foi observado um sinal com deslocamento quimico de ¢ 47,00 que, pela
analise do subespectro de **C DEPT 135, verificou-se tratar de um carbono metilénico
(CH,), que também ndo foi compativel com a estrutura esperada. concluiu-se que 0s
produtos obtidos diferiam dos que foram planejados. Portanto, foram necessarios outras
técnicas que auxiliassem a interpretacdo desses dados. Assim, foi utilizada
espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) em modo positivo
(Figura 23, p.25). Este experimento mostrou a presenca de um ion de m/z 317,
compativel com a massa molar acrescida de um hidrogénio dos produtos de interesse 8'
e 9' [M + H]". Isso mostrou que 0s compostos apresentam a mesma massa molecular

dos compostos 8' e 9' e, portanto, 8 e 9 seriam isGmeros.
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Figura 23. Espectro de massas (+)-ESI-MS do composto 9.

O ion de m/z 317 foi selecionado no espectrdmetro de massas e submetido a um
experimento de dissociacdo, através da colisdo com um gas inerte, neste caso, argénio.
Este experimento chamado MS/MS ou CID (dissociagdo por colisdo induzida) forneceu

0 espectro da Figura 24.
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Figura 24. Espectro MS/MS do ion de m/z 317 do composto 9.
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Mesmo com essas informacgdes, ndo foi possivel elucidar a estrutura do
composto obtido. No entanto, as informagdes obtidas pela espectrometria de massas
foram Uteis para a andlise da estrutura desses compostos. Apds busca na literatura,
encontraram-se precedentes para a reacdo entre orto-fenilenodiamina e varios aldeidos,
utilizando agua como solvente, sob catalise por um complexo de zinco (Esquema 8),
levando a obtencdo de benzoimidazois (RAVI et al., 2007).

R NH, ~CHO R N —
Zn(Pro), (5 mol%) N\ )
+ g — \ 7 —R2
X H,0,25°C Ry N

R1

NH2 RZ -
-
R=R'=H R2=Var
R=R1=CH3 =Varios grupos
R=CI,R'=Cl

Esquema 8. Sintese de benzoimidazois (RAVI et al., 2007).

Wan e colaboradores observaram também a formacéo do anel benzoimidazolico,
a partir da reacdo de orto-fenilenodiamina com benzaldeidos utilizando uma mistura de
agua e cloreto de trimetilsilano (TMSCI) (WAN et al., 2009). No entanto quando sao
utilizados para a condensacdo os aldeidos orto-hidroxilados a ciclizacdo nao acontece.
A provavel explicacdo para que isso ndo aconteca, estd na ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre o hidrogénio da hidroxila com o nitrogénio do grupamento imino,
(Figura 18, p.20) (HOSHINO et al., 1988).

Wan e colaboradores elaboraram uma proposta de mecanismo, a partir da reacao
com benzaldeido deuterado e a orto-fenilenodiamina (Esquema 09). Essa sintese foi

acompanhada por meio de experimentos de RMN (WAN et al., 2009).

H(D
(DH

NH, N
OO e (1O
NH, N

Xl
l D E\T Migragéo 1,3-hidreto

.
e G0
E

=

Xl
X1
Esquema 09. Mecanismo de formagdo de benzoimidazois proposto por Wan e

colaboradores (WAN et al., 2009).
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Com esse experimento, verificou-se a formacao do anel benzimidazolico e, pela
posicdo dos atomos de deutério, fizeram uma proposta de mecanismo para essa reacao.
Primeiramente haveria uma reacéo entre o aldeido e a orto-fenilenodiamina, formando a
bis-imina XI como intermediario, na presenca de catalise eletrofilica (E*). Em seguida,
ocorre uma ciclizagdo mediante ataque do nitrogénio de um grupo imino ao carbono do
outro imino, levando a formagdo do intermediario XII que, na sequéncia sofre um
rearranjo de hidreto, resultando no produto XII1. Baseado nos estudos de Ravi (2007) e
Wan (2009), pode-se propor gque a estrutura dos compostos obtidos na verdade eram de
benzoimidazois 8 e 9, proposta que estd de acordo com os dados de RMN. O
experimento de (+)-ESI-MS revelou os ions de m/z 223 e 196, durante a anélise de
ms/ms, como resultado das perdas de 94 e 121 unidades de massa, respectivamente,

Esquema 10.

m/z: 196

Esquema 10. Proposta de fragmentacdo do ion de m/z 317.
Os compostos ciclizados N,N’-bis(3-hidroxifenil)benzoimidazol (8) e N,N'’-

bis(4-hidroxifenil)benzoimidazol (9) foram obtidos com 85% e 89% de rendimento

respectivamente, Esquema 11, p.28.
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NH, 7 2 oH

6 3
NH, x%HO  Tolueno 8 N\s 4 —/1
+ 2 | _ > \ /
\ refluxo 9 N + 2H,0

o M
OH

—
. 12
orto-fenileno 13\ 16

diamina 14 OH
15

(8) 3-OH (85%)
(9) 4-OH (89%)

Esquema 11. Obtenc¢éo dos compostos 8 e 9.

Devido a grande similaridade estrutural entre esses dois compostos
sintetizados, serdo discutidos apenas os dados espectroscépicos do N,N’-Bis(4-
hidroxifenil)benzoimidazol (9).

No espectro de RMN de *H do composto a 200 MHz (Figura 25) foi possivel,
entdo, justificar todos os sinais presentes nos espectros do composto analogo ao
benzoimidazol. Em 6 9,97 e 9,43, foi possivel observar a presenca de dois simpletos
largos, referentes aos dois atomos de hidrogénio das hidroxilas fendlicas, que
apresentaram deslocamentos quimicos diferentes, por ndo serem equivalentes. Na regido
entre 0 7,68 e 6,64 sdo detectados sinais multiplos devidos aos 12 atomos de hidrogénio
dos trés aneis aromaticos. A complexidade destes sinais é devida ao entrelacamento
parcial dos sistemas AA’BB’ dos dois anéis fendlicos e mais o sistema ABCD
constituido pelos atomos de hidrogénio H-7 a H-10. Por fim, um sinal muito importante
e caracteristico desses compostos, um simpleto com deslocamento quimico em ¢ 5,41 e

com integracdo para dois a&tomos de hidrogénio sao atribuidos a H-12.

H-12

[ C R Y
b W g N
ESTRTTIE SH A

0zt

T L B e B B B B B B B S By B B B B NN S O N
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
ppm (t1)

Figura 25. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-ds) de N,N’-Bis(4-hidroxifenil)

benzoimidazol (9).
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No espectro de RMN de **C (a 50 MHz) (Figura 26) observa-se a presenca de
dezesseis sinais. Um dos sinais com deslocamento quimico em ¢ 47,00 pode ser
explicado somente para a estrutura ciclica, uma vez que as bis-iminas aciclicas
apresentaram apenas sinais com deslocamentos quimicos maiores que 6 100,00 ppm,
Esse sinal € referente ao carbono C-12. Em 6110,88 e 115,41, deslocamentos quimicos
dos atomos de carbono aromaticos mais blindados do espectro, sdo observados os sinais
referente a C-2 e C-15 que, assim como o0s respectivos atomos de hidrogénio H-2 e H-
15, sofrem também forte influéncia do grupamento OH. Os sinais em 6115,46 e 118,76
referem-se a C-7/C-10. O sinal do carbono C-13 em 120,74 foi determinado quando o
espectro foi comparado com o espectro de DEPT (Figura 27, p.30), onde ele nédo
aparece. Os dois sinais com deslocamentos quimicos em 121,80 e 122,05 referem-se a
C-8/C-9. Em 6 127,04, 127,42 e 130,53 ppm foram observados os sinais referentes a C-
4, C-3 e C-14 que, por estarem com os deslocamentos bem proximos, foram
distinguidos pelo espectro DEPT (Figura 27, p.30), no qual o sinal de C-4 n&o aparece,
portanto o sinal em §127,04 refere-se ao C-4 . Os sinais com deslocamento quimico em
o 127,42 e 130,53 referem-se aos atomos de carbono C-3/C-14, que estdo localizados
em posicao meta em relacdo a hidroxila. Os sinais em 135,77, 142,63 e 153,52 referem-
se a C-6, C-11 e C-5, que fazem parte do anel benzimidazéico. Por fim, os atomos de
carbono C-1 e C-16, que estdo ligados as hidroxilas, sendo por isso os atomos de

carbono mais desblindados, apresentam deslocamentos quimicos em 156,60 e 158,77.

2
5
0
7
7
2
1
0
8
5
5
0
47.00

7 3 2
C-14/C-3/C-4 8 &N
C-8/C-9 @[ \>5—4©LOH
o 11 N
10
12 13

C-5/C-6/C-11 12 o
C-10/C-7 [RE
C-1/C-16
C-15/C-2 C.10
h | -
| ‘l |
[ T [ [ [

ppm (t1)

Figura 26. Espectro de RMN de **C (50 MHz; DMSO-dg) de N,N’-bis(4-hidroxifenil)

benzoimidazol (9).
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Figura 27. Subespectro de *C DEPT 135 (50 MHz; DMSO-ds) de N,N'-Bis(4-

hidroxifenil) benzoimidazol (9).

Como o intuito era a obtencdo do composto ndo ciclizado, foram entdo
realizadas varias tentativas de sintese da bis-imina aciclica variando-se solvente, tempo
de reacdo, temperatura e proporgéo de reagentes, (Tabela 2, p.31). No entanto apenas o0
composto ciclizado (9) foi obtido.
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Tabela 2 — Tentativas de obtencéo da bis-imina 9°

.
o< ¥
ey

|
(0]
9 9

N
N
OH

Rend.
Tempo o R1? R2°
Solvente Condigdes (%)
(h) (mol) (mol)

) 9
1 Tolueno 5 Refluxo, 7 mL 2 1 INO 70
2 Tolueno 24 Refluxo, 7 mL 3 1 INO 89
3 Etanol 8 Refluxo, 7 mL 2 1 INO 75
4 Etanol 24 Refluxo, 7 mL 3 1 INO 78
5 Etanol 60 Refluxo, 10 mL 2,2 1 INO 86
6 Etanol 96 Refluxo, 7 mL 3 1 INO 89
7 Etanol 8 T.a° 7mL 3 1 INO 75
8 Etanol 0,5 Refluxo, 3 mL 2,2 1 INO 75
9 Etanol 0,5 Refluxo, 1 mL 2,2 1 INO 77
Refluxo e em 65

10 Metanol 3 3 1 ‘NO

pH=5

11 Metanol 3 0°C e em pH=5 3 1 ‘NO 60
12 Diclorometano 24 T.a° 7mL 3 1 INO 76
13 Diclorometano 0,7 T.af%3mL 2,2 1 INO 70
14 Diclorometano 0,7 T.af% 1mL 2,2 1 INO 73

*Condicao; “NO = N4o obtido

*R 1 = 4-hidroxibenzaldeido; °R 2 = orto-fenilenodiamina; °T. a. = Temperatura ambiente;

Para fins de comparacdo com 0s espectros de massas apresentados nas Figuras

23 e 24 (p.25) para o composto 9, realizou-se a andlise de ESI-MS do composto 7,

produto nao ciclizado, Figura 28 e 29, p.32.
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Figura 28. Espectro de massas (+)-ESI-MS do composto 7.
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O ion de m/z 317 foi submetido também ao experimento de MS/MS (Figura 29)

mostrando um padrdo de fragmentacdo totalmente diferente daquele da Figura 24 (p.25)

e compativel com a estrutura do composto 7 (Esquema 12, p.33).
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Figura 29. Espectro MS/MS do ion de m/z 317 do composto 7.
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Esquema 12. Proposta de fragmentacdo do ion de m/z 317 do composto 7.

Portanto, ao final da primeira série, foram obtidos as bis-iminas 1 a 7 e dois
derivados de benzimidézois 8 e 9 (Tabela 3, p.34).
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Tabela 3. Iminas (1-7) e benzoimidazéis (8 e 9) obtidos e seus rendimentos

Rend.
Estrutura Estrutura Rend. (%)
(%)

|N OH | '
@[ 92 6 94
HO OH

N OH

HO

RaYe

Q/N OH Q—N
OH
2
o

7
/Q 3
N on
O 91 OH 85

N
| | 95 \Q 89
4 9 OH

N
I .
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2.1.1.2. Segunda série de Bis-iminas

A sintese da segunda série de compostos descritos neste trabalho também
corresponde a bis-iminas aromaticas. No entanto, tanto a posi¢cdo do nitrogénio do
grupamento imino quanto dos grupos ligados ao anel lateral foram variados. A segunda
série foi sintetizada a partir da condensagdo dos dialdeidos aromaticos (orto, meta e
para) com aminofendis e aminoécidos (orto, meta e para), Esquema 13. Para essa série
utilizou-se etanol como solvente sob-refluxo. Também foi testado o tolueno como
solvente para essas reagfes, mas quando foi utilizado o etanol, os redimentos foram

superiores em todas as reagoes.

N CHO N NH,
Ay
- ~

\ etanol, refluxo

CHO i

(orto, meta R'=0OH, CO,H

ou para) (orto, meta =Ry
ou para)

Esquema 13. Esquema geral dos compostos da segunda série de bis-iminas aromaticas.

Apo6s purificacdo, todas as bis-iminas também foram caracterizadas por
espectroscopias no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear de *H e de C,
além de analise elementar, espectrometria de massas de alta resolucdo e comparacao das
temperaturas de fusdo com aquelas descritas na literatura. Os compostos e 0s

rendimentos obtidos estdo apresentados na Tabela 4, p.36.
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Tabela 4. Compostos (10-24) obtidos e seus rendimentos

Composto (%) Composto (%)
ol a
N N
N 53 CC,N 72
10 oH 18 |-|o.‘,4c§j>
@QNOOH H°2°QN
N-hon 60 CIn 53
11 CO.H
19
D\ HO,C
g Q,
@[OH |-|o]i> 0 N coaH %
12 20
II\IQOH INQC02H
(P/ 64 (?/ 90
N N
QOH 13 <jLcozH 21
OH CO,H
e} Veki
@ w| @ g
N N
on 14 <E)2H 22
Q Do
Y OH
(©/ 75 /©) 73
L, )
OH 15 Co,H 23
IN,©\OH N@COZH
, 73 jog 78
N N
EE 16 HOZC’© 24
OH
Ne)
/©/ 78
N
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Iniciou-se a sintese preparando os compostos derivados do orto-dialdeido com
os aminofendis (orto, meta e para), utilizando etanol como solvente durante 8 h de

refluxo, Esquema 14.

Q
N
CHO NH, |N \x
CHO N Etanol
) | ] 77 >
X |
X N _ X
/|
X=OH, CO,H X

Esquema 14. Tentativa de obtencdo de compostos derivados do orto-dialdeido.

No entanto, ap6s analise de RMN de 'H dos compostos obtidos, foram
observadas algumas inconsisténcias com a estrutura esperada para os compostos 10, 11,
18, 19 e 20. Nessas anélises ndo foi observado o sinal para o hidrogénio do grupo imino
e em ¢ 4,87 apareceu um simpleto, cujo deslocamento quimico é incompativel com as
bis-iminas planejadas.

Considerando-se as experiéncias com a primeira série, onde algumas reacoes
levaram a um produto de ciclizacdo, cogitou-se que essas reacdes poderiam levar
também a produtos analogos.

Chitanda também relata a formac&o desses produtos ciclizados é possivel a partir
da condensacdo de orto-dialdeidos aromaticos com anilina (CHITANDA et al., 2008),

Esquema 15.

CHO NH, @
CHO meio acido 7
+
won I 0)

Esquema 15. Sintese descrita por Chitanda e colaboradores (CHITANDA et al., 2008).

\

De acordo com Chitanda, a obtencdo dessas iminas sem a ciclizacdo
intramolecular ocorre quando os orto-dialdeidos reagem com aminas aromaticas que
apresentam grupos volumosos em orto. De fato, a condensacdo de ftalaldeido com 2,6-

diisopropilanilina leva a bis-imina sem nenhum produto de ciclizagdo, Esquema 16,
(p.38).
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CHO NH,

CHO meio acido 5
CH;0H,0°C, 4 h
+

Esquema 16. Sintese descrita por Chitanda e colaboradores (CHITANDA et al., 2008).

O produto da ciclizacdo, apesar de ndo ter nenhum estudo de mecanismo,
acredita-se que seja obtido por uma ciclizacdo da bis-imina formada, seguida por
migracdo de hidreto, a exemplo do mecanismo proposto para a formagdo dos
benzoimidazdis apresentados na pagina 28 (WAN et al., 2009).

Apesar do estudo de Chitanda e colaboradores, realizou-se um teste para a
obtencgéo da bis-imina, usando tolueno sob refluxo, em vez de etanol, no entanto, sem
resultado positivo.

Devido a grande similaridade estrutural entre os compostos ciclizados 10, 11,
18, 19, e 20, serdo discutidos os dados espectroscopicos apenas para 0 N,N'-bis(4-
hidroxifenil)iminoisoindolina (11, p.37), a titulo de exemplificacdo. Portanto, os sinais
do espectro de RMN de *H a 200 MHz, (Figura 30, p.39) permitiram a atribuicdo dos
dois simpletos, parcialmente superpostos em ¢ 9,27 e ¢ 9,06, aos atomos de hidrogénio
das hidroxilas. Em ¢ 7,76 (J = 8,60 Hz) observa-se um dupleto, com integracdo para
dois 4tomos de hidrogénio atribuidos a H-3. Na regido entre ¢ 7,53-7,41 observa-se um
sinal mal resolvido aparentemente resultante da sobreposicdo de um dupleto e um
tripleto, com integracdo para dois atomos de hidrogénio, que se referem a H-7 e H-9.
Em 6 7,11 nota-se a presenca de um tripleto mal resolvido (J = 6,90 Hz), com
integracdo para um hidrogénio, atribuido a H-8. Um multipleto na regido entre ¢ 6,84-
6,61, com integracdo para sete &tomos de hidrogénio, foi atribuido a H-2, H-10, H-14 e
H-15. Finalmente, um simpleto com deslocamento quimico em ¢ 4,90 foi atribuido a H-
12.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N'-bis(4-

hidroxifenil)iminoisoindolina (11).

No espectro de RMN de *C (a 50 MHz) (Figura 31, p.40) foi possivel verificar a
presenca de dezesseis sinais, sendo um deles em ¢ 52,77, referente ao carbono
metilénico (CH,), confirmado com o auxilio do subespectro de **C DEPT 135 (Figura
32, p.40). Os sinais em §114,98, 115,74, 121,54 e 122,28, deslocamentos quimicos dos
atomos de carbono arométicos mais blindados do espectro, séo referentes a C-14 C-15,
C-2 e C-3 que sofrem grande influéncia dos N e OH vizinhos. Os sinais em 6 123,23,
125,27, 126,80 e 130,02 referem-se a C-8, C-7, C-9 e C-10. Os sinais em & 130,77,
133,19, 140,89, 142,64 e 152,38 sdo referentes aos carbonos C-4, C-5, C-6, C-13 e C-11
que ndo tém hidrogénio, que foram confirmados quando comparados com o espectro de
DEPT (Figura 32, p.40), onde ndo aparecem. Por fim, os dois Ultimos sinais sdo
referentes aos atomos de carbono ligados diretamente as hidroxilas C-16/C-1, com

deslocamentos quimicos em & 153,22 e 153,29.
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Figura 31. Espectro de RMN de *C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N'-bis(4-

hidroxifenil)iminoisoindolina (11).
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Figura 32. Espectro de DEPT 135 (50 MHz; DMSO-ds) de N,N’-bis(4-

hidroxifenil)iminoisoindolina (11).

Mesmo existindo fortes indicios da obtencdo do  N,N'-bis(4-
hidroxifenil)iminoisoindolina (11), foi utilizada a espectrometria de massas com
ionizacao por eletrospray (ESI-MS) em modo positivo (Figura 33, p.41) para confirmar
a identificagdo do composto obtido. Este experimento mostrou a presenca de um ion de
m/z 317, [M + H]".
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Figura 33. Espectro de (+)-ESI-MS do composto 11.

A presenca do ion m/z 317 ndo permite comprovar a formacdo do composto
ciclizado, ou de estrutura aberta, pois sd0 compostos que apresentam a mesma massa
molecular. No entanto, quando o ion de m/z 317 foi selecionado e submetido a
fragmentacdo, mediante colisdo com um gas inerte (experimento de MS/MS), observou-
se a formagdo majoritaria do ion de m/z 209, como resultado de uma perda de
aminofenol neutro (Figura 34). Esse perfil de fragmentacdo é compativel com a

estrutura ciclizada, mas ndo com a estrutura aberta.
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Figura 34. Espectro MS/MS do ion de m/z 317 do composto 11.
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Para fins de comparacdo dos resultados obtidos apresentados nas Figuras 33 e
34, p.41, realizou-se a analise de (+)-ESI-MS do composto 17 (Tabela 3, p.34), que ndo
é ciclizado. Os resultados séo apresentados no espectro abaixo (Figura 35).
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Figura 35. Espectro de massas (+)-ESI-MS do composto 17.

Quando o ion m/z 317 foi submetido ao experimento de MS/MS (Figura 36,
p.43), verificaram-se os fragmentos m/z 198 e 120, apresentando um padrdo bem
diferente da Figura 34, p.41, do composto ciclizado 11, e compativel com a estrutura do
composto 17, Esquema 17. Novamente, a espectrometria de massas contribuiu na

elucidacéo, sendo uma ferramenta poderosa na determinacéo de estruturas.

) .
OO

119 119

HﬁJi:T
| OH
o Ae
N
| |
N vz 317
O m/'z m/z 198
HO

OH

/@N m/z120
HO 197

Esquema 17. Proposta de fragmentacdo do cation m/z 317 do composto 17.
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Figura 36. Espectro de MS/MS para o cation m/z 317, do composto 17.

Para a sintese dos compostos derivados dos dialdeidos meta e para, as bis-
iminas planejadas foram sintetizadas sem maiores problemas. Portanto, como 0s
compostos apresentam pequenas diferencas estruturais, utilizou-se o composto N,N"-
bis(4-hidroxibenzeno)teraftaldiimina (17), Esquema 18, para ilustrar a caracterizacao de
um composto da segunda série.

O composto 17 foi obtido com 78% de rendimento, a partir da reacdo entre o

ftalaldeido e a para-hidroxianilina sob refluxo de etanol, apds 5 h, Esquema 18.

Etanol

+ H,0
Refluxo, 5h
78 %

Esquema 18. Reacéo de obtencéo do composto 17.

No espectro de RMN de *H a 200 MHz (Figura 37, p.44) do composto 17 foram
possiveis verificar varios sinais, comecando por um simpleto caracteristico para
compostos com hidroxilas fendlicas com deslocamento quimico em ¢ 9,59. Em ¢ 8,67
verifica-se a presenca de um simpleto atribuido ao hidrogénio do grupo imino, que,

neste caso, é o H-5, sinal comum em todas essas iminas. Em & 7,99 nota-se um
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simpleto, com integracdo para o0s quatro atomos de hidrogénio, referentes aos
hidrogénios do anel central. Um dupleto (J = 8,40 Hz) centrado em ¢ 7,26 e com
integracdo para quatro hidrogénios, atribuido ao H-3. Por fim, em ¢ 6,83 observa-se
outro dupleto (J = 8,40 Hz), com integracdo para quatro hidrogénios, atribuido a H-2.
Esse nucleo se encontra mais blindado, devido ao efeito doador de elétrons da hidroxila

em orto.
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N -bis(4-

hidroxibenzeno) teraftaldiimina (17).

No espectro de RMN de *C a 50 MHz (Figura 38, p.45) do composto 17
observa-se um total de sete sinais referentes aos vinte &tomos de carbono da molécula.
Tal fato deve-se a simetria molecular e consequente equivaléncia de diversos atomos de
carbono dos anéis arométicos. Em §115,72 é observado o sinal referente aos atomos de
carbono C-2 que, assim como os atomos de hidrogénio H-2, sofrem também grande
influéncia do grupamento OH vizinho. O sinal referente ao carbono C-3 apresenta-se
em 6 122,65 ppm. Esse carbono esté blindado devido a presenga do a&tomo de nitrogénio
em orto. Em §128,49 ¢é observado o sinal referente & C-7, que se apresentam como 0s
mais desblindados dentre os atomos de carbono aromaticos hidrogenados. Outros dois
sinais, com deslocamentos quimicos observados em 6138,32 e 142,31, foram atribuidos
a C-6 e C-4. Por fim, os sinais referentes & C-5 e C-1 sdo registrados em 156,22 e
156,55. Embora os atomos de carbono C-5 e C-1 apresentem deslocamentos quimicos

bem proximos, a atribuicdo dos mesmos foi facilmente realizada por meio da analise do

44



subespectro DEPT 135, uma vez que C-5 é hidrogenado e C-1 € um carbono néo

hidrogenado, ligado diretamente a hidroxila.
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Figura 38. (a) Subespectro DEPT (50 MHz; DMSO-d) (b) Espectro de RMN de *3C
(50 MHz, DMSO-ds) de N,N"-bis(4-hidroxibenzeno) teraftaldiimina (17).

2.1.2 — Obtencdo e caracterizacao de bis-aminas aromaticas funcionalizadas

As bases de Schiff sdo compostos frequentemente utilizados na sintese de
farmacos e como ligantes a metais (KUMAR et. al., 2009). Pelo fato das iminas serem
susceptiveis a hidrélise na presenca de agua, sua reducdo para a respectiva amina, € uma
escolha desejavel. Apesar de existirem na literatura quimica varias metodologias de
reducdo de iminas para aminas, as reacfes sdo lentas e pouco reprodutiveis, como é o
caso daquela envolvendo boroidreto de sddio (NaBH,) (AZIZI et al., 2008). Portanto, a
busca de novas metodologias que tornem as reducdes de iminas mais eficientes, é
importante. Uma alternativa interessante é o uso de ativadores para auxiliar essas
reducdes (CHO et. al., 2005). Uma metodologia que utiliza uma mistura de cloreto de
cério(111) (CeCl3) como aditivo e boroidreto de sédio (NaBH,) foi utilizada por Luche
para reduzir seletivamente cetonas o,f-insaturada para alcoois alilicos (Esquema 19,
p.46) (KURTI e CZAKO, 2005).

45



p © HO H

CeCl;.7H,0
- NaBH,

Cetona a,p-insaturada Solvente/0 °C Alcool Alilico

R'=R2=H, alquila, arila;
Solvente= metanol, etanol, isopropanol

Esquema 19. Uso de cloreto de cério (CeCl3) como aditivo na reducgédo de cetonas a,f-
insaturada (KURTI e CZAKO, 2005).

Com o objetivo de ativar a reatividade do grupo imino para a reducdo com
NaBH,4 como acontece para o grupo carbonila na metodologia de Luche, o cloreto de
cério foi avaliado na reducdo das bis-iminas para bis-aminas com NaBH,.

Primeiramente iniciaram-se os estudos de reducdo utilizando apenas boroidreto
de sodio (1,2 equivalente) e metanol como solvente, por se tratar de um solvente
comumente empregado em reducéo e pelo fato das bis-iminas estudadas serem solUveis
ou parcialmente solveis nesse solvente. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5: Rendimento obtido nas reacdes utilizando o cloreto de cério(lll)

|
N OH NaBH, Cecl, NH OH
Metanol
N HN

CL, CL

NaBH. CeCls Tempo Temperatura Rendimento
(Equivalente) (Equivalente) (min) (°C) (%)
12 75* 0 90
1,2 1,2 4 0 96
1,2 1,2 4 ta 98
1,2 0,6 4 ta 99
1,2 0,3 10 ta 95

*Ap06s 30 min foram adicionados mais 0,12 equivalente de NaBH,.
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A reducéo utilizando apenas o boroidreto de sddio foi realizada durante 75 min,.
A reacdo foi realizada a 0 °C e sem a presenca do cloreto de cério(l1), fornecendo 90%
de rendimento do produto esperado (Tabela 5, p.46). Apesar do excelente rendimento
para a bis-imina 3, a rea¢do nao funcionava para as outras bis-iminas ou o rendimento
era muito ruim. Portanto, utilizando o cloreto de cério(l11) como ativador para auxiliar
na redugéo, optou-se por uma concentragdo inicial de 1,2 equivalente deste aditivo. Essa
reacdo foi realizada também a 0 °C, observando-se um aumento no rendimento da
reacdo, sendo o produto desejado obtido com 96% de rendimento e com diminuigéo
significativa no tempo de reacdo, de 75 min para apena 4 min (Tabela 5, p.46). Esses
resultados indicam que ha influéncia significativa da adi¢do do aditivo na reacdo. Apos
a variacdo da temperatura de 0°C para t.a, o rendimento da reacdo igual a 98%
praticamente ndo modificou. Portanto, a modificacdo foi favoravel, uma vez que ndo ha
mais a necessidade de manter a temperatura baixa. Por outro lado, 0 uso de uma menor
quantidade (0,6 equivalente) de cloreto de cério(lll) permitiu também a obtencéo do
produto desejado, apos 4 min de reacdo, sem prejuizo do rendimento (Tabela 5, p.46).
Esse resultado implica uma reducdo significativa da quantidade de cloreto de cério(lll)
na reacdo. No entanto, quando reduziu a quantidade de cloreto de cério(lll) para 0,3
equivalente, houve um aumento no tempo reacional e uma reducdo no rendimento.

Portanto, os resultados obtidos permitiram estabelecer as condicOes
experimentais mais adequadas para a realizacdo das reducdes. Sdo elas: utilizacdo de 0,6
equivalente de cloreto de cério(lll), tempo de 4 min em metanol a temperatura
ambiente. Uma vez escolhida a condicdo reacional, esta foi, entdo, empregada na
reducéo das outras bis-iminas, Tabela 6 e Tabela 7, p.48.
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Tabela 6: Dados da obtencédo das bis-aminas 25-29 sintetizadas empregando cloreto de

cério (I11) como aditivo

(1) 2-OH; 2'-R’ ;@4 2 |4 (25) 2-OH; 2'-R?
.2 pi N .
(2) 2-0H: 3I-R1 o _ y (1 \OH (26) 2-OH; 3.-R2
(3) 2-0H; 4R' 3 ZtN NaBH, 1,2 equiv. 3 UNH (27) 2-OH; 4'R
(4) 3-OH; 4'R' ol CeCly 0,6 equiv. >4.© (28) 3-OH; 4'R?
(5) 4-OH; 3-R! Metanol (29) 4-OH; 4R
(6) 4-OH; 4'R R =R?
Composto Tempo (min) Rendimento (%)

25 4 95

26 4 98

27 4 99

28 4 97

29 5 98

Ao analisar os rendimentos obtidos para os compostos 25-35 (Tabela 6 e Tabela
7) empregando-se a melhor condicdo alcancada, verificou-se que todos os rendimento

foram acima de 84%.

Tabela 7: Dados da obtengéo das bis-aminas 30-35 sintetizadas empregando cloreto de
cério (I11) como aditivo

4
(12) 2-OH; 3'-R’ 22 )4 2 i\l (30) 2-OH; 3'-R?
(13) 3-OH; 3'R’ NTSN , z 1% (31) 2-0H; 4R2
(14) 4-OH; 3-R' 3 X1y o4 NaBH, 1,2 equiv. N (32) 3-OH; 3'-R?
(15) 2-0H; 4-R' [ CeCl; 0,6 equiv. AN (33) 3-OH; 4'-R?
(16) 3-OH; 4'-R! Metanol ) (34) 4-OH; 3'-R?
(17) 4-OH; 4'-R’ =R =R® (35) 4-OH; 4'-R2
Composto Tempo (min) Rendimento (%)

30 5 97

31 4 84

32 5 94

33 4 93

34 4 92

35 4 94
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Todos os compostos obtidos por meio da reducdo foram devidamente
caracterizados por medidas de temperatura de fuséo, espectroscopias no infravermelho e
de ressonancia magnética nuclear de *H e de *C e espectrometria de massas. Uma vez
que os compostos apresentam grande similaridade estrutural, nesse trabalho sera
discutida em detalhes a caracterizacdo do composto 25. A caracterizacdo dos demais
produtos foi realizada de modo semelhante e os dados espectroscopicos encontram-se

na parte experimental.

9
10®8[NH OH
NH OH

(25)

O composto 25 (Tabela 6, p.48) foi obtido como um s6lido branco e apresentou
temperatura de fusdo de 163,2 °C. O espectro na regido do IV (Figura 39, p.50) revelou
uma banda larga e pouco intensa em 3390 cm™, proveniente do estiramento da ligag&o
O-H do anel fenolico. O fato de a banda ser pouco intensa indica a ocorréncia de
possiveis ligagcdes de hidrogénio intramoleculares entre a hidroxila e o nitrogénio da
amina, devido a proximidade desses dois grupos. O mesmo ndo acontece para 0S
compostos que apresentam hidroxilas em posicdo meta ou para (HOSHINO et al.,
1988; BAKER e SHULGIN, 1959 e BARBOSA, 2007). Em 3290 cm® observa-se uma
banda fina caracteristica do estiramento da ligacdo N-H. As bandas entre 3038 a 3000
cm™ foram atribuidas aos estiramentos das ligagdes C-H de carbonos sp®. As bandas em
torno de 2924 e 2854 cm™ sdo referentes aos estiramentos de C-H de carbono sp®. As
bandas intensas em 1602, 1490 e 1456 cm™ correspondem aos estiramentos da ligag&o
C=C do anel aromatico (BARBOSA, 2007). Observa-se ainda em 1238 cm™ uma banda
intensa caracteristica do estiramento da ligagdo C-O do fenol.
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Figura 39. Espectro no 1V do composto 25 pastilhado em KBr.

O espectro de RMN de *H obtido para o composto 25 (Figura 40, p. 51)
apresenta um simpleto em 64,25, com integracdo para quatro atomos de hidrogénio,
correspondente a CH,. Em 65,08 observa-se a presenca de um sinal largo, integrado
para dois atomos de hidrogénio, sendo atribuido a NH. Um multipleto integrado para
quatro atomos de hidrogénio entre ¢ 6,44—6,45 foi atribuido aos hidrogénios aromaticos
do anel central, H-9 e H-10. Dois sinais foram observados em 66,73 e 6,85, sendo um
tripleto e um dupleto, totalizando quatro hidrogénios, com constante de acoplamento
escalar de 7,60 e 8,00 Hz, respectivamente. O primeiro foi atribuido aos atomos de
hidrogénio H-4 e o segundo a H-2. Esses atomos de hidrogénio apresentam-se mais
blindados, devido a influéncia do grupo OH, nas posi¢des orto e para. Outros dois
sinais com integracdo de dois atomos de hidrogénio cada, referem-se a um tripleto e um
dupleto com deslocamentos quimicos em 67,06 e 7,22, respectivamente. Esses sinais
sdo dos atomos de hidrogénio H-3 e H-5, com constante de acomplamento 7,60 e 7,60
Hz. Esses hidrogénios sdo os mais desblindados, no que se refere a atomos de
hidrogénio aromaticos, por estarem em meta em relacdo ao grupo OH. Por fim, um sinal
largo com integracdo para dois hidrogénios, com deslocamento quimico em 69,76,

refere-se aos hidrogénios das hidroxilas (OH).
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Figura 40. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) de composto 25.

O espectro de RMN de *3C (Figura 41, p. 52) mostra dez sinais e no subespectro
DEPT 135 observam-se sete sinais. O sinal do carbono metilénico C-7 foi observado em
042,20 apresentando-se em fase negativa no subespectro DEPT 135 (Figura 41a, p.52).
Os sinais verificados em 6109,95/114,85 correspondem a C-9/C-10. O espectro
apresenta mais dois sinais em 6117,20/118,62, sendo relativos aos atomos de carbono
C-4/C-2. O sinal em 6125,65 corresponde ao carbono ndo hidrogenado C-6, ligado ao
carbono metilénico C-7. Os atomos de carbono C-3 e C-5 apresentam-se mais
desblindados, com deslocamento quimico em ©127,42/128,39. Essa maior
desblindagem é proporcionada pela posicdo relativa desses carbonos a hidroxila em
meta. Por fim, os carbonos C-8/C-1 com deslocamento quimico em §136,14/155,19,
referem se aos atomos de carbono ligados aos heteroatomos nitrogénio e oxigénio.
Como o oxigénio é o &tomo mais eletronegativo, este torna o carbono C-1 ligado a ele

torna-se mais desblindado.
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Figura 41. Espectro de RMN de **C (b) e subespectro DEPT 135 (a), (50 MHz,

DMSO-dg) para o composto 25.

Em resumo, os dados de caracterizagdo obtidos para o composto 25 e para todos

0s outros compostos reduzidos estédo de acordo com as estruturas propostas.

2.1.3 - Sintese e caracterizacédo de complexos de platina e de paladio

A sintese dos complexos metalicos de paladio e de platina foi realizada a partir

de bis-iminas e bis-aminas sintetizadas na primeira parte, Figura 42. Os compostos

escolhidos foram aqueles que possuem estereoquimica adequada para se coordenarem a

metais.

—
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NH OH
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Figura 42. Estrutura quimica dos compostos utilizados para obtengdo dos complexos.
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As metodologias utilizadas para a sintese dos complexos foram adaptadas da
literatura (HE et al., 2011). O ponto de partida foi a sintese dos complexos de paladio
do composto 1, conhecido como salofen, um ligante tetradentado que forma complexos
muito estaveis com ions metalicos (HILLE e GUST, 2010), resultando no complexo 36,
Esquema 20. A utilizacdo inicial desse ligante deve-se ao fato do mesmo ter sido
amplamente utilizado na preparagdo de varios complexos metélicos para aplicacdes
diversas incluindo atividade biologica em células tumorais (HILLE e GUST, 2010). O
complexo 36 obtido neste trabalho ligante (1) com paladio € inedito. Para caracterizagdo
dos complexos foram utilizadas as técnicas de RMN, UV e massas de alta resolucao.
Para nenhum dos complexos sintetizados foi possivel obter monocristal,

impossibilidanto a analise dos mesmos por difracdo de Raios-X.

|
N OH K,PdCl, 10 8 N_ /0
©i agua:acetona (1:1) ©: ,,PO\'
OH 60% N O
mb (36)K©

Esquema 20. Sintese do complexo metalico 36 a partir da bis-imina 1.

—Z

Para comprovar a obtencdo do complexo 36, seu espectro de RMN de ‘H foi
comparado ao espectro de RMN de *H do N,N’"-bis(2-hidroxibenzilideno) benzeno-1,2-
diimina (1), utilizado como ligante (Figura 43, p.54). Foi possivel verificar que o sinal
em 013,05 referente ao hidrogénio da hidroxila do ligante 1 (Figura 43a, p.54) néo
aparece no espectro do complexo 36 (Figura 43b, p.54). Também € possivel observar
um aumento do deslocamento quimico do sinal referente ao hidrogénio do grupo imino
H-7 e os sinais dos atomos de hidrogénio do sistema aromatico do complexo ficaram
mais separados (Figura 43b, p.54) quando comparados com o0s correspondentes no
espectro do ligante (Figura 43a, p.54). Os sinais dos atomos de hidrogénio H-2 e H-4
ndo aparecem superpostos no espectro do complexo, indicando que o H-4 foi blindado e
0 H-2 sofreu uma pequena desblindagem. N&o foi possivel obter o espectro de RMN de

13C para o complexo, uma vez que a sua solubilidade é muito baixa.
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Portanto, o desaparecimento do sinal referente ao sinal do hidrogénio da
hidroxila e a grande variagdo dos sinais dos hidrogénios que provavelmente estejam

proximos do palédio, indicam que o metal deve estar inserido na estrutura.
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg) da N,N’-bis(2-
hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diimina (1) (a) e o espectro de RMN de *H (200 MHz,
DMSO-dg) do complexo 36 (b).

Com a técnica de (+)-ESI-MS foi possivel confirmar a razdo massa/carga do
complexo 36 (421,0233), considerando o is6topo de paladio 106 (Figura 44, p.55). Esse
resultado confirmou a presenca de apenas um atomo de paladio no complexo, excluindo
a possibilidade de formacdo de um complexo contendo dois ligantes para um paladio,

ou dois atomos de paladio para um ligante.
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Figura 44. Espectro de (+)-ESI-MS do complexo 36.

No espectro no ultravioleta foi possivel visualizar a diferenca entre o complexo

36 e o ligante 1, Figura 45, p.56, verificando-se duas bandas de absorcdo do ligante,

uma em torno de 209 e a outra em 338 nm. A banda de absorcdo em 209 nm pode ser

atribuida a transicdo m -n_dos anéis benzénicos do ligante enquanto a banda em 338 nm

é normalmente atribuida & transicdo n-m  dos elétrons ndo ligantes presentes no

nitrogénio do grupo imino (MOHAMED et al., 2006). Com a formagdo do complexo,

foi possivel verificar uma grande diferenca entre os espectros, pois a banda de absorc¢éo

em 338 nm desapareceu, podendo indicar que os pares de elétrons ndo ligantes do

nitrogénio da imina podem estar coordenados com o paladio.
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Figura 45. Espectro de ultravioleta (UV) do ligante 1 e do complexo 36.

Ap0s a sintese do complexo 36, realizou-se também a sintese para a obtencao do
complexo 37, sendo utilizada a mesma metodologia da sintese do complexo 36,

&

Esquema 21.

—N OH —N O
K,PdCl, /agua:acetona N\ /
Pd
55% /
=N OH =N \o
(12) (37)

Esquema 21. Preparacdo do complexo metalico 37 a partir das bis-imina 12.

Para caracterizacdo do complexo 37 tentou-se a técnica de RMN, mas devido a
baixissima solubilidade ndo foi possivel obter um espectro com qualidade suficiente
para poder atribuir seus sinais. No entanto, utilizou-se (+)-ESI-MS para tentar obter
alguma informacéo que fosse pertinente (Figura 46, p.57). O material obtido, mesmo
pouco solivel em varios solventes, foi submetido a essa analise utilizando metanol
como solvente. O espectro apresenta varios sinais em torno de m/z 421,0049,
evidenciando a presenca de um paladio em sua estrutura, uma vez que esse metal

apresenta varios isotopos.
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Figura 46. Espectro de (+)-ESI-MS do complexo 37.

Para o complexo 37 foi obtido o espectro no ultravioleta (UV) (Figura 47, p.58)
e quando comparado com o espectro do ligante (12) foi possivel observar que na regiao
de aproximadamente 220 a 400 nm, houve uma absor¢do no ligante (12) que ndo foi
observado para o complexo (37). A diferenca entre os dois espectros indica que o metal
deve estar realmente ligado a estrutura.

No espectro no ultravioleta do complexo 37, quando comparado com o ligante
12, foi possivel verificar duas bandas de absorc¢do para o ligante, uma em torno de 209 e
a outra em 338 nm. A banda de absor¢io em 209 nm ¢ atribuida & transicio n-n dos
anéis benzénicos do ligante e em 350 nm normalmente atribuida & transicdo n-n dos
elétrons ndo ligantes presentes no nitrogénio do grupo imino (MOHAMED et al., 2006).
O espectro do complexo 37 ndo apresenta absorcdo em torno de 350 nm, o que se
explica, uma vez que, agora os pares de elétrons ndo ligantes do nitrogénio da imina
podem estar coordenados com o paladio. Esse resultado foi similar ao obtido para o
complexo 36.
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Figura 47. Espectro de ultravioleta (UV) do ligante 12 e do complexo 37.

Apesar do espectro de RMN do complexo néo ter sido obtido, os espectros de
massas e ultravioleta do ligante e do complexo apresentaram grandes diferencas, as
quais indicaram que em 37 o metal esta coordenado ligante 12.

O ligante 25 foi utilizado em uma tentativa de obtencdo de um terceiro
complexo, Esquema 22. No entanto, para este composto a metodologia de formacao do
complexo aplicada anteriormente ndo funcionou. Entdo, foram realizadas vérias
tentativas de sintese, modificando-se 0 modo de adi¢do dos reagentes, a quantidade de
solvente, a proporc¢do entre 0s reagentes, a temperatura e a desgaseificacdo do solvente,
mas todas sem sucesso. Essas modificacbes ndo foram realizadas todas ao mesmo
tempo e ndo surtiram efeito, pois nenhum complexo foi isolado. Portanto, partiu-se para

obtencdo de outros complexos, utilizando platina.

NH OH K,PdCl,
©i agua:acetona (1:1)
NH OH
(25)

Esquema 22. Tentativa de obtencdo de complexo de pal&dio utilizando o ligante 25.

Para essa parte do trabalho, o objetivo foi a sintese de trés complexos de platina,
utilizando os ligantes 1, 12 e 25, Figura 48, p.59. Inicialmente utilizou-se a metodologia
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aplicada anteriormente para sintese dos complexos 36 e 37. No entanto, ao final das

reacOes ha formacdo de um precipitado escuro e insoltvel que néo foi caracterizado.
‘r ; — OH r ;
@[N OH C<<: ©:NH OH
NI OH =N OH NH OH
00w

Figura 48. Ligantes utilizados nas tentativas de preparacdo de complexos de platina.

(25)

ApOs varias tentativas utilizando a metodologia citada, partiu-se para
modificag0es e adaptagfes da metodologia. Assim, foram realizadas modificagdes
como: 0 modo de adicdo dos reagentes, a quantidade de solvente, a proporcéo entre 0s
reagentes, a temperatura e a desgaseificacdo do solvente. Essas modificacdes nao foram
realizadas ao mesmo tempo. No entanto, nenhuma das tentativas surtiu efeito para as
reacfes com os ligantes 1 e 12, mas com o ligante 25, foi possivel sintetizar o complexo
38.

Através da modificacdo do modo de adicdo dos reagentes. Quando adicionado
ao meio de reacdo o tetracloroplatinato de potassio (K,PtCl;) solivel em agua, ha
formagédo de um precipitado de mesma cor do material de partida. Esse material foi
isolado e submetido a analises de RMN e mostrou tratar-se do ligante que precipitou
logo ap6s da adicdo de agua. Tentou-se entdo inverter a ordem de adi¢do, mas também
ndo se teve sucesso. Entretanto, quando o tetracloroplatinato de potassio (K,PtCly,) foi
solubilizado primeiramente em uma mistura 1:1 de agua e acetona, percebeu-se que 0
sal do metal foi completamente solubilizado. Em seguida, o ligante 25 foi adicionado
lentamente a essa mistura reagente, solubilizando-se completamente e, apds 5 min de
reacao, foi possivel verificar a formacdo de um precipitado de cor branca bem diferente
dos materiais de partida. Ap6s 1 h de reacdo, o material formado foi isolado por
filtracdo, obtendo-se 0 complexo com 65% de rendimento, Esquema 23, (p.60).
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NH OH K,PtCl, 10 8 N OH
©: agua:acetona (1:1) @[ /Pt\\
NH OH 65 % N OH

(25) (38)
Esquema 23. Sintese do complexo metélico 38 a partir da bis-amina 25.

O espectro de RMN de *H do complexo 38 (Figura 49b) foi comparado com o
espectro de RMN de 'H da N,N’-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diamina (25)
(Figura 49a). O sinal referente a0 NH que aparece no espectro da N,N"-bis(2-
hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diamina (25) (Figura 49a), desaparece no espectro do
complexo (Figura 49b). Os sinais referentes aos atomos de hidrogénio H-9 e H-10,
sobrepostos no espectro do ligante (Figura 49), se separam e apresentam perfil bem
diferente no espectro do complexo (Figura 49b). O hidrogénio H-9 sofre maior
blindagem. Por fim, o sinal da hidroxila, no espectro do complexo 38 mostra-se fino e
intenso, diferente do espectro do ligante. Isso pode ter acontecido, porque sinais de
hidrogénio ligados a oxigénio que fazem ligacBes de hidrogénio intermolecular no

ligante normalmente sdo largos (Figura 49a). O mesmo ndo foi visto no espectro do

H-9 H-10 . s,
- 6
NH id ; 2
j / 10 ANE

complexo (Figura 49b).
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// 25 K@
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg) da N,N’-bis(2-
hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diamina (25) (a), espectro de RMN de *H (200 MHz,
DMSO-dg) do complexo 38 (b).
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No espectro de RMN de **C (Figura 50a) do complexo quando comparado com
o espectro de RMN de “*C (Figura 50b) da N,N’-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-
diamina (25) foi possivel verificar que os atomos de carbono C-8 e C-9 foram os que
sofreram as maiores variagdes nos seus deslocamentos quimicos. O sinal do carbono C-

9 variou de 6 109,95 para 103,50, sendo blindado pelo efeito do metal e o carbono C-8,

ligado ao nitrogénio, sofre uma desblindagem, variando de 136,14 para 140,29.
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Figura 50. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) do espectro de RMN de *C
(50 MHz, DMSO-dg) do complexo 38 (a) e da N,N"-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno
1,2-diamina (25) (b).
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PARTE Il - AVALIACAO DA ATIVIDADE
BIOLOGICA CONTRA FUNGOS PATOGENICOS
DE INTERESSE CLINICO E CONTRA CELULAS
DE CANCER

62



3.1 ATIVIDADE CONTRA FUNGOS

3.1.1 OBJETIVOS

Em virtude da necessidade crescente por novos agentes antifingicos e da
promissora atividade de iminas frente a esses micro-organismos, essa parte do trabalho

teve por objetivos:

+« Avaliar a atividade antifingica de bis-iminas hidroxiladas e carboxiladas e bis-

aminas hidroxiladas contra fungos de interesse clinico;

¢+ Correlacionar as atividades observadas ao padrdo de substituicdo dos anéis

aromaticos e aos diferentes grupos funcionais.
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3.1.2. RESULTADOS

A avaliacdo da sensibilidade dos fungos aos compostos 1 a 35 foi realizada
segundo o método de microdiluicdo em caldo proposto pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute). A determinacdo da concentragdo inibitéria minima
(CIM) para as leveduras foi realizada segundo o documento M27-A3 do CLSI.

Os micro-organismos utilizados para os testes antifungicos sao da American
Type Culture Collection (ATCC):

o Candida albicans — ATCC 18804;
o Candida krusei — ATCC 20298;
o Candida parapsilosis — ATCC 22019;
o Candida tropicalis — ATCC 00750;
o Candida glabrata — ATCC 32608;
o Cryptococcus neoformans — ATCC 32608;
o Cryptococcus gattii — ATCC 28957.
Micro-organismos isolados clinicamente (IC):
o Candida dubliniensis — CBS 7987.
Todos os micro-organismos pertencem a Cole¢do de Micro-organismos do
Laboratorio de Micologia/Departamento de Microbiologia da UFMG.

Os resultados foram divididos por grupos de compostos e estdo dispostos em
tabelas com o objetivo de avaliar a influéncia de diferentes regioisbmeros e grupos
funcionais na atividade antifungica. Para alguns compostos, a sua atividade ndo foi
determinada (ND), devido a precipitacdo dos compostos no meio de cultura.

Na Tabela 8, p.65, sdo apresentados os resultados das bis-iminas hidroxiladas 1 a

7 e dos benzoimidazéis 8 e 9.
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Tabela 8 - Atividade antifingica (CIM) dos compostos contra fungos patogénicos de relevancia clinica das bis-iminas hidroxiladas 1-9

Micro-organismo Compostos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 D AMB FLC

C. albicans >256 >256  >256  >256  >256  >256 < >256  >256  >256 >256 0,5 1

C. krusei >256  >256 >256 < >256  >256  >256  >256  >256 < >256 ND 0,25 1

C. parapsilosis 64 64 >256 >256 64 >256 >256 >256 >256 >256 0,5 1
C. tropicalis ND ND ND ND ND ND ND ND ND >256 1 32

C. glabrata 8 16 >256 >256 >256 >256 >256 16 >256 ND 0,5 1

C. dubliniensis 32 >256 >256  >256  >256  >256 < >256  >256  >256 >256 ND ND

C. neoformans 4 8 >256 >256 16 >256 >256 8 >256 >256 >256 2
C. gattii 32 32 >256  >256  >256  >256 >256  >256  >256 >256 ND ND

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima em que 100% de todos os isolados foram susceptiveis ao agente de interesse em pg/mL;
ND: Né&o foi determinado; D: Dimetilsulfoxido (solvente utilizado); AMB: Anfotericina B (farmaco clinico); FLC: Fluconazol (farmaco

clinico).
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Os compostos de 1 a 9, de forma geral, apresentaram baixa atividade frente aos
micro-organismos estudados. As bis-iminas hidroxiladas 1, 2 e 5 e 0 benzoimidazol 8
foram as mais promissoras. A bis-imina hidroxilada 1 mostrou-se ativa frente a Candida
glabrata — ATCC 32608 (8 ug/mL), Cryptococcus neoformans — ATCC 32608 (4
ug/mL), Cryptococcus gattii — ATCC 28957 (32 ug/mL), C. parapsilosis (64 ug/mL) e
um micro-organismo isolado clinicamente (IC) Candida dubliniensis — CBS 7987 (32
ug/mL). Vale destacar, que para a espécie de fungo Cryptococcus neoformans ATCC
32608, a bis-imina hidroxilada 1 apresentou valores de CIM mais proximo ao
fluconazol (2 ng/mL), antifingico comercial.

A bis-imina hidroxilada 2 foi ativa para as espéecies Candida glabrata — ATCC
32608 (16 pg/mL), Cryptococcus neoformans — ATCC 32608 (8 ug/mL) Cryptococcus
gattii — ATCC 28957 (32 ug/mL) e parapsilosis (64 ug/mL). A bis-imina hidroxilada 5
apresentou atividade apenas para espécie os fungos Cryptococcus neoformans ATCC
32608 e C. parapsilosis. O derivado de benzoimidazol (8) foi ativo para os fungos
Candida glabrata — ATCC 32608 e Cryptococcus neoformans ATCC 32608. Dentre
todas as espécies de fungos testadas, a mais sensivel frente a esses compostos foi a
Cryptococcus neoformans — ATCC 32608, sendo sensivel aos compostos 1, 2, 5 e 8.

A Tabela 9 (p.67) apresenta os resultados de dois derivados de iminoisoindolinas
10 e 11 e das bis-iminas hidroxiladas de 12 a 17.
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Tabela 9 - Atividade antifingica (CIM) dos compostos contra fungos patogénicos de relevancia clinica das bis-iminas hidroxiladas 10-17

Micro-organismo Compostos

10 11 12 13 14 15 16 17 D AMB FLC

C. albicans >256  >256 256 >256 128 128 256 128 >256 0,5 1

C. krusei >256  >256 ND ND ND ND ND ND ND 0,25 1

C. parapsilosis ND ND 128 256 64 64 128 64 >256 0,5 1
C. tropicalis >256 >256 64 >256 64 64 >256 64 >256 1 32

C. glabrata >256 >256 256 >256 128 256 >256 128 ND 0,5 1

C. dubliniensis >256  >256 128 256 128 128 256 128  >256 ND ND

C. neoformans ND ND ND ND ND ND ND ND >256 >256 2
C. gattii >256 256 8 64 64 8 64 32 >256 ND ND

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima em que 100% de todos os isolados foram susceptiveis ao agente de interesse em pg/mL;
ND: Né&o foi determinado; D: Dimetilsulfoxido (solvente utilizado); AMB: Anfotericina B (farmaco clinico); FLC: Fluconazol (farmaco

clinico).
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De modo geral, os compostos 10 a 17, (Tabela 9, p.67) quando comparados com
0s compostos 1 a 9, (Tabela 8, p.65) apresentaram atividade para mais fungos. Uma
justificativa para a maior atividade foi a mudanca na posicdo do grupamento imino.

Os compostos 12 a 17 foram os que apresentaram, de alguma forma, atividade
antifungica. Dentro dessa classe destacam-se 0s compostos 12, 15 e 17, apresentando 0s
menores valores de CIM 8, 8 e 32 pug/mL respectivamente, para o fungo Cryptococcus
gattii — ATCC 28957 (Tabela 9, p.67).

A espécie de fungo Candida parapsilosis — ATCC 22019 foi também sensivel
aos compostos 12 a 17, apresentando valores de CIM que variaram de 64 a 256 ug/mL.

Dentre os fungos avaliados, o Cryptococcus gattii — ATCC 28957 foi o mais
sensivel frente aos compostos.

Ao serem analisadas, as estruturas dos compostos que se apresentaram mais
ativos (as bis-iminas 12, 15, e 17 para o fungo Cryptococcus gattii — ATCC 28957)

podem ser feitas as seguintes inferéncias:

» A posicdo da hidroxila mostra-se essencial para a atividade antifungica dos
compostos. Os compostos que em suas estruturas a apresentam na posi¢éo orto
Ou para ao grupamento imino mostraram-se mais ativos frente a maioria dos

fungos testados, quando comparado aos outros compostos;

» Quando sdo comparados os compostos 1 a 9 com 10 a 17, a posic¢do relativa do
grupamento imino foi importante para a atividade antifingica uma vez que a
diferenca da posicdo do nitrogénio da imina forneceu melhores resultados para

0s compostos 10-17.

A Tabela 10 (p.70) mostra os resultados antifungicos dos compostos
carboxilados 18-24 empregados nos ensaios. Dentre os compostos avaliados, trés (18,
19 e 20) sdo oriundos de ciclizacdo intramolecular mencionadas anteriormente. Esses
compostos ndo apresentaram satisfatorios resultados frente a atividade antifungica.

No entanto, os compostos 22, 23 e 24, diferente dos compostos ciclizados,
apresentaram os melhores resultados para essa classe. Todos os fungos foram sensiveis

na presenca desses compostos (Tabela 10, p.70), com excecdo dos fungos Candida
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krusei — ATCC 20298 e a Candida glabrata — ATCC 32608, que ndo foram
determinados, pois 0 composto precipitou no meio de cultura.

Analisando as estruturas dos compostos carboxilados e fazendo uma comparacéo
entre as estruturas, percebe-se que, nos compostos 23 e 24 os dois grupamentos imino
estdo em para, variando apenas a posicdo da carboxila. Esses resultados indicam que
apesar de terem sido analisados apenas dois compostos, os resultados sugerem uma

importancia da posicéo relativa dos grupos carboxilas para a atividade.
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Tabela 10 - Atividade antifungica (CIM) dos compostos contra fungos patogénicos de relevancia clinica das bis-iminas carboxiladas 18-24

Micro-organismo Compostos

18 19 20 21 22 23 24 D AMB FLC

C. albicans >256 >256 >256 >256 256 256 256 >256 0,5 1

C. krusei ND ND ND ND ND ND ND ND 0,25 1

C. parapsilosis >256 >256 >256 256 128 128 128 >256 0,5 1
C. tropicalis >256 >256 >256 >256 256 256 256 >256 1 32

C. glabrata ND ND ND ND ND ND ND ND 0,5 1

C. dubliniensis >256 >256 >256 >256 256 256 128 >256 ND ND

C. neoformans >256 >256 256 256 128 128 128 >256 >256 2
C. gattii >256 >256 >256 128 64 64 64 >256 ND ND

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima em que 100% de todos os isolados foram susceptiveis ao agente de interesse em pg/mL;
ND: Né&o foi determinado; D: Dimetilsulfoxido (solvente utilizado); AMB: Anfotericina B (farmaco clinico); FLC: Fluconazol (farmaco

clinico).
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Os compostos 25 a 29 sdo bis-aminas e foram obtidos a partir da reducdo do
grupamento imino dos compostos 1 a 9. Suas atividades antiflgicas foram avaliadas e
os resultados encontram-se na Tabela 11, p.72.

Os compostos 25 e 26 apresentaram os menores valores de CIM com excecao de
dois micro-organismos. Os fungos Cryptococcus gattii — ATCC 28957 e um micro-
organismo isolado clinicamente (IC) Candida dubliniensis — CBS 7987 foram os mais
sensiveis a esses dois compostos, tendo valores de CIM variando entre 32 a 256 ug/mL.
No entanto o composto 25 foi mais ativo que 26, apresentando valor de CIM 32 pg/mL
para o fungo C. gattii.

Esses resultados séo especialmente interessantes quando analisadas as estruturas
desses dois compostos com os menores valores de CIM, uma vez que ambos
apresentam a hidroxila localizada em posicdo orto ao grupo metilenoamino, mas
diferem na posicdo relativa dos dois grupos amino. O composto 26, uma meta bis-
amina, apresentou ainda uma alta atividade, mas inferior a do composto 25 (orto, bis-
amina). No entanto, quando a bis-amina é para, obtém-se o composto 29, que,
praticamente, ndo teve atividade antifungica. De acordo com esses dados é possivel
verificar que a atividade € influenciada pela posicdo do grupamento amino desses

compostos.
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Tabela 11 - Atividade antifungica (CIM) dos compostos contra fungos patogénicos de relevancia clinica das bis-aminas 25-29

Micro-organismo Compostos

25 26 27 28 29 D AMB FLC

C. albicans 128 128 >256 >256 >256 >256 0,5 1

C. krusei ND ND ND ND ND ND 0,25 1

C. parapsilosis 128 256 >256 >256 >956 >256 0,5 1
C. tropicalis 128 256 128 >256 256 >256 1 32

C. glabrata 256 256 128 ND >256 ND 0,5 1

C. dubliniensis 64 64 >256 >256 >256 >256 ND ND

C. neoformans ND ND ND >256 ND >256 >256 2
C. gattii 32 64 128 >256 256 >256 ND ND

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima em que 100% de todos os isolados foram susceptiveis ao agente de interesse em pg.mL
ND: Né&o foi determinado; D: Dimetilsulfoxido (solvente utilizado); AMB: Anfotericina B (farmaco clinico); FLC: Fluconazol (farmaco
clinico).
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Os resultados da atividade antiflgica dos compostos 30 a 35 estdo mostrados na
Tabela 12, p.74, e, de forma geral, essas bis-aminas apresentaram alguma atividade
frente aos micro-organismos estudados.

Os compostos 30, 34 e 35 foram os que apresentaram os melhores resultados.
Com excecéo dos fungos C. Krusei e C. neoformans, todos os outros foram, de alguma
forma, sensiveis a esses compostos. Os compostos 30 e 35 foram ativos frente aos
fungos C. tropicalis e C. gattii, apresentando valores de CIM iguais a 64 e 32 pg/mL
respectivamente.

O composto 34 destacou-se pela atividade antifingica para C. tropicalis e C.
gattii, com valores de CIM iguais a 64 pug/mL e os valores de CIM para o composto 35
foram melhores contra os fungos C. parapsilosis (64 ng/mL), C. tropicalis (64 png/mL)
e C. gattii (32 pg/mL).

C. parapsilosis, C. tropicalis e C. gattii foram as mais sensiveis para 0s trés
compostos (30, 34 e 35).

Ao serem analisadas as estruturas dos compostos que Sse apresentaram mais

ativos podem ser feitas algumas colocagoes:

» A presenca de substituintes hidroxilas em orto ou para ao grupo amino mostra-
se essencial para a atividade antifingica dos compostos. As bis-aminas com
hidroxilas em meta mostraram-se inativas frente a todas as espécies, mesmo na

maior concentracdo testada;

» Os compostos testados apresentam 0s grupamentos amino sempre em meta ou
para. Portanto, o que mais influenciou na atividade foi a variacdo da posicao da

hidroxila;

» Quando se faz uma comparagéo entre todos os compostos testados, fica evidente
que as bis-aminas 25 a 35 apresentaram um espectro de acdo amplo, seguidas
pelas bis-iminas 10 a 17 e dos carboxilados 18 a 24. As bis-iminas 1 a 9 foram
as que apresentaram menores espectros de acdo. Esses resultados podem ser
utilizados para o planejamento de novos compostos com potencial atividade

antifagica.
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Tabela 12. Atividade antifungica (CIM) dos compostos contra fungos patogénicos de relevancia clinica das bis-aminas 30-35

Micro-organismo Compostos

30 31 32 33 34 35 D AMB FLC

C. albicans 256 256 >256 >256 128 128 >256 0,5 1

C. krusei ND ND ND ND ND ND ND 0,25 1

C. parapsilosis 128 256 >256 >9256 128 64 >256 0,5 1
C. tropicalis 64 256 >256 >256 64 64 >256 1 32

C. glabrata 256 256 >256 >256 128 256 ND 0,5 1

C. dubliniensis 128 256 256 >256 128 128 >256 ND ND

C. neoformans ND ND ND ND ND ND >256 >256 2
C. gattii 32 256 256 >256 64 32 >256 ND ND

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima em que 100% de todos os isolados foram susceptiveis ao agente de interesse em pg.mL
ND: N&o foi determinado; D: Dimetilsulfoxido (solvente utilizado); AMB: Anfotericina B (farmaco clinico); FLC: Fluconazol (farmaco
clinico).
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3.2. ATIVIDADE CONTRA CELULAS DE CANCER
3.2.1. OBJETIVOS

Em virtude da necessidade em desenvolver novos agentes quimioterapicos e
explorar o potencial biolégico de bis-iminas, essa parte do trabalho tem os seguintes

objetivos:

» Avaliar a atividade antiproliferativa de bis-iminas contra nove linhagens de

células de tumores humanos;

» Correlacionar a estrutura dos compostos testados as atividades observadas.
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3.2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da atividade antiproliferativa, foi realizada com 17 compostos
(Figura 52), contra nove linhagens de células cancerigenas: U251 (glioma, SNC),
UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos
farmacos), NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas celulas), PC-3 (prostata), OVCAR-3
(ovério), HT-29 (co6lon) e K562 (leucemia).
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Figura 52. Compostos testados, nesse trabalho, com relacdo a atividade

OH

OH

antiproliferativa.
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Todos os testes foram realizados pelo grupo de pesquisa do Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho, do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA) da UNICAMP.

Os testes de proliferacéo celular foram determinados por meio da quantificacdo
do conteldo protéico das amostras através de um teste com sulforrodamina B (MONKS
et al., 1991), usando a doxorrubicina (DOX) como controle positivo. Em cada avaliagédo
foram realizadas medidas espectrofotométricas no tempo zero (To; inicio da incubacao)
e 48 h apos a incubacéo tanto das células-controle (C; ndo-tratadas) quanto as expostas
aos compostos-teste (T), em concentracBes na faixa de 0 a 250 pug/mL. A proliferacédo
celular foi determinada empregando-se a equacdo 100x[(T-To)/(C-To)].

Os resultados referentes a atividade antiproliferativa dos compostos foram
apresentados na forma de curvas de concentragcdo versus porcentagem de crescimento
celular. Valores positivos referem-se a atividade citostatica, ou seja, 0 composto inibe o
crescimento celular sem afetar o namero inicial de células. Esse efeito & observado
quando C > T > T, Os valores negativos referem-se ao efeito citotdxico, ou seja, o
composto, além de inibir por completo o crescimento celular, causa uma reducdo no
namero inicial de células. Esse comportamento pode ser verificado quando T < T.
Esses valores sdo utilizados para comparar a eficiéncia dos compostos testados e

evidenciar a seletividade. O grafico da Figura 53 ilustra esses dois efeitos.
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Figura 53. Exemplo de grafico para a interpretacdo das curvas de porcentagem de

crescimento versus concentracao.

Os graficos mostrados nas Figuras 55 a 72 (p.82 a 84) indicam a porcentagem de

crescimento celular ap6s incubacao de diferentes células cancerigenas durante 48 h, em
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funcdo da concentracdo dos compostos 1 a 17 testados. Para comparagdo, o gréfico do
efeito da variacdo da concentracdo da DOX, no crescimento das diferentes células
canceriginas estudadas ¢ apresentado na Figura 72 (p.84).

Quando se verificam os graficos nas Figuras 55 a 72 (p.82 a 84), na
concentracdo de 2,5 ug/mL, os compostos 1, 2, 3, 7, 12, 14, 15 e 17 apresentaram o
efeito citotoxico para varias linhagens de células tumorais. Na concentracdo de
0,25 ug/mL, os compostos 1, 3, 14 e 15 ja apresentaram o efeito citotoxico para muitas
linhagens estudadas, sendo os melhores resultados encontrados nessa parte do trabalho.

Esse comportamento pode ser atribuido & posi¢do da hidroxila, sendo que para
trés desses compostos esta localizada em posicdo orto, Figura 54. Esse resultado mostra
a importancia da variacdo da posicdo dos grupamentos na estrutura, uma vez que todos

0S cCOmMpostos apresentam 0S MesMo grupos.

OH

(1 (3) (14) (15)
OH

Figura 54. Compostos que apresentaram efeito citotéxico a 0,25 pg/mL.

A Tabela 13, (p.81) mostra os valores de concentracdo dos compostos testados
necessaria para inibir 100% do crescimento de células tumorais. Analisando os valores
dessa Tabela verifica-se que os trés primeiros compostos 1, 2 e 3 forneceram resultados
interessantes. O composto 1 apresenta valor da concentracdo de inibicdo total do
crescimento igual 0,61 pg/mL contra a célula NCI-ADR/RES (ovério resistente), sendo
mais ativo que o controle positivo doxorrubicina (DOX = 2,26 ng/mL).

O composto 2 foi mais ativo contra linhagens de células MCF-7 (mama), U251
(glioma, SNC), OVCAR-3 (ovario), apresentando valores da concentracdo de inibigcdo
total iguais a 1,35, 0,82 e 1,77 npg/mL, respectivamente, embora menos ativo
relativamente a DOX. O composto 3 foi 0 menos ativo dos trés, mas, foi seletivo para as
linhagens de OVCAR-3 (ovério), U251 (glioma, SNC), UACC-62, (melanoma) com
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valores iguais a 4,02, <0,25 e <0,25 pg/mL, respectivamente (Tabela 13, p.81), mas
também menos ativo em relacdo a DOX. Os compostos 4 e 5 foram ativos frente a
linhagem UACC-62 (melanoma), apresentando valores de concentragdo iguais a 15,09 e
1,25 ug/mL, respectivamente. Vale ressaltar que o composto 5 foi cerca de dez vezes
mais eficiente que o composto 4, para essa linhagem, o que pode indicar a importancia
da posicéo relativa do grupo imino.

Os compostos 6 e 7 apresentam as hidroxilas nas posicdes para em relacdo ao
grupamento imino (Figura 52, p.76) e a linhagem mais sensivel ao composto 6 foi
UACC-62 (melanoma) necessitando de uma concentracdo igual a 3,0 ug/mL para a
inibicdo. Enquanto o composto 7 necessita de 9,48 ng/mL para U251 (glioma, SNC).

Os compostos 8 e 9 foram ativos para a linhagem de célula UACC-62
(melanoma) com concentracdo de inibigdo total do crescimento iguais a 0,66 e 1,02
ug/mL, respectivamente.

Os compostos de 10 a 17, que possuem a posicao grupamento imino diferente
daquela dos compostos de 1 a 9, foram avaliados também (Figura 52, p.76).
Inicialmente, quando avaliada a atividade dos compostos 10 e 11, a linhagem mais
sensivel foi a NCI-ADR/RES (ovario resistente a maltiplos farmacos), apresentando
valores das concentracdes de inibicdo total iguais a 7,33 e 6,67 ug/mL respectivamente.

Para a avaliacdo dos compostos 12, 13 e 14 (Figura 52, p.76), observa-se pelos
dados da Tabela 13 (p.81) que, o composto 14 foi o mais ativo frente as linhagens
UACC-62 (melanoma) (<0,25 nug/mL), NCI-ADR/RES (ovério resistente a maltiplos
farmacos) (3,26 pg/mL), MCF-7 (mama) (2,34 ug/mL), PC-3 (prostata) (3,97 pg/mL),
OVCAR-3 (ovério) (4,01 ug/mL) e K562 (leucemia) (5,14 pg/mL). Entre esses
compostos existe uma semelhanca estrutural, ou seja, 0s grupamentos imino estdo em
meta, embora a hidroxila esteja variando entre orto, meta e para em relacdo a esse
grupamento. Apesar do composto 14 ser o mais ativo dentre esses trés compostos, 0
composto 12 foi mais seletivo para a linhagem UACC-62 (melanoma) (5,26 ug/mL).
Quando os compostos 15, 16 e 17 foram comparados, 0 mais promissor € 0 composto
17, pois as linhagens U251 (glioma, SNC) (2,94 ng/mL), UACC-62 (melanoma) (<0,25
ug/mL), MCF-7 (mama) (3,29 ug/mL), NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos
farmécos) (8,18 ug/mL), PC-3 (prostata) (6,18 png/mL), K562 (leucemia) (3,66 pg/mL)
foram sensiveis a esse composto. No entanto, 0 composto 16 ndo apresentou atividade

significativa para nenhuma linhagem, sendo o menos ativo dentre os trés compostos. O
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composto 15 apresenta atividade contra linhagens de UACC-62 (melanoma) (0,25
ug/mL) e K562 (leucemia) (0,94 ug/mL), estando na mesma ordem de grandeza

apresentada pelo controle positivo doxorrubicina (DOX; 0,15 ug/mL) (Tabela 13, p 81).
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Tabela 13. Valores de concentracdo para a Inibi¢do Total do Crescimento (ITC)

U251 UACC-62 MCF-7 NCI-ADR/RES NCI-H460 PC-3 OVCAR-3 HT-29 K562
DOX 0,12 <0,025 0,25 2,26 1,17 0,40 0,28 3,04 0,15
1 <0,25 <0,25 2,10 0,61 22,08 0,83 22,46 >250 11,64
2 0,82 4,63 1,35 3,90 43,87 2,39 1,77 48,50 74,77
3 <0,25 <0,25 13,64 175,09 >250 28,96 4,02 >250 >250
4 >250 15,09 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
5 203,87 1,25 42,29 13,89 177,42 139,00 80,41 >250 19,85
6 23,62 3,00 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
7 9,48 34,29 43,70 >250 219,71 119,63 25,64 >250 17,61
8 14,80 0,66 7,58 11,47 11,51 11,09 6,95 26,19 8,28
9 >250 1,02 42,72 16,74 >250 >250 >250 >250 69,03
10 29,98 63,34 13,00 7,33 68,30 22,95 250 15,42 33,27
11 58,61 52,46 14,46 6,67 >250 13,11 14,50 >250 18,91
12 >250 5,26 >250 >250 >250 >250 >250 >250 218,17
13 229,11 >250 80,20 79,48 >250 >250 250 >250 60,34
14 12,37 <0,25 2,34 3,26 30,40 3,97 4,01 46,94 5,14
15 18,54 <0,25 19,08 34,97 39,11 7,24 35,53 82,74 0,94
16 >250 64,65 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
17 2,94 <0,25 3,29 8,18 24,76 6,18 24,12 35,15 3,66

ITC: Total Growth Inhibition — concentragdo necessaria para inibir 100% de crescimento (linha cheia do gréfico); Calculada por regresséo néo linear, tipo sigmoidal, em software Origin 7.5. U251 (glioma, SNC);
UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); PC-3 (prc’)stata)' OVCAR-3 (ovario); HT-29 (c6lon); K562 (leucemia).
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Figura 55. Curvas de porcentagem de crescimento

Figura 56. Curvas de porcentagem de crescimento
versus concentracdo do composto 1.

Figura 57. Curvas de porcentagem de crescimento
versus concentracéo do composto 2.

versus concentra¢do do composto 3.
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Figura 58. Curvas de porcentagem de crescimento

Figura 59. Curvas de porcentagem de crescimento
versus concentracdo do composto 4.

Figura 60. Curvas de porcentagem de crescimento
versus concentragdo composto 5.

versus concentracdo do composto 6.
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Figura 67. Curvas de porcentagem de crescimento
versus concentragdo do composto 13.
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Figura 68. Curvas de porcentagem de crescimento
versus concentracéo do composto 14.
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Figura 71. Curvas de porcentagem de crescimento
versus concentracdo do composto 17.
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PARTE IV - AVALIACAO DA CAPACIDADE
SEQUESTRADORA DE RADICAIS
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4.1. OBJETIVOS

Avaliar o potencial dos compostos sintetizados nesse trabalho, frente a atividade

antioxidante:

«» Avaliar a atividade antioxidante de bis-iminas hidroxiladas, carboxiladas e bis-aminas

hidroxiladas, utilizando os métodos DPPH e o radical superdxido;

¢+ Correlacionar a estrutura dos compostos testados as atividades observadas;
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4.1.1 RESULTADOS

A atividade sequestradora de radicais livres foi avaliada para 35 compostos (Figura 73,
p.88), utilizando o método do DPPH (GULCIN, 2010) e 0 método de avaliacdo de liberagdo
do anion superéxido (O,). Para os dois métodos foi realizada inicialmente uma triagem
utilizando a maior concentracdo (160 uM) para selecionar os compostos mais ativos. Uma vez
escolhidos os compostos com maior capacidade sequestradora de radicais livres, iniciou-se a
avaliacdo da atividade em diferentes concentracdes. Ao final foi possivel entdo calcular o
CSso (Capacidade de Sequestrar 50% dos radicais DPPH). Esses testes foram realizados no
Laboratorio de Bioquimica de Plantas do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da UFMG em colaboragdo com a Professora Dra. Luzia Valentina Modolo.
4.1.2. Atividades antioxidantes utilizando o método DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante utilizando o método do DPPH, foram
realizados os experimentos iniciais de triagem dos compostos-testes avaliados a concentracdo

de 160 pM, em meio contendo uma solucéo etandlica de DPPH a 100 uM.
e A,
:N° NH
O,N Nno, ¥+ RH —— onN no, + R

Antioxidante
Roxo Amarelo

NO, NO,
DPPH'

Esquema 24. Reacdo do radical DPPH’ com um antioxidante.
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Figura 73. Compostos submetidos ao teste de atividade antioxidante.

O percentual de sequestro de radicais DPPH’ para os compostos 1 a 35 é apresentado

na Figura 74.
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Figura74.  Avaliacdo dos compostos 1 a 35, na concentracdo de 160 pM, frente ao

sequestro de radicais DPPH"a 100 uM. O resveratrol foi utilizado como controle positivo.
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A Figura 74, (p.88) apresenta os compostos 1, 4-7, 10-17, 19, 25-35 como os melhores
candidatos para estudos detalhados sobre o sequestro de radicais DPPH’, uma vez que esses
compostos apresentaram percentuais de captura de radicais livres maiores que os exibidos
pelo controle positivo resveratrol (75%), excecdo para o composto 19 (61%). Os resultados
para 0s compostos 2 e 3 ndo sdo significativos, uma vez que eles foram pouco sollveis na
concentragéo avaliada.

Geralmente, os compostos utilizados como antioxidantes apresentam hidroxilas
fenolicas em suas estruturas. Pela analise da Figura 76, p.92 verifica-se que quando o0s
compostos carboxilados 19 a 24 foram avaliados, apenas o composto 19 apresenta atividade
antioxidante préxima ao controle positivo. Isso indica que, quando o grupo hidroxila é
substituido pela carboxila, a atividade antioxidante diminui. Os demais compostos sdo
hidroxilados e variam entre iminas (1-17) e aminas (25-35), com hidroxilas em posicGes
diferentes. Notavelmente, os compostos hidroxilados foram mais potentes que o controle
positivo e, dentre esses, destacam-se as bis-aminas 25 a 35. Os benzoimidazdis 8 e 9
apresentam atividades antioxidantes inferiores ao resveratrol, enquanto que as
iminoisoindolinas 10 e 11 foram superiores ao controle positivo.

Os experimentos variando a concentracdo (10, 20, 40, 80 e 160 pM) dos compostos
mais promissores foram conduzidos com o objetivo de determinar a capacidade de sequestrar
50% de radicais DPPH (CSsp) (Tabela 14, p.90). Os graficos com esses resultados estdo nos
anexos (p.LXXIV a LXXVII).

A partir dos gréaficos, variando-se a concentracdo dos compostos (Anexo, p.LXXIV a
LXXVII), foi possivel determinar a concentracdo de cada composto necessaria para capturar
50% de radicais DPPH', cujo valor é apresentado na Tabela 14, p.90. A excessdo do
composto 1, todos 0s compostos que foram selecionados no processo de triagem apresentaram
valores de CSs inferiores ao exibido para o controle positivo (resveratrol). Além disso, dez
compostos apresentaram valores de CSsy baixos, sendo a aproximadamente de 20 a 30 vezes
menores do que o controle positivo. Tais resultados indicam que esses compostos apresentam

um grande potencial no sequestro de radicais livres.
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Tabela 14. Concentragdo dos compostos necesséria para capturar 50% (CSsp) de radicais
DPPH’

COMPOSTO *CSso (UM) COMPOSTO *CSs0 (uM)
1 56,7 19 5,4
4 14,0 25 3,0
5 8,6 26 1,1
6 27,8 27 1,1
7 14,4 28 4,6
10 8,1 29 8,6
11 1,8 30 2,1
12 1,7 31 1,7
13 11,7 32 1,0
14 3,8 33 20,1
15 1,9 34 1,7
16 13,8 35 1,4
17 3,9 Resveratrol 34,4

*Qs valores foram obtidos a partir de experimentos realizados com DPPH a 100 pM.

Os resultados da Tabela 14 indicam que a estrutura interfere muito na atividade
sequestradora de radicais livres, pois compostos com o0s mesmos grupos funcionais
apresentam atividades completamente diferentes. Com excecdo do composto 11, uma
iminoisoindolina, os compostos 12 e 15 apresentaram CSso aproximadamente 20 vezes
menores que o controle positivo (resveratrol). Esse resultado mostrou que é importante a
posicdo da hidroxila para a atividade sequestradora de radicais livres, pois os melhores
resultados foram obtidos quando a hidroxila encontra-se em orto ou em para.

Na Tabela 14, destacam-se também os compostos 26, 27, 29, 30, 31, 32, 34 e 35, que
sdo bis-aminas obtidas a partir das reducBes das bis-iminas. Apo6s a reducdo foi possivel
verificar que, enquanto as bis-iminas apresentam pouca ou nenhuma atividade antioxidante,
as respectivas bis-aminas tornam-se ativas. Como exemplo, 0 composto 26 apresenta alta
atividade como antioxidante. No entanto, a correspondente bis-imina 2 apresenta atividade
bem inferior (Anexo, p.LXXIV a LXXV). Portanto, a simples variagédo de um grupo funcional
em outro propicia uma maior na atividade, pois, dentre doze bis-aminas testadas, sete

apresentaram valores de CSs inferiores a 2,1 uM.
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Dentre as bis-aminas que apresentaram os melhores resultados foi possivel verificar
uma relagdo entre estrutura-atividade, uma vez que a maioria delas apresenta a hidroxila
localizada em orto (26, 27, 30 e 31) ou em para (29, 34 e 35) Figura 73, (p.88), exceto 0
composto 32, que apresenta a hidroxila em posi¢cdo meta. O mesmo aconteceu com as bis-
iminas, sendo observados 0s melhores resultados quando a hidroxila encontra-se em posigoes

orto ou para.

4.1.3. Atividade sequestradora de radicais anions superéxidos

Essa parte do trabalho visa avaliar a capacidade sequestradora de radicais anions
superdxidos (O2) dos compostos 1 a 35. Para a producéo de radicais anions superoxidos (Oy),
utilizou-se uma mistura de EDTA, L-metionina, NBT e Riboflavina, em etanol na presenca de
luz durante 30 min. Junto a essa mistura de reagéo, utilizaram-se os compostos de 1 a 35
(Figura 73, p.88) para avaliar a capacidade em capturar os radicais anions superéxido
formados durante esse processo.

Inicialmente foi realizada uma triagem, testando os compostos de interesse na maior
concentracdo (160 uM), Figura 75. Varios compostos foram eficientes na inibigdo de radicais
superéxidos. No entanto, os compostos 11 e 20 ajudaram na producdo de radicais
superdxidos. Os resultados para os compostos 1 e 3 ndo sdo significativos, uma vez que eles

foram pouco soluveis.
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Figura 75. Triagem dos compostos 1 a 35, (a 160 uM) quanto ao sequestro de radicais

superdxido (resveratrol empregado como controle positivo).
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Os compostos que apresentaram valores de inibi¢do acima de 50 % (Figura 75, p.91)
foram selecionados para a avaliagdo em diferentes concentragdes (10, 20, 40, 160 e 320 uM),

Figura 76.
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Figura 76. Estrutura quimica dos compostos que se mostraram mais ativos depois da triagem

em capturar radicais anions superéxidos a 160 uM.
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Figura 77. Resultados da atividade antioxidante de varios compostos em diferentes

concentragoes.
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Analisando de forma geral a atividade antioxidante (Figura 77, p.92), os compostos
foram geralmente mais ativos que o resveratrol (controle positivo) nas diferentes
concentracdes avaliadas e, em alguns casos, a atividade foi até duas vezes maiores que a do
controle.

A menor concentracdo avaliada foi de 10 uM e muitos compostos nessa concentracao
foram incapazes de inibir a producdo do anion superdxido, causando, ao contrario, um
aumento desses radicais. No entanto, os compostos 17, 23, 26, 28, 29, 32 e 33 apresentaram
inibicdo da producdo do anion superoxido muito superior ao controle positivo, que, nessa
concentracdo ndo inibiu a producdo de radicais livres. Notavelmente, todos os compostos nas
concentracgdes de 40, 80, 160 e 320 uM foram mais ativos que o controle (Anexo, p.LXXIV a
LXXV). Com a avaliacdo desses compostos em varias concentracOes, foi possivel calcular o
CSxp para todos (Tabela 15).

Tabela 15. Concentracdo dos compostos necessaria para capturar 50% (CSsp) dos radicais
superdxidos

COMPOSTO *CSso (M) COMPOSTO *CSso (uM)
4 82,2 26 33,4
5 62,3 28 21,3
13 99,6 29 31,6
16 132,3 30 100,3
17 455 31 138,6
19 237,5 32 29,6
21 126,8 33 73,3
23 29,5 35 73,4
25 120,9 Resveratrol 691,3

*QOs valores foram obtidos a partir de experimentos realizados com DPPH a 100 uM.

O controle positivo apresentou uma concentracdo para capturar 50% dos radicais
superoxidos igual a 691,3 uM (CSsp), valor muito alto em relagdo aos dos compostos
avaliados. Portanto, todos os compostos foram bem mais ativos que o reveratrol e alguns
como 23 (29,5 uM), 26 (33,4 uM), 28 (21,3 uM), 29 (31,6 uM) e 32 (29,6 uM) apresentaram
concentragdes com valores tdo baixos, que chegaram a aproximadamente 20 a 30 vezes
menores que o do controle positivo. Tais resultados indicam o grande potencial desses

compostos no sequestro do radical anion superdxido.
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PARTE V - PARTE EXPERIMENTAL
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5.1. Materiais e métodos
5.1.1. Instrumentacdo e Condicdes
5.1.1.1. Espectroscopia no infravermelho

As andlises dos espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foram
realizadas em aparelho Shimadzu IR-408 (Departamento de Quimica, UFMG) e 0s compostos
foram pastilhados com KBr, utilizando prensa hidraulica. As atribui¢es das bandas no
infravermelho foram auxiliadas com dados da literatura (BARBOSA, 2007) e
(SILVERSTEIN et al., 2000).

5.1.1.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos unidimensionais e bidimensionais de RMN foram realizados nos
equipamentos BRUKER AVANCE DRX/400, operando a 400 MHz para *H e 100 MHz para o
3C e DPX/200, operando a 200 MHz para 'H e 50 MHz para *C. Foi utilizado como
referéncia interna o tetrametilsilano ou, em alguns casos, o sinal residual do préprio solvente
deuterado. Os deslocamentos quimicos foram apresentados em ¢ e as multiplicidades (nos
espectros de RMN de *H) foram apresentadas de maneira abreviada, segundo recomendagdes
da AUREMN (Associacdo de Usuarios de Ressonancia Magnética Nuclear). d - dupleto; m -
multipleto; s - simpleto; sl - simpleto largo; t - tripleto. Todos os espectros unidimensionais de
RMN foram adquiridos a 25,0 + 0,1 °C.

As amostras foram analisadas em tubos de ressonancia de 5 mm de didmetro. Para a
CCD (Cromatografia em camada delgada) foi utilizada silica gel 60 F2s4 MERCK em folha de
aluminio. As purificacdes por cromatografia em coluna (CC) foram feitas utilizando silica gel
0,060-0,200 mm (ACROS ORGANICS). Andlises das CCD foram feitas com métodos
fisicos, utilizando um transiluminador ultravioleta com comprimento de onda entre 254 e 365

nm e métodos quimicos atraves da revelagdo com iodo e permanganato de potassio.
5.1.1.3. Espectrometria de massas de alta de resolu¢cdo LCMS-IT-TOF

As andlises de ESI-MS foram realizadas em modo positivo em espectrdmetro de

massas Shimadzu LCMS-IT-TOF. As condicdes experimentais foram: temperatura do bloco
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200°C; temperatura de dessolvatacdo 200 °C; detector de voltagem 1,63 kV e voltagem da
interface (+) 4,5 KV e (-)-3,5 KV, sem 0 uso de &cidos ou de bases para a ionizagao. Todos 0s
compostos foram solubilizados em metanol e um volume de 5 pL foi injetado no
equipamento. Essas solucdes foram injetadas na interface de eletrospray com uma vazéo de
0,2 mL/min de uma mistura de metanol:agua (1:1), utilizando a bomba do HPLC. Os

espectros de massas foram adquiridos em um intervalo de m/z 50-1000.

5.2 — Procedimentos de sintese

5.2.1 Preparacao das bis-iminas hidroxiladas aromaticas 1-9.

Metodo geral

Os compostos de 1 a 9 foram obtidos por meio da condensacdo dos
hidroxibenzaldeidos (orto, meta e para) com as fenilenodiaminas (orto, meta e para)
utilizando tolueno como solvente. Para sintese empregou-se uma metodologia adaptada da
literatura para a preparacdo de mono-iminas aromaticas (BAKER e SHULGIN, 1959), usando
um sistema Dean-Stark (DEAN e STARK, 1920) para a remocdo de dgua formada durante a
reacao.

Foram utilizados a diamina (0,5 mmol, 54,0 mg) e hidroxialdeido (1,0 mmol; 124 mg)
na razdo molar de 1:2, respectivamente, usando o tolueno a temperatura de refluxo. O tempo
das reacdes variou de 4 a 36 h. As reacdes foram acompanhadas por CCD e, ap0s o término
da reacdo a solucdo, foi resfriada e evaporada em evaporador rotatério. A mistura final da
reacdo foi filtrada a presséo reduzida e lavada com o solvente da reagdo. Todos os produtos
formados foram caracterizados por infravermelho (1), RMN (1D e 2D), CHN e ESI/MS.
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Tabela 16. Parametros para obtencdo dos compostos de 1 a 9

Compostos sintetizados

Tempo de reacéo (h)

Rendimento (%)

1

© 00 ~N o O A W DN

3,5
7,5
8,5
24
5
24
5,5
3,5
5

92
81
91
95
89
94
95
85
89

N,N*-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-fenilenodiimina (1)

Tr 164-166°C

IV (KBr, cm™) v : 3446, 3054, 2988, 1614, 1561, 1494, 1481, 1449, 1277, 1192, 1151, 910,

831, 761, 746, 640, 582 e 502.

RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds), § (ppm), J (Hz): 13,00 (s, 2H, OH), 8,92 (s, 2H, H-7),
7,66 (d, 2H, H-5, J = 7,20) 7,42-7,37 (m, 6H, H-3, H-9, H-10), 7,00-6,93 (m, 4H, H-2 e H-4).
RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg), J (ppm): 163,89 (C-7), 160,32 (C-1), 142,14 (C-8),
133,31, 132,38 (C-3, C-5), 127,68, 119,60 (C-10, C-9), 119,37 (C-6), 118,96 e 116,58 (C-2,

C-4).

Analise elementar para (CxHisN20O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,

75,83; H, 5,03; N, 8,64.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1251.
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N,N'- bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,3-fenilenodiimina (2)

Ty 108-110°C.

IV (KBr, cm'l) v : 3435, 3051, 2990, 1621, 1592, 1567, 1498, 1459, 1410, 1360, 1282,
1195, 1152, 1135, 951, 898, 819, 763, 755, 688, 485.

RMN de *H (400 MHz, CDCls), § (ppm), J (Hz): 13,08 (s, 2H, OH), 8,61 (s, 2H, H-7), 7,42
(t, 1H, H-10, J = 7,60), 7,38-7,35 (m, 4H, H-3, H-5), 7,16 (s, H-11), 7,14-7,13 (m, 2H, H-9),
7,02 (d, 2H, H-2, J = 8,00), 6,93 (t, 2H, H-4, J=7,60).

RMN de *C (100 MHz; CDCls), § (ppm): 162,94 (C-7), 160,89 (C-1), 149,15 (C-8), 133,17,
132,30 (C-3, C-5), 129,98 (C-10), 119,36, 118,94 (C-9, C-2), 118,80 (C-6), 117,00 (C-4),
113,83 (C-11).

Anélise elementar para (CxH1sN,0,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,74; H, 5,27; N, 8,90.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,0934.

N,N’- bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-fenilenodiimina (3)

9
8 5 4
QJNA@?N)LG@:’
OH HO' 2
Ty 208-210°C;

IV (KBr, cm™) ¥: 3436, 3053, 2999, 1611, 1571, 1492, 1282, 1189, 1161, 907, 833, 761,
750, 734, 618, 526.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), § (ppm), J (Hz): 13,19 (s, 2H, OH), 8,67 (s, 2H, H-7), 7,44-
7,37 (m, 8H, H-3, H-5 e H-9), 7.04 (d, 2H, H-2, J=8,00), 6,96 (t, 2H, H-4, J=7,60).

RMN de *C (100 MHz; CDCls),  (ppm): 162,36 (C-7), 161,14 (C-1), 147,13 (C-8), 133,32,
132,34 (C-3, C-5), 122,27 (C-9), 119,18, 117,30 (C-2, C-4).

Analise elementar para (CxH1sN2O): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,26; H, 4,70; N, 9,21.
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(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1261.

N,N*- bis(3-hidroxibenzilideno)benzeno-1,3-fenilenodiimina (4)

OH

Ts: 159-160°C.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3418, 3066, 3026, 1674, 1624, 1586, 1474, 1456, 1270, 1242, 1156,
1140, 948, 898, 884, 784, 698, 684.

RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 9,75 (s, 2H, OH), 8,60 (s, 2H, H-7),
7,44-7,28 (m, 7TH, H-2, H-3, H-9 e H-10), 7,15-7,12 (m, 3H, H-6 e H-11), 6,97 (d, 2H, H-4, J
=7,40).

RMN de **C (50 MHz; DMSO-ds), § (ppm): 161,10 (C-7), 157,70 (C-1), 152,40 (C-8),
137,34 (C-5), 130,24, 129,83 (C-10, C-3), 120,42, 118,87 (C-9, C-6), 114,64, 114,32 (C-2, C-
4), 112,90 (C-11).

Analise elementar para (CxHisN2O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,99; H, 4,79; N, 8,29.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1295.

N,N'- bis(3-hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-fenilenodiimina (5)

9
< >s 4 3
/N N7\ 5 ,
6 1
HO OH
Ts: decomposicao 230°C

IV (KBr, cm™) ¥ : 3434, 3400, 3048, 2910, 1622, 1594, 1456, 1388, 1276, 1208, 1118, 996,
856, 782, 682.

RMN de *H (200 MHz; DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 9,77 (s, 2H, OH), 8,60 (s, 2H, H-7),
7,46-7,36 (M, 10H, H-2, H-3, H-6 e H-9), 7,01-6,98 (M, 2H, H-4).
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RMN de 2C (50 MHz; DMSO-ds), d (ppm): 159,94 (C-7), 157,66 (C-1), 149,21 (C-8),
137,44 (C-5), 129,82 (C-3), 121,97 (C-9), 120,35, 118,72, 114,20 (C-2, C-4, C-6).

Analise elementar para (CxHisN2O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,52; H, 4,79, N, 8,29,

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1263.

N,N*- bis(4-hidroxibenzilideno)benzeno-1,3-fenilenodiimina (6)

Tt decomposicao a 230 °C
IV (KBr, cm™) ¥ : 3444, 3076, 3060, 1602, 1572, 1516, 1446, 1288, 1238, 1156, 952, 836,

774,

RMN de 'H (200 MHz; DMSO-ds), 6 (ppm), J (Hz): 10,17 (s, 2H, OH), 8,52 (s, 2H, H-5),
7,80 (bs, 4H, H-3), 7,37 (s, 1H, H-9) 7,05-6,93 (m, 7H, H-2, H-7 e H-8).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), 5 (ppm): 160,69 (C-1), 160,19 (C-5), 152,89 (C-6),
130,73, 129,67 (C-3, C-8), 127,48 (C-4), 118,22, 115,68 (C-7, C-9), 112,75 (C-2).

Analise elementar para (CxHisN2O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,72; H, 4,18; N, 9,05.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1263.

N,N’- bis(4-hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-fenilenodiimina (7)

7
O
N N
Tt decomposicao 260°C.

IV (KBr, cm™) v : 3434, 3048, 3024, 1622, 1594, 1456, 1276, 1208, 1172, 870, 856, 782,
856, 682.

RMN de 'H (200 MHz; DMSO-ds), 6 (ppm), J (Hz): 10,17 (s, 2H, OH), 8,50 (s, 2H, H-5),
7,78 (d, 4H, H-3, J = 8,40), 7,26 (s, 4H, H-7), 6,90 (d, 4H, H-2, J = 8,40).

RMN de ®C (50 MHz; DMSO-dg), & (ppm): 160,53 (C-1), 159,05 (C-5), 149,23 (C-6),
130,57 (C-3), 127,56 (C-4), 121,73 (C-7), 115,62 (C-2).
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Analise elementar para (CxHisN2O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,72; H, 4,18, N, 9,05.
(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,0934.

N,N’- bis(3-hidroxifenil)benzoimidazol (8)

OH

Ts: 256-258 °C
IV (KBr, cm™) ¥ : 3431, 3105, 3063, 2927, 1635, 1590, 1519, 1459, 1383, 1243, 1235, 998,

882, 795, 745, 678 e 620.

RMN de *H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm), J (Hz): 9,71 (s, 2H, OH), 7,75-7,73 (m, 1H, H-12)
7,36-6,66 (m, 7H, H-2, H-5, H-6, H-10, H-11, H-16, H-18, H-19 e H-20), 6,54-6,53 (m, 1H,
H-9), 6,45-6,43 (m, 2H H-4), 5,50 (s, 2H, H-7).

RMN de *C (100 MHz; CDCls), 6 (ppm): 157,73, 157,55 (C-1, C-17), 153,30 (C-14),
142,56 (C-8), 138,33, 135,84 (C-13, C-5) 131,17 (C-15), 129,84 (C-10 e C-11), 122,62,
122,19, 119,47, 119,17, 116,94, 116,59, 116,00, 114,45, 112,66, 111,09 (C-2, C-3, C-4, C-6,
C-9, C-12, C-16, C-18, C-19, C-20), 47,42 (C-7).

Analise elementar para (CxHisN2O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,38; H, 4,10; N, 8,59.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1262.

N,N’- bis(4-hidroxifenil)benzoimidazol (9)

Ts: 199-201°C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3436, 3028, 2924, 2880, 1638, 1612, 1516, 1462, 1444, 1266, 1252,

1246, 1172, 1104, 990, 840, 746, 542, 520.
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RMN de 'H (200 MHz; DMSO-ds), d (ppm), J (Hz): 9,97 (s, 1H, OH), 9,43 (s, 1H, OH),
7,68-6,64 (m, 12H, H-10, H-3, H-7, H-8, H-9, H-14, H-2, H-15), 5,41 (s, 2H, H-5).

RMN de **C (50 MHz; DMSO-dg), § (ppm): 158,77, 156,60 (C-1, C-16), 153,52, 142,63,
135,77 (C-5, C-6, C-11), 130,53, 127,42 (C-3, C-14), 127,04 (C-4), 122,05, 121,80 (C-9, C-
8), 120,74 (C-13), 118,76, 115,46 (C-10, C-7), 115,41, 110,88 (C-2, C-15), 47,00 (C-12).
Anélise elementar para (CxH1sN,0,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,63; H, 4,36; N, 8,84.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1262.

5.2.2. Preparacdo das bis-iminas hidroxiladas aromaticas 10-17.

Método geral

Os compostos de 10 a 17 foram preparados pela condensacéo do respectivo dialdeido
(0,5 mmol, 67.0 mg) com o correspondente amino fenol (1,0 mmol, 109 mg) em etanol sob
refluxo na razdo molar de 1:2 respectivamente. Primeiro foi solubilizado o amino fenol e em
seguida foi adicionado lentamente o dialdeido correspondente. O tempo de reacdo variou de 4
a 24 horas, sendo essa acompanhada por CCD. Apoés esse periodo, a solucdo da reacdo foi

filtrada a vacuo e lavada com o solvente da reacao.

Tabela 17. Parametros para obtencdo dos compostos de 10 a 17

Compostos sintetizados Tempo de reacgéo (hora) Rendimento (%)
10 5 53
11 5 60
12 5 65
13 7 64
14 8 85
15 5 75
16 5 73
17 5 78
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N,N’-bis(3-hidroxifenil)iminoisoindolina (10)

T¢=218-220 °C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3426, 3080, 3054, 1630, 1586, 1490, 1454, 1384, 1218, 1128, 946, 864,

776, 694.

RMN de *H: (200 MHz; DMSO-dg), 6 (ppm), J (Hz): 9,42 (sl, 1H, OH); 9,33 (sl, 1H, OH),
7,76-7,13 (m, 7H, H-5, H-6, H-9, H-10, H-11, H-12 e H-19); 6,73-6,33 (m, 5H, H-2, H-4, H-
16, H-18 e H-20), 4,97 (s, 2H, H-14).

RMN de *C: (50 MHz; DMSO-ds),  (ppm), J (Hz): 158,20, 157,48 (C-1, C-17), 152,40,
151,74 (C-7, C-5), 142,35, 140,72 (C-15, C-13), 130,56, 130,46, 129,86, 129,19, 126,95,
125,47, 123,33, (C-3, C-8, C-9, C-10, C-11, C-12, C-19), 111,41, 110,12, 109,88, 109,29,
107,43, 107,06 (C-2, C-4, C-6, C-16, C-18, C-20), 52,49 (C-14).

Anélise elementar para (CxH1sN,0,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
74,67; H, 4,80; N, 8,53.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1250.

N,N’-bis(4-hidroxifenil)iminoisoindolina (11)

10 T2 14 15

T¢=222-224°C.
IV (KBr, cm™) v : 3388, 3316, 3058, 3026, 1620, 1580, 1512, 1452, 1384, 1248, 1202,

1164, 1132, 1110, 1102, 1066, 828, 730, 704, 528.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 9,27 (s, 1H, OH), 9,04 (s, 1H, OH),
7,76 (d, 2H, H-3, J = 8,60), 7,53-7,41 (m, 2H, H-7 e H-9), 7,11 (t, 1H, H-8, J = 6,90), 6,84-
6,61 (M, 7H, H-2, H-10, H-14 e H-15), 4,90 (s, 2H, H-12).
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RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), § (ppm): 153,29, 153,22 (C-1, C-16), 152,38, 142,64,
140,89, 133,19, 130,77 (C-4, C-5, C-6, C-11, C-13), 130,02, 126,80, 125,27, 123,23 (C-7, C-
8, C-9, C-10), 122,28, 121,54, 115,74, 114,98 (C-3, C-2, C-15, C-14), 52,77 (C-12).

Analise elementar para (CxHisN2O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
73,49; H, 4,71; N, 8,50.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1251.

N,N’-bis(2-hidroxibenzeno)isoftaldiimina (12)

T¢=151,0-151,7 °C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3430, 3350, 3044, 3024, 1626, 1586, 1438, 1372, 1250, 1244, 1174,

1152, 836, 802, 762, 738, 684, 636, 608, 474, 410.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 9,10 (s, 2H, OH), 8,81 (s, 2H, H-7),
8,66 (s, 1H, H-11), 8,18 (d, 2H, H-5, J = 7,40), 7,65 (t, 1H, H-10, J = 7,60), 7,26 (d, 2H, H-9,
J=17,60), 7,11 (t, 2H, H-3, J= 7,60), 6,94 (d, 2H, H-2, J= 7,60), 6,86 (t, 2H, H-4, J= 7,40).
RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), 6 (ppm): 158,66 (C-7), 151,30 (C-1), 137,64 (C-6),
136,81 (C-8), 131,39 (C-3), 129,09 (C-11 e C-10), 127,68 (C-9), 119,59, 119,21 (C-2, C-5),
116,12 (C-4).

Anélise elementar para (CxH1sN,0,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,79; H, 4,13; N, 9,17.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1251.

N,N"-bis(3-hidroxibenzeno)isoftaldiimina (13)

10
9
8
7
I | R
N N5 3
6 2
1
OH OH

T¢=202,3-204,2 °C.
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IV (KBr, cm'l) v 13412, 3062, 3022, 1602, 1586, 1452, 1436, 1276, 1236, 1144, 958, 850,
768, 686, 538.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 9,56 (s, 2H, OH), 8,67 (s, 2H, H-7),
8,48 (s, 1H, H-11), 8,06 (d, 2H, H-9, J=7,60), 7,66 (t, 1H, H-10, J= 7,60), 7,21 (t, 2H, H-3, J
=7,60), 6,75-6,69 (m, 6H, H-2, H-4 e H-6).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), 6 (ppm): 159,67 (C-7), 158,03 (C-1), 152,48 (C-5),
136,47 (C-8), 131,45 (C-3), 129,84, 129,27, 128,00 (C-9, C-10, C-11), 113,17 (C-4), 111,62
(C-2), 107,87 (C-6).

Anélise elementar para (CxH1sN,0,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,23; H, 5,31; N, 8,23.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1236.

N,N’-bis(4-hidroxibenzeno)isoftaldiimina (14)

T¢=202,3-204,2 °C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3398, 3328, 3060, 3028, 2860, 1620, 1582, 1504, 1452, 1444, 1242,

1214, 1158, 974, 834, 692, 644, 544, 492.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 9,56 (s, 2H, OH), 8,70 (s, 2H, H-7),
8,44 (s, 1H, H-9), 7,98 (d, 2H, H-7, J=7,60), 7,60 (t, 1H, H-8, J=7,60), 7,26 (d, 4H, H-3, J=
8,80), 6,83 (d, 4H, H-2, J=8,80).

RMN de *C: (50 MHz; DMSO-dg), J (ppm): 156,51 (C-7), 156,43 (C-1), 142,30 (C-4),
136,88 (C-6), 130,55, 129,13 (C-7, C-9), 127,31 (C-8), 122,58 (C-3), 115,69 (C-2).

Anélise elementar para (CxH1sN,0,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
76,05; H, 4,32; N, 9,10.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1244.
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N,N"-bis(2-hidroxibenzeno)teraftaldiimina (15)

9
8 7 5 4
aTasats!
1 2
OH HO
T¢=202,3-204,2 °C.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3428, 3366, 3072, 3044, 1622, 1588, 1484, 1380, 1288, 1242, 1150, 924,
844, 776, 732, 596, 516.

RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 9,10 (s, 2H, OH), 8,80 (s, 2H, H-7),
8,17 (s, 4H, H-9), 7,27 (d, 2H, H-5, J=7,40), 7,12 (t, 2H, H-3, J=7,40), 6,93 (d, 2H, H-2, J=
7,40), 6,86 (t, 2H, H-4, J=7,40).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-ds), J (ppm): 158,38 (C-7), 151,35 (C-1), 138,51, 137,52 (C-
6, C-8), 128,97 (C-9), 127,69 (C-3), 119,42, 119,03 (C-4, C-5), 116,06 (C-2).

Analise elementar para (CxHisN2O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,26; H, 4,70; N, 9,21.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1245.

N,N"-bis(3-hidroxibenzeno)teraftaldiimina (16)

9
8 7 4 3
N\
aYacaty:
6 1
HO OH
T¢=239-241 °C.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3430, 3420, 3054, 3016, 1600, 1582, 1452, 1418, 1276, 1240, 1150, 958,
854, 772, 680, 604, 510.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 9,60 (s, 2H, OH), 8,64 (s, 2H, H-7),
8,05 (s, 4H, H-9), 7,22 (t, 2H, H-3, J=7,60), 6,75-6,72 (m, 6H, H-2, H-4 e H-6).

RMN de *C: (50 MHz; DMSO-dg), 6 (ppm): 159,54 (C-7), 158,07 (C-1), 152,50 (C-5),
138,33 (C-8), 129,92 (C-3), 128,95 (C-9), 113,39, 111,74 (C-4, C-2), 107,96 (C-6).

Analise elementar para (CyoH1sN2O,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
75,98; H, 4,24; N, 9,10.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1243.
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N,N"-bis(4-hidroxibenzeno)teraftaldiimina (17)

7
6 5 3 2
—
HO@N/ N@LOH
T¢=228,5-229,6 °C.

IV (KBr, cm™) ¥: 3422, 3392, 3062, 3026, 2872, 1620, 1596, 1508, 1498, 1446, 1356,
1246, 1194, 1100, 840, 826, 818, 768, 558, 550, 524, 464.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 9,59 (s, 2H, OH), 8,67 (s, 2H, H-5),
7,99 (s, 4H, H-7), 7,26 (d, 2H, H-3, J = 8,40), 6,83 (d, 2H, H-2, J = 8,40).

RMN de *C: (50 MHz; DMSO-dg), 6 (ppm): 156,55 (C-1), 156,22 (C-5), 142,31 (C-4),
138,32 (C-6), 128,49 (C-7), 122,65 (C-3), 115,72 (C-2).

Anélise elementar para (CxH1sN,0,): calculado: C, 75,93; H, 5,10; N, 8,86; encontrado: C,
70,23; H, 4,01; N, 8,65.

(+)-ESI/MS: calculado 317,1212, encontrado 317,1244.

5.2.3. Preparacéo das bis-iminas carboxiladas 18-24.

Os compostos de 18 a 24 foram preparados pela condensacdo do respectivo dialdeido
(0,5 mmol, 67,0 mg) com o aminoacido correspondente (1,0 mmol, 137,14 mg) em etanol sob
refluxo na razdo molar de 1:2 respectivamente. As reacdes foram monitoradas utilizando
CCD, e variaram de 5 a 8 horas. Em seguida a solucdo final foi filtrada a vacuo e lavada com

0 solvente da reacdo.

Tabela 18. Parametros para obtencdo dos compostos de 18 a 24

Compostos sintetizados Tempo de reacao (hora) Rendimento (%)
18 5 72
19 5 53
20 5 98
21 5 90
22 8 71
23 5 73
24 5 78
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N,N'-bis(2-carboxi-fenil)iminoisoindolina (18)

4 3

1
2
CO.,H
7
6

T¢=220,1°C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3250-2608, 3060, 3028, 1674, 1604, 1588, 1528, 1450, 1304, 1238, 754.

RMN de *H: (200 MHz; DMSO-dg), J (ppm) J (Hz): 11,70 (s, 2H, COOH-1 e COOH -22),
8,54-8.51 (m, 1H, H-3), 7,96-7,51 (m, 10H, H-4, H-5, H-6, H-10, H-11, H-12, H-13, H-18, H-
19 e H-20), 7,12 (sl, 1H, H-21), 5,03 (s, 2H, H-15).

Anélise elementar para (C2H1sN,0,): calculado: C, 70,96; H, 4,33; N, 7,52; encontrado: C,
70,62; H, 3,69; N, 7,23.

(-)-ESI/MS: calculado 371,1032, encontrado 371,1060.

N,N’-bis(3-carboxifenil)iminoisoindolina (19)

1
CO,H
3 2 2

T¢ = 263,8 - 264,8°C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3436-2534, 3074, 3044, 2986, 2912, 2862, 1686, 1638, 1578, 1452, 1382,

1304, 1202, 1148, 1108, 948, 754, 724, 686, 654.
RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), d (ppm) J (Hz): 12,99 (sl, 2H, COOH-1, COOH-22),
8,64 (s, 1H, H-3), 8,29 (sl, 1H, H-7), 7,71-7,48 (m, 7H, H-4, H-5, H-10, H-11, H-13, H-19 e
H-20), 7,19-7,11 (m, 2H, H-17 e H-12), 6,56 (sl, 1H, H-21), 5,11 (s, 2H, H-15).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), d (ppm): 167,33 (C-1, C-22), 153,13 (C-8), 150,32 (C-6
e C-16), 141,24, 141,00 (C-2, C-18), 131,78, 131,19, 130,85, 130,16, 129,46, 128,81, 127,22,
125,29, 125,03, 123,62, 123,96, 123,15, 122,70, 120,51 (C-14, C-9, C-20, C-4, C-13, C-12,
C-10, C-5, C-11, C-3, C-7, C-21, C-17, C-19), 52,61 (C-15).
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Analise elementar para (CH1sN2O,): calculado: C, 70,96; H, 4,33; N, 7,52; encontrado: C,
72,81; H, 3,45; N, 8,14.
(-)-ESI/MS: calculado 371,1032, encontrado 371,1055.

N,N’-bis(4-carboxi-fenil)iminoisoindolina (20)

1
4
5
N
8
9 7«6 18
N CO,H
10 S 14 17
11 13 15 16

T¢=303,9 - 305,1 °C.
IV (KBr, cm™) v : 3438-2544, 3108, 2974, 2860, 1674, 1594, 1516, 1420, 1382, 1304, 1292,

1178, 1140, 1104, 1064, 860, 852, 778, 768, 728, 548.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), J (ppm) J (Hz): 12,68 (s, 2H, COOH-1 e COOH-18),
8,14 (d, 2H, H-3, J = 8,40 Hz), 7,96 (d, 2H, H-16, J = 8,40), 7,94 (d, 2H, H-15, J = 8,40 Hz),
7,60 (d, 1H, H-8, J=7,60), 7,49 (t, 1H, H-9, J = 7,60), 7,16 (t, 1H, H-10, J =7,40), 7,02 (d,
2H, H-4, J=8,40), 6,63 (d, 1H, H-11, J = 7,40), 5,08 (s, 2H, H-13).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), 5 (ppm): 167,28 (C-1, C-18), 166,98, 154,29 (C-5, C-6),
152,44 (C-14), 144,69 (C-12), 140,82 (C-7), 131,16, 130,92, 130,12, 127,36, 125,19, 124,51,
123,58 (C-2, C-3, C-8, C-9, C-10, C-11, C-16, C-17), 120,54, 118,63 (C-4, C-15), 52,62 (C-
13).

Analise elementar para (CH1sN2O,): calculado: C, 70,96; H, 4,33; N, 7,52; encontrado: C,
70,92; H, 4,71; N, 8,50.

(-)-ESI/MS: calculado 371,1032, encontrado 371,1098.

N,N"-bis(3-carboxibenzeno)isoftaldiimina (21)

1

T¢=268,9 - 270,2°C.
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IV (KBr, cm'l) Vv 1 3478-2542, 3062, 2974, 1674, 1592, 1578, 1424, 1316, 1288, 1168, 1146,
956, 850, 774, 700, 688, 530.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm) J (Hz): 12,08 (s, 2H, COOH-1), 8,77 (s, 2H,
H-8), 8,57 (s, 1H, H-12), 8,11 (d, 2H, H-10, J = 7,60), 7,85 (sl, 4H, H-3 e H-7), 7,67 (t, 1H,
H-11,J=7,60), 6,56 (sl, 4H, H-4 e H-5).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), 5 (ppm): 167,04 (C-1), 161,21 (C-8), 151,31 (C-6),
136,35 (C-2), 131,94, 131,31, 129,50, 129,35, 128,46 (C-4, C-9, C-10, C-11, C-12), 126,90,
125,67 (C-3, C-5), 121,49 (C-7).

Anélise elementar para (C2H1sN,0,): calculado: C, 70,96; H, 4,33; N, 7,52; encontrado: C,
70,91; H, 3,92; N, 8,23.

(-)-ESI/MS: calculado 371,1032, encontrado 371,1058.

N,N’-bis(4-carboxibenzeno)isoftaldiimina (22)

9

6
T |

N N_5 3
o Tk
HO,C 1COzH
T;=329,1-330,2°C.

IV (KBr, cm™) v : 3468, 3446-2544, 3062, 2976, 2866, 2828, 1684, 1582, 1424, 1316, 1288,
1168, 956, 850, 774, 688, 552.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm) J (Hz): 12,76 (s, 2H, COOH-1), 8,72 (s, 2H,
H-6), 8,54 (s, 1H, H-10), 8,10 (d, 2H, H-8, J = 7,60), 8,00 (d, 4H, H-3, J = 8,40), 7,68 (t, 1H,
H-9, J=8,40), 7,35 (d, 4H, H-4, J = 8,40).

RMN de **C (50 MHz; DMSO-ds), § (ppm): 166,94 (C-1), 161,70 (C-6), 155,05 (C-5),
136,22 (C-2), 132,19, 130,58, 129,43, 128,63, 128,12 (C-3, C-7, C-8, C-9, C-10), 121,02 (C-
4).

Anélise elementar para (C2H1sN,0,): calculado: C, 70,96; H, 4,33; N, 7,52; encontrado: C,
71,06; H, 3,63; N, 7,87.

(-)-ESI/MS: calculado 371,1032, encontrado 371,1044.
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N,N"-bis(3-carboxibenzeno)teraftaldiimina (23)

10
9 8 5 4
7 \
aYavarel
7 2

HO,C 1CO,H

Te=321,1 - 323,2°C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3428-2566, 3084, 2986, 1692, 1576, 1450, 1420, 1300, 1194, 924, 758.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), J (ppm) J (Hz): 12,53 (s, 2H, COOH-1), 8,74 (s, 2H,
H-8), 8,09 (s, 4H, H-10), 7,84 (sl, 4H, H-3 e H-7), 7,55 (sl, 4H, H-4 e H-5).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), 5 (ppm): 167,08 (C-1), 161,06 (C-8), 151,29 (C-6),
138,37 (C-2), 131,97 (C-9), 129,52, 129,17 (C-3, C-4, C-5, C-7, C-10), 127,07, 125,75,
121,54,

Analise elementar para (CxHisN2O,): calculado: C, 70,96; H, 4,33; N, 7,52; encontrado: C,
71,03; H, 3,85; N, 8,06.

(-)-ESI/MS: calculado 371,1032, encontrado 371,1055.

N,N"-bis(4-carboxibenzeno)teraftaldiimina (24)

8
7 © 4 3
/7 < > \ 5 1
HOZC@N N@z—cozH

T¢ = acima de 350 °C.
IV (KBr, Cm'l) Vv 1 3384-2542, 3062, 2976, 2878, 2810, 1682, 1592, 1420, 1294, 1168, 860,

774, 546.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm) J (Hz): 12,75 (s, 2H, COOH-1), 8,73 (s, 2H,
H-6), 8,11 (s, 4H, H-8), 8,00 (d, 4H, H-3, J=8,4), 7,37 (d, 4H, H-4, J = 8,40).

RMN de **C (50 MHz; DMSO-ds), § (ppm): 166,90 (C-1), 161,68 (C-6), 155,00 (C-5),
138,32 (C-2), 130,54, 129,27, 128,21 (C-7, C-8, C-3), 121,05 (C-4),.

Anélise elementar para (C2H1sN,0,): calculado: C, 70,96; H, 4,33; N, 7,52; encontrado: C,
70,62; H, 3,69; N, 7,23

(-)-ESI/MS: calculado 371,1032, encontrado 371,1037.
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5.2.4. Preparacao das bis-aminas hidroxiladas aromaticas 25-35.
Método geral

As bis-aminas hidroxiladas de 25 a 35 foram sintetizadas por meio da reducdo das
respectivas bis-iminas hidroxiladas (0,32 mmol, 100 mg). Para a sintese das bis-aminas,
foram utilizados boroidreto de sddio (24 mg, 0,635 mmol), cloreto de cério(lll) (78 mg, 0,320
mmol) e 8 mL de metanol a temperatura ambiente.

As reacdes ficaram por periodos que variaram de 4 a 30 minutos e apds o téermino de
cada reacdo, o solvente foi evaporado. Em seguida 10 mL de &gua foram adicionados e a
solugéo foi transferida para um funil de separacdo. Ao funil de separacdo 10 mL de acetato de
etila foram adicionados com intuito de extrair o composto de interesse. O processo de
extracdo foi repetido mais trés vezes. Os materiais isolados foram purificados utilizando

cromatografia em coluna (CC) e o solvente foi eliminado em evaporador rotatorio.

Tabela 19. Parametros para obtencéo dos compostos de 25 a 35

Compostos sintetizados Tempo de reacdo (minuto) Rendimento (%)
25 4 95
26 4 98
27 4 99
28 4 97
29 4 98
30 5 97
31 4 84
32 5 94
33 4 93
34 4 92
35 4 94

112



N,N'-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-fenilenodiamina (25)

T¢=163,2 164,3°C
IV (KBr, cm™) ¥ : 3390, 3352, 3290, 3038, 3038, 3010, 2924, 2854, 1602, 1490, 1456,

1350, 1238, 1102, 1026, 840, 822, 748, 732, 620, 578, 548, 546, 466, 450.

RMN de *H: (200 MHz; DMSO-dg), 6 (ppm) J (Hz): 9,76 (s, 2H, OH), 7,22 (d, 2H, H-5, J
= 7,60), 7,06 (t, 2H, H-3, J = 7,60), 6,85 (d, 2H, H-2, J = 8,00), 6,73 (t, 2H, H-4, J = 7,60),
6,45-6,44 (m, 4H, H-10 e H-9), 5,08 (s, 2H, NH), 4,25 (s, 4H, H-7).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-ds), d (ppm): 155,19 (C-1), 136,14 (C-8), 128,39, 127,42 (C-
3, C-5); 125,65 (C-6), 118,62, 117,20 (C-2, C-4), 114,85, 109,95 (C-9, C-10), 42,20 (C-7).
Analise elementar para (Cy0H20N,O,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
80,44; H,4,16 ; N, 10,34.

(+)-ESI/MS: calculado 321,1603, encontrado 321,1291.

N,N*-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,3-fenilenodiamina (26)

10

9
Pt
HN NH
1" 5
OH HO™ 1 3

2

T¢=115,1-117,0°C.
IV (KBr, cm™) v : 3406, 3270, 3062, 3032, 2972, 2910, 2848, 1608, 1504, 1456, 1260,

1246, 1206, 794, 756, 692.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-ds), § (ppm) J (Hz): 9,48 (sl, 2H, OH), 7,16 (d, 2H, H-5, J =
7,00), 7,03 (t, 2H, H-3, J = 7,40), 6,80 (d, 2H, H-2, J =7,80), 6,71 (t, 2H, H-4, J = 7,40), 5,90
(s, 1H, H-11), 5,82 (d, 2H, H-9, J = 8,00), 5,59 (s, 2H, NH), 4,11 (s, 4H, H-7).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-ds), & (ppm): 154,95 (C-1), 149,61 (C-8), 129,06, 128,20,
127,24, 126,16 (C-3, C-5, C-6, C-10), 118,59, 114,72 (C-2, C-4), 101,31 (C-9), 96,46 (C-11),
41,60 (C-7).
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Analise elementar para (CxH20N2O,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
79,54; H,4,20; N, 9,44.
(+)-ESI/MS: calculado= 321,1603, encontrado 321,1448.

N,N*-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-fenilenodiamina (27)

9
8 5 4
: HN@—N:l ] : 3]
OH HO' 2
Tf=170,2 - 171,8°C.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3448, 3254, 3066, 3036, 2968, 2934, 2850, 1594, 1508, 1456, 1256,
1230, 1060, 820, 750, 716.

RMN de *H: (200 MHz; DMSO-dg), d (ppm) J (Hz): 9,54 (s, 2H, OH), 7,18 (d, 2H, H-5, J =
7,20), 7,02 (t, 2H, H-3, J = 7,00), 6,78 (d, 2H, H-2, J = 8,80), 6,67 (t, 2H, H-4, J = 7,20), 6,43
(s, 4H, H-9), 5,22 (sl, 2H, NH), 4,09 (s, 4H, H-7).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-ds), d (ppm): 155,05 (C-1), 140,24 (C-8), 128,32, 127,28 (C-
3, C-5), 126,30 (C-6), 118,69 (C-9), 114,74, 113,97 (C-2, C-4), 42,95 (C-7).

Analise elementar para (CxH20N2O,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
77,24; H,4,66; N, 9,64.

(+)-ESI/MS: calculado= 321,1603, encontrado 321,1550.

N,N'-bis(3-hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-fenilenodiamina (28)

9
4
: HN@S—NH :3
5 2
7
HO ® ToH

T¢ = 228,5-229,6 °C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3430, 3272, 3036, 2950, 2838, 1598, 1512, 1450, 1254, 1230, 1170,

1058, 878, 824, 744, 690, 526.
RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-ds), d (ppm) J (Hz): 9,27 (s, 2H, OH), 7,07 (t, 2H, H-3 J =
5,40), 6,76-6,74 (m, 4H, H-4 e H-6), 6,59 (d, 2H, H-2, J = 5,40), 6,38 (s, 4H, H-9), 5,33 (s,
2H, NH), 4,05 (s, 4H, H-7).

RMN de C (50 MHz; DMSO-dg), & (ppm): 157,29 (C-1) 142,53 (C-8), 140,08 (C-5),
129,06 (C-3), 117,79, 113,93, 113,67, 113,33 (C-2, C-4, C-6, C-9), 47,63 (C-7).
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Analise elementar para (CxH20N2O,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
72,24; H, 5,01; N, 8,35.

N,N*-bis(4-hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-fenilenodiamina (29)

7
HN@NH 22
4 1
T¢=228,5-229,6 °C.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3392, 3332, 3056, 3012, 2946, 2884, 1610, 1516, 1448, 1238, 1200,
1032, 826, 670, 588.

RMN de H: (200 MHz; DMSO-ds), 6 (ppm) J (Hz): 9,23 (s, 2H, OH), 7,12 (d, 4H, H-2, J =
5,4), 6,68 (d, 4H, H-2, J = 5,40), 6,40 (s, 4H, H-7), 5,15 (sl, 2H, NH), 4,00 (s, 4H, H-5).
RMN de *C (50 MHz; DMSO-ds), § (ppm): 155,92 (C-1), 140,18 (C-6), 130,80 (C-4),
128,49 (C-3), 114,86, 113,77 (C-2, C-7), 47,35 (C-5).

Anélise elementar para (CxH20N,0,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
77,83; H, 7,08; N, 8,35.

(+)-ESI/MS: calculado= 321,1603, encontrado 321,1542.

N,N"-bis(2-hidroxibenzeno)isoftaldiamina (30)

10

8

7
11

NH HN.6 -
OH HO™ 3

2

T¢=228,5-229,6 °C.
IV (KBr, cm™) v : 3362, 3332, 3061, 3042, 3007, 2962, 2921, 2861, 1594, 1509, 1435,

1349, 1241, 1111, 751, 656.
RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg),  (ppm) J (Hz): 9,28 (s, 2H, OH), 7,37 (s, 1H, H-11),
7,22-7,21 (m, 3H, H-9 e H-10), 6,68 (d, 2H, H-5, J = 7,40), 6,54 (t, 2H, H-3, J = 7,40), 6,40
(m, 4H, H-2 e H-4), 5,21 (sl, 2H, NH), 4,28 (s, 4H, H-7).

RMN de C (50 MHz; DMSO-d), & (ppm): 144,01 (C-1), 140,57, 137,19 (C-6, C-8),
128,25, 125,88, 125,37 (C-9, C-10, C-11), 119,54 (C-4), 115,78, 113,34, 110,05 (C-2, C-3, C-
5), 46,76 (C-7).
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Analise elementar para (CyH20N2O,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
78,76; H, 5,41; N, 8,95
(+)-ESI/MS: calculado= 321,1603, encontrado 321,1596.

N,N"-bis(2-hidroxibenzeno)teraftaldiamina (31)

9
8 7 5 4 ‘
6
OH HO @ 2
T¢=228,5-229,6 °C.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3401, 3338, 3056, 3032, 2918, 2878, 2841, 1624, 1588, 1499, 1432,
1348, 1273, 1118, 1162, 994, 822, 765, 686, 625, 590.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm) J (Hz): 9,27 (s, 2H, OH), 7,29 (s, 4H, H-9),
6,77 (d, 2H, H-2, J = 7,40), 6,56 (t, 2H, H-4, J = 7,00), 6,40-6,35 (m, 4H, H-3 e H-5), 5,20 (sl,
2H, NH), 4,28 (s, 4H, H-7).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), § (ppm): 144,02 (C-1), 138,79, 137,12 (C-6, C-8),
127,01 (C-9), 119,52, 115,74, 113,34, 110,04 (C-2, C-4, C-3, C-5), 46,32 (C-7).

Analise elementar para (CxH20N2O,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
78,03; H, 7,06; N, 9,85.

(+)-ESI/MS: calculado= 321,1603, encontrado 321,1087.

N,N"-bis(3-hidroxibenzeno)isoftaldiamina (32)

10

9
8
11 7
NH HN_5 *
3
6 2
1
OH OH
T¢=228,5-229,6 °C.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3375, 3325, 3100, 3048, 2940, 2900, 2854, 1596, 1509, 1437, 1353,
1276, 1233, 1199, 1113, 990, 798, 747, 742, 676, 670, 487.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-ds), 5 (ppm) J (Hz): 8,89 (s, 2H, OH), 7,29-7,28 (m, 4H, H-
9, H-10 e H-11), 6,81 (t, 2H, H-3, J = 7,20), 6,07-5,94 (m, 8H, NH, H-2, H-4, H-6), 4,16 (sl,
4H, H-7).
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RMN de 2C (50 MHz; DMSO-ds), 6 (ppm): 158,02 (C-1), 149,98 (C-5), 138,67 (C-8),
129,36, 127,01, 126,44 (C-3, C-10, C-11), 103,92, 103,23, 99,31, 98,14 (C-2, C-4, C-6, C-9),
46,23 (C-7).

Analise elementar para (CxH20N2O,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
76,83; H, 6,31; N, 8,95

(+)-ESI/MS: calculado = 321,1603, encontrado 321,1598.

N,N"-bis(3-hidroxibenzeno)teraftaldiamina (33)

9
8 7 4 3
5
O
6 1
HO OH
T= 228,5-229,6 °C.

IV (KBr, cm™) v : 3566, 3392, 2924, 2866, 1654, 1618, 1522, 1420, 1217, 1111, 1063,
1044, 824.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm) J (Hz): 8,91 (s, 2H, OH), 7,29 (s, 4H, H-9),
6,82 (sl, 2H, H-3), 6,01 (t, 8H, NH, H-2, H-4, H-6), 4,19 (s, 4H, H-7).

RMN de C (50 MHz; DMSO-dg), § (ppm): 158,04 (C-1), 149,99 (C-5), 138,69 (C-8)
129,39 (C-3), 127,03 (C-9), 103,96, 103,28, 99,19 (C-2, C-4, C-6), 46,27 (C-7).

Anélise elementar para (CxH20N,0,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
76,67; H, 5,11; N, 8,65

(+)-ESI/MS: calculado= 321,1603, encontrado 321,1603.

N,N"-bis(4-hidroxibenzeno)isoftaldiamina (34)

T¢ = 228,5-229,6 °C.
IV (KBr, cm™) ¥ : 3424, 3386, 3318, 3049, 3023, 2957, 2926, 2867, 1600, 1514, 1467,

1243, 1216, 1112, 1038, 835, 820, 703.
RMN de H: (200 MHz; DMSO-ds), § (ppm) J (Hz): 8,41 (s, 2H, OH), 7,35 (s, 1H, H-11),
7,21 (sl, 3H, H-8 e H-9), 6,54-6,41 (m, 4H, H-2 e H-3), 5,52 (sl, 2H, NH), 4,14 (s, 4H, H-5).
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RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), 6 (ppm): 148,24 (C-1), 141,61, 140,64 (C-4, C-6),
128,03, 126,26, 125,50 (C-7, C-8, C-9), 115,40, 113,54 (C-2, C-3), 47,76 (C-5).

Analise elementar para (CxH20N2O,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
78,03; H, 5,71; N, 9,05.

(+)-ESI/MS: calculado= 321,1603, encontrado 321,1599.

N,N"-bis(4-hidroxibenzeno)teraftaldiamina (35)

7
< >6 5 3 2 ‘
4 1
H04< >—NH HN4< >—OH
T¢=228,5-229,6 °C.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3420, 3375, 3291, 3028, 2961, 2925, 2871, 1599, 1517, 1490, 1246,
1230, 835, 821, 703.

RMN de 'H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm) J (Hz): 8,43 (s, 2H, OH), 7,29 (s, 4H, H-7),
6,56-6,44 (m, 8H, H-2 e H-3), 5,73 (s, 2H, NH), 4,14 (s, 4H, H-5).

RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), J (ppm): 148,41 (C-1), 141,20, 138,71 (C-4, C-6),
127,19 (C-7), 115,54, 113,78 (C-2, C-3), 47,49 (C-5).

Anélise elementar para (CxH20N,0,): calculado: C, 74,98; H, 6,29; N, 8,74; encontrado: C,
79,93; H, 7,51; N, 9,98.

(+)-ESI/MS: calculado= 321,1603, encontrado 321,1046.

5.2.5. Preparacao dos complexos metélicos 36-38

O complexo 36 foi preparado utilizando metodologias adaptadas da literatura (HE et
al.,, 2011). Para a sintese do complexo foram utilizados o composto N,N-bis(2-
hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diimina (1) (100 mg, 0,316 mmol) e tetracloropaladato de
potassio (KyPdCls) (103 mg, 0,316 mmol). Inicialmente adicionou-se a N,N’-bis(2-
hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diimina (1) em um baldo de 25 mL e, em seguida, foram
adicionados 2 mL de acetona. Apds a total solubilizacdo do composto, foi adicionado
tetracloropaladato de potassio (K,PdCl,) solubilizado em 2 mL de &gua. Apés 10 min de
agitacdo foi possivel visualizar a formacéo de um precipitado de cor laranja intensa. A reagédo
foi mantida por 1 h a temperatura ambiente e o precipitado foi isolado por filtracdo e lavado
com a mistura de solvente utilizado na reacdo, sendo obtido o produto com 60% de

rendimento.
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Complexo (36)

IV (KBr, cm™) ¥ : 3018, 3082, 3010, 1608, 1518, 1438, 1376, 1336, 1180, 1152, 1132, 932,
566, 460.

RMN de *H: (200 MHz; DMSO-dg), 5 (ppm) J (Hz): 9,21 (s, 2H, H-7), 8,38-8,34 (m, 2H, H-
10), 7,49-7,42 (m, 4H, H-3, H-9), 7,03 (d, 2H, J = 8,80, H-2), 6,72 (t, 2H, J = 8,00, H-4).
(+)-ESI/MS: calculado= 421,0168, encontrado 421,0233.

Complexo (37)

O complexo 37 foi preparado a partir da N,N"-bis(2-hidroxibenzeno)isoftaldiimina
(12) (100 mg, 0,316 mmol) e tetracloropaladato de potassio (K,PdCl,) (103 mg, 0,316 mmol).
Em um baldo de 25 mL foi adicionada a N,N"-bis(2-hidroxibenzeno)isoftaldiimina (12) e, em
seguida foram adicionados 2 mL de acetona. Apds a total solubilizacdo do composto, foi
adicionado tetracloropaladato de potassio (K,PdCl,) solubilizado em 2 mL de agua. Apos 15
min de reacdo foi possivel visualizar a formacdo de um precipitado de cor vermelha bem
intensa. A agitacao foi mantida por 1 h a temperatura ambiente e o precipitado foi isolado por
filtracdo e lavado com a mistura de solvente utilizado na reacdo, sendo obtido o produto com

55% de rendimento.
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IV (KBr, cm™) ¥ : 3056, 3014, 1696, 1586, 1522, 1466, 1306, 1276, 1256, 1148, 828, 744,
546, 530, 486.
(+)-ESI/MS: calculado= 421,0168, encontrado 421,0049.

Complexo (38)

O complexo 38 foi preparado utilizando metodologias adaptadas da literatura (HE et
al., 2011). Para a sintese do complexo foi utilizado composto N,N"-bis(2-
hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-diamina (1) (100 mg, 0,321 mmol), tetracloroplatinato de
potassio (K,PtCl;) (100 mg, 0,241 mmol). Inicialmente adicionou-se tetracloroplatinato de
potassio (K,PtCls) em um baldo de 25 mL contendo uma mistura de 2 mL de acetona e 2 mL
de &gua. Em seguida adicionou-se lentamente N,N"-bis(2-hidroxibenzilideno)benzeno-1,2-
diamina (25). Apds 5 min de reacdo foi possivel visualizar a formacéo de um precipitado de
cor branca. A agitacdo foi mantida por 1 h a temperatura ambiente. O precipitado foi isolado
por filtracdo e lavado com a mistura de solvente utilizado na reacdo, sendo obtido o produto
com 65% de rendimento.

IV (KBr, cm™) ¥ : 3447, 3421, 3032, 3015, 2978, 2970, 2897, 2854, 1601, 1587, 1486,
1368, 1291, 1256, 1240, 1191, 1150, 1101, 1032, 901, 824, 770, 750, 579, 454.

RMN de *H: (200 MHz; DMSO-dg), § (ppm) J (Hz): 9,60 (s, 2H, OH), 7,24 (d, 2H, J = 7,40,
H-2), 7,06 (t, 2H, J = 7,20, H-4), 6,85 (d, 2H, J = 8,00, H-5), 6,73 (t, 2H, J = 7,20, H-3).
RMN de *C (50 MHz; DMSO-dg), d (ppm): 154,45 (C-1), 140,29 (C-8), 127,59, 127,29,
124,74 (C-3, C-5, C-6), 118,88, 117,25, 114,72 (C-2, C-4, C-10), 103,50 (C-9), 41,56 (C-7).
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5.3. Testes bioldgicos

5.3.1. Avaliacdo da Atividade Antiproliferativa

A avaliagdo da atividade antiproliferativa foi realizada na Universidade Federal de
Campinas (UNICAMP), pelo grupo do prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho (CPQBA). As
linhagens de células de cancer humano utilizadas foram U251 (glioma, SNC), UACC-62
(melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos), NCI-
H460 (pulmdo, tipo ndo pequenas células), PC-3 (préstata), OVCAR-3 (ovério), HT-29
(célon) e K562 (leucemia). As células foram cultivadas em 5 mL de RPMI, suplementados
com soro fetal bovino 5% e gentamicina 50 pg/mL. Depois, foram expostas a varias
concentracdes das bis-iminas sintetizadas (0,25-250 pg/mL) em DMSO (0,1% v/v) a 37°C e
CO, a 5%, por 48 h. Em seguida, uma solucao 50% v/v de &cido tricloroacético foi adicionada
e as placas foram incubadas a 4 °C, por 30 min, lavadas e secadas. A proliferacdo celular foi
determinada pela quantificacdo espectrofotométrica do conteddo de proteina celular usando
teste com sulforodamina B (MONKS et al., 1991). Doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo. Foram feitas trés medidas, sendo uma no tempo zero (Ty), o comeco da incubacao,
e outras duas 48 h depois, uma para as células ndo tratadas (C) e outra para aquelas contendo
a substancia a ser testada (T). A proliferacdo celular foi determinada de acordo com a equacao
100X[(T-To)/(C-To)].

O efeito citostatico é observado quando C > T > T enquanto o efeito citotoxico ocorre
quando T < T,.

Valores de ITC (Total Growth Inhibition): concentracdo necessaria para inibir 100% de

crescimento foi calculada por regresséo néo linear, tipo sigmoidal, em software Origin 7.5.

5.3.2. Avaliacdo da Atividade Antifangica

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada através da técnica de
microdiluicdo em caldo (M27-A2 do NCCLS, 2002), sendo utilizados os fungos da American
Type Culture Collection (ATCC): Candida albicans — ATCC 18804, Candida krusei — ATCC
20298, Candida parapsilosis — ATCC 20019, Candida tropicalis — ATCC 00750, Candida
glabrata — ATCC 32608, Cryptococcus neoformans — ATCC 32608, Cryptococcus gattii —

ATCC 28957 e um micro-organismo isolado clinicamente (IC) Candida dubliniensis — CBS
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7987. Todos os micro-organismos sdo pertencentes & Colecdo de Micro-organismos do
Laboratorio de Micologia/Departamento de Microbiologia da UFMG.

Inicialmente, os microorganismos foram repicados no meio de cultura agar batata
dextrose com uma alca de platina, ficando a 35 °C por 24 h. Ap6s o periodo de incubacéo, as
coldnias foram suspensas em 5 mL de solucéo salina estéril (8,5 g/mL NaCl; salina a 0,85%)
e a suspensdo resultante foi agitada no vortex durante 15 s. A densidade celular foi ajustada
empregando um espectrofotdmetro, acrescentando solucdo salina suficiente para obter a
transmitancia entre 75-77%, em comprimento de onda de 530 nm. Este procedimento fornece
uma suspensdo padrdo de levedura contendo 10° células por mL. A suspensdo utilizada é
produzida fazendo-se uma diluicdo de 1:50, seguida por uma diluicdo de 1:20 da suspensédo
padrdo com meio liquido RPMI 1640.

Antes de ser colocado o in6culo nas microplacas, foram realizadas seis diluicdes em
RPMI 1640 das substancias teste, entre as concentragdes 4, 8, 16, 32, 64 ¢ 128 ug/mL. Destas
amostras diluidas, foram adicionadas 100 puL de cada concentragdo em um pogo, sendo que
todos os testes foram feitos em duplicata. Apds a adi¢do de 100 uL do indculo junto as
amostras, as placas foram incubadas a 35 °C por 48 h para a realizacdo da leitura, sendo esta
realizada visualmente. Foram também acrescentadas a microplaca: um controle de
esterilidade, tendo sido adicionado ao pogo 200 puL de RPMI 1640, ¢ um controle de

crescimento.

5.3.3. Avaliacdo da Atividade Sequestradora de Radicais DPPH" e anions superoxido

A avaliacdo da atividade sequestradora de radicais DPPH’ e de anions superoxidos foi
realizada no Laboratorio de Bioquimica de Plantas do Departamento de Botanica do Instituto

de Ciéncias Biologicas da UFMG em colaboracdo com a professora Luzia Valentina Modolo.

Método DPPH®

Inicialmente preparou-se uma solucao etanolica de DPPH’ na concentracdo de 200 uM
e solucédo etandlica dos compostos em diferentes concentragdes (20-320 uM). O Resveratrol
foi empregado como controle positivo nos testes.

Prepararam-se varios sistemas de reacdo misturando-se aliquotas de 50 uL de solucéo

de DPPH" (200 uM) com aliquotas de 50 uL da solucdo dos compostos avaliados em
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diferentes concentragdes. Os compostos foram incubados na presenca da solugéo de DPPH
(100 uM) por 30 min, sob agitacdo, a temperatura ambiente e na auséncia de luz.
Posteriormente, as porcentagens de sequestro dos compostos foram calculadas nas diferentes
concentragdes por medidas espectrofotométricas a 517 nm, empregando-se a seguinte
equacao:
A;-As
Porcentagem de Sequestro = ——— x 100
C
Ac = absorbancia do controle (solu¢édo de DPPH)
As = absorbancia da amostra (solu¢gdo DPPH na presenca da substancia testada)

Os valores de CSs (concentragdo da substancia em teste que sequestra 50% do radical

DPPH") foram determinados por regressdo linear utilizando o programa Origin 7.5.
Anions Superdxido

A producdo de radicais anions superdxido (O,") foi realizada utilizando uma mistura
de EDTA (100 uM), L-metionina (13,3 uM), NBT (200 uM), Riboflavina (40 uM), em etanol
na presenca de luz durante 30 min. Para avaliar a capacidade dos compostos, essa mistura foi
mantida em uma caixa fechada na presenca de uma luz artificial por 30 min. Em seguida
foram realizadas medidas espectrofotométricas em 525 nm. Para todas as reac6es foi utilizada
uma segunda placa com a mesma mistura reacional e na presenca dos compostos testes, mas
essa placa foi recoberta com papel aluminio para ndo ficar exposta a luz e ser utilizada como
branco da reacdo. Quando se faz a subtracdo das placas, pode-se determinar o percentual da
capacidade dos compostos em capturar radicais superoxidos. Os compostos foram
solubilizados em metanol 92% e dimetilsulfoxido 8%. A concentracdo da solucdo estoque foi
de 1600 uM (= 1,6 mM) e a concentragdo dos compostos variou entre 10 a 320 uM.

As porcentagens de sequestro dos compostos nas diferentes concentragdes foram
calculadas empregando-se a seguinte equacao:

Porcentagem de Sequestro =<AC -As x 100> - 100

Ac

Ac = absorbancia do controle (no escuro)

As = absorbancia da amostra (solugéo exposta a luz)

Os valores de CSs, (concentracdo da substancia em teste que sequestra 50% do radical

anion superdxido) foram determinados por regresséo linear utilizando o programa Origin 7.5.
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Obtencdo e caracterizacdo de bis-iminas, bis-aminas e complexos metélicos.

A metodologia adotada permitiu a obtencdo de trinta e oito compostos, sendo quinze
inéditos (18, 19, 20, 22, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 e 38), com rendimentos variando
entre 53 a 99%, a partir da condensacdo entre: hidroxibenzaldeidos (orto, meta e para) com
fenilenodiaminas (orto, meta e para), dialdeidos aromaticos (orto, meta e para) com
aminofenois (orto, meta e para) e com acidos aminobenzoicos (orto, meta e para).

Dentre os compostos sintetizados, doze sdo bis-aminas hidroxiladas obtidas a partir de
bis-iminas hidroxiladas utilizando cloreto de cério como aditivo para melhorar o rendimento
das reducbes. Algumas das condensagdes resultaram em produtos de ciclizacdo, fornecendo
alguns derivados de benzoimidazol (8 e 9) e alguns derivados de iminoisoindolinas (10, 11,
18, 19 e 20). Além disso, foram obtidos trés complexos, sendo dois com paléadio (36 e 37) e

um com platina (38).

Atividade contra fungos patogénicos de interesse clinico

Os testes com os compostos de 1 a 35 para a atividade contra fungos patogénicos de
interesse clinico foram realizados com as espécies de fungos da American Type Culture
Collection (ATCC): Candida albicans — ATCC 18804, Candida krusei — ATCC 20298,
Candida parapsilosis — ATCC 20019, Candida tropicalis — ATCC 00750, Candida glabrata
— ATCC 32608, Cryptococcus neoformans — ATCC 32608, Cryptococcus gattii — ATCC
28957 e Candida dubliniensis — CBS 7987. A espécie de fungo Cryptococcus neoformans —
ATCC 32608 foi sensivel aos compostos 1 (4 png/mL), 2 (8 pg/mL) 5 (16 ug/mL) e 8 (8
ug/mL), respectivamente, apresentando valores de CIM proximos ao do fluconazol (2
ug/mL), antifugico comercial.

Considerando os compostos 10 a 17, o fungo Cryptococcus gattii — ATCC 28957 foi a
espécie mais sensivel para os compostos 11 (256 pg/mL), 12 (8 ng/mL), 13 (64 pug/mL), 14
(64 pg/mL), 15 (8 ug/mL), 16 (64 png/mL) e 17 (32 pg/mL).

Os compostos 18 a 24 apresentaram baixa atividade, mas todos os fungos foram de
alguma forma sensiveis aos compostos testados, com excecdo dos fungos Candida krusei —
ATCC 20298 e candida glabrata — ATCC 32608.
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Por fim, as bis-aminas 25 a 35 foram também ativas como fungicidas, destacando-se
0s compostos 25, 26, 30, 31, 34 e 35, ativos para todos os fungos testados, exceto para 0s
fungos Candida krusei — ATCC 20298 e Cryptococcus neoformans — ATCC 32608.

De forma geral, as bis-aminas (25-35) apresentaram os melhores resultados, seguidas
das bis-iminas (10-17), dos carboxilados (18-24) e, por fim, das bis-iminas (1-9).

A atividade antifingica totalizou 259 ensaios, realizados em duplicata, sendo que 62,5
% dos compostos apresentaram alguma atividade de inibicdo de fungos e apenas 37,5 % dos
compostos ndo apresentaram atividade na faixa de concentracdo testada. Os resultados
mostram uma grande influéncia da posicédo relativa dos grupos ligados aos anéis arométicos
na atividade apresentada, pois compostos com 0s mesmos grupos funcionais apresentaram

diferentes resultados, dependentes da posicao relativa entre estes na estrutura molecular.

Atividade contra células de cancer

Dezessete iminas aromaticas hidroxiladas foram testadas contra nove linhagens de
células tumorais humanas. Todos 0s compostos apresentaram efeito citostatico quando
empregados a concentracbes menores que 25 ug/mL e, quando empregados a concentracdo de
250 pg/mL, apresentaram efeito citotdxico para vérias linhagens testadas. Dentre todas as
linhagens, a mais sensivel aos compostos sintetizados foi UACC-62 (melanoma). O composto
1 apresentou excelente resultado contra uma linhagem resistente NCI-ADR/RES (ovério
resistente a varios farmacos), mostrando ser seletivo e mais ativo que o controle positivo
(DOX). Esse resultado mostra a importancia da posicdo da hidroxila e das iminas na
modulacdo da atividade antiproliferativa. Os benzoimidazéis 8 e 9 apresentaram bons
resultados contra linhagem UACC-62 (melanoma), sendo promissores para mais estudos.
Muitos compostos apresentaram maior espectro de agdo, atuando eficientemente a uma
concentracdo de 10 pug/mL, alguns chegando a concentragdes tdo baixas quanto a 1,0 ug/mL.

Esses resultados mostram a importancia de estudar essa classe de compostos.
Atividade antioxidante

Na atividade sequestradora de radicais DPPH, os compostos 1, 4-7, 10-17, 19 e 25-35
foram os melhores candidatos a antioxidantes, uma vez que a maioria desses compostos

apresentou percentuais de captura de radicais livres maiores que os exibidos pelo controle
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positivo resveratrol (75%). Dentre os compostos carboxilados 19 a 24, apenas o composto 19
(69%) apresentou atividade antioxidante proxima ao controle positivo. 1sso mostra que essa
classe de compostos dificilmente tem potencial para ser empregada eficientemente como
antioxidantes.

Na atividade sequestradora de anions superdxidos, todos os compostos selecionados
no processo de triagem apresentaram valores de CSs inferiores ao exibido para o controle
positivo (resveratrol). Além disso, dez compostos apresentaram valores de CSso muito baixos,
aproximadamente 20 a 30 vezes menores que o do controle positivo. Tais resultados indicam
que esses compostos apresentam um grande potencial no sequestro de radicais livres. Quando
0s 35 compostos foram avaliados na capacidade em capturar radicais anions superoxidos, foi
realizado um processo de triagem em uma concentracdo maxima de 320 uM. Dentre esses
compostos, dezesseis foram eficientes na inibi¢do de radicais anions superéxidos. No entanto
0s compostos 3, 11 e 20 ajudaram na producdo de radicais superoxidos, mas de forma geral a
atividade antioxidante de todos os compostos foi maior que a do resveratrol (controle
positivo), em quase todas as concentracdes avaliadas, em alguns casos a atividade foi até duas
vezes maior. Quando avaliados os valores de CSsy para sequestrar &nions superoxidos,
verificou-se que o resveratrol apresentou um valor de 691,3 uM, muito alto em relacdo aos
compostos 17 (45,5), 23 (29,5), 26 (33,4), 28 (21,4), 29 (31,6) e 32 (26,6). Estes valores
foram tdo baixos, que chegaram a aproximadamente 20 a 30 vezes menores do que o controle
positivo. Tais resultados indicam o grande potencial desses compostos no sequestro do radical
anion superéxido e, como sdo compostos de facil obtencdo, constituem uma importante classe

a ser mais explorada.
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Figura 27. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) de N,N"-bis(4-

hidroxibenzilideno)benzeno-1,3-diimina (6).
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N -bis(4-

hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-diimina (7).
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Figura 30. Espectro de RMN de *C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N -bis(4-

hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-diimina (7).
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Figura 31. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) de N,N"-bis(4-

hidroxibenzilideno)benzeno-1,4-diimina (7).
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H (400 MHz; DMSO-dg) de N,N’-bis(3-
hidroxifenil)benzoimidazol (8).
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Figura 34. Espectro de RMN de ®C (100 MHz; DMSO-ds) de N,N’-bis(3-

hidroxifenil)benzoimidazol (8).
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Figura 36. Espectro no infravermelho do composto 9 pastilhado em KBr.
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Figura 39. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) de N,N'’-Bis(4-

hidroxifenil)benzoimidazol (9).
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Figura 40. Espectro no infravermelho do composto 10 pastilhado em KBr.
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N’-bis(3-
hidroxifenil)iminoisoindolina (10).
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Figura 42. Espectro de RMN de **C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N’-bis(3-
hidroxifenil)iminoisoindolina (10).
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Figura 46. Espectro de RMN de “C (50 MHz; DMSO-dg) de N,N’-bis(4-
hidroxifenil)iminoisoindolina (11).
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Figura 47. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) de N,N'’-Bis(4-

hidroxifenil)iminoisoindolina (11).
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Figura 51. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) de N,N"-bis(2-
hidroxibenzeno)isoftaldiimina (12).
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Figura 52. Espectro no infravermelho do composto 13 pastilhado em KBr.
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Figura 53. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N -bis(3-

hidroxibenzeno)isoftaldiimina (13).
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Figura 54. Espectro de RMN de *C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N -bis(3-

hidroxibenzeno)isoftaldiimina (13).
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Figura 55. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) de N,N"-bis(3-

hidroxibenzeno)isoftaldiimina (13).
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Figura 56. Espectro no infravermelho do composto 14 pastilhado em KBr.
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N -bis(4-

hidroxibenzeno)isoftaldiimina (14).
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Figura 58. Espectro de RMN de ®C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N’-bis(4-

hidroxibenzeno)isoftaldiimina (14).
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Figura 59. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) de N,N"-bis(4-

hidroxibenzeno)isoftaldiimina (14).
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Figura 60. Espectro no infravermelho do composto 15 pastilhado em KBr.
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Figura 61. Espectro de RMN de 'H (200 MHz;
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hidroxibenzeno)teraftaldiimina (15).
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Figura 64.: Espectro no infravermelho do composto 16 pastilhado em KBr.
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Figura 65. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N -bis(3-

hidroxibenzeno)teraftaldiimina (16).
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Figura 66. Espectro de RMN de ®C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N -bis(3-

hidroxibenzeno)teraftaldiimina (16).
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Figura 67. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-ds) de N,N"-bis(3-

hidroxibenzeno)teraftaldiimina (16).
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Figura 68. Espectro no infravermelho do composto 17 pastilhado em KBr.
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Figura 69. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N -bis(4-
hidroxibenzeno)teraftaldiimina (17).
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Figura 70. Espectro de RMN de ®C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N -bis(4-
hidroxibenzeno)teraftaldiimina (17).
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Figura 71. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg) de N,N"-bis(4-

hidroxibenzeno)teraftaldiimina (17).
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Figura 72. Espectro no infravermelho do composto 18 pastilhado em KBr.
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Figura 73. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-ds) de N,N’-bis(2-
carboxifenil)iminoisoindolina (18).
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Figura 74. Espectro no infravermelho do composto 19 pastilhado em KBr.
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Figura 78. Espectro no infravermelho do composto 20 pastilhado em KBr.
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Figura 79. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N’-bis(4-

carboxifenil)iminoisoindolina (20).
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Figura 80. Espectro de RMN de **C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N’-bis(4-

carboxifenil)iminoisoindolina (20).
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Figura 83. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N -bis(3-

carboxibenzeno)isoftaldiimina (21).
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Figura 84. Espectro de RMN de ®C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N -bis(3-

carboxibenzeno)isoftaldiimina (21).
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Figura 86. Espectro no infravermelho do composto 22 pastilhado em KBr.
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Figura 89. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-ds) de N,N"-bis(4-
carboxibenzeno)isoftaldiimina (22).

6.24 — Composto 23.
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Figura 90. Espectro no infravermelho do composto 23 pastilhado em KBr.
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Figura 93. Subespectro DEPT 135 (50 MHz; DMSO-dg)
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Figura 94. Espectro no infravermelho do composto 24 pastilhado em KBr.
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Figura 95. Espectro de RMN de 'H (200 MHz; DMSO-dg) de N,N’-bis(4-
carboxibenzeno)teraftaldiimina (24).
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Figura 96. Espectro de RMN de “*C (50 MHz; DMSO-ds) de N,N -bis(4-
carboxibenzeno)teraftaldiimina (24).
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Figura 98. Espectro no infravermelho do composto 25 pastilhado em KBr.
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Figura 99. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do composto 25.
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Figura 101. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dg) do composto 25.

6.27 — Composto 26.
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Figura 102. Espectro no infravermelho do composto 26 pastilhado em KBr.
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Figura 103. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do composto 26.
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Figura 104. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) do composto 26.
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Figura 105. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dgs) do composto 26.

6.28 — Composto 27.
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Figura 106. Espectro no infravermelho do composto 27 pastilhado em KBr.
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Figura 107. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do composto 27.
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Figura 108. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds) do composto 27.
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Figura 109. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dg) do composto 27.

6.29 — Composto 28.
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Figura 110. Espectro no infravermelho do composto 28 pastilhado em KBr.
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Figura 111. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do composto 28.
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Figura 112. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) do composto 28.
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6.31 — Composto 29.

6.2
020t

950€
CT0E~ N
6Z—
788¢—

029

2e0T

LD|

(2]

[ T
ZGSS—%

2eee

%Transmittance

E OH
20 3 K@(
1 NH
% o
3 HN

24 é /@)
3 Ho 29

ST —

/2T~
885

0T9T—

=

o

8€CT
9¢8

T T T
2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Figura 113. Espectro no infravermelho do composto 29 pastilhado em KBr.
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Figura 114. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do composto 29.
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Figura 115. Espectro de RMN de *C (50 MHz, DMSO-dg) do composto 29.

6.32 — Composto 30.
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Figura 116. Espectro no infravermelho do composto 30 pastilhado em KBr.
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Figura 118. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds) do composto 30.
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Figura 119. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dg) do composto 30.

6.33 — Composto 31.
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Figura 120. Espectro no infravermelho do composto 31 pastilhado em KBr.
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Figura 121. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do composto 31.
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Figura 122. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) do composto 31.
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Figura 123. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dg) do composto 31.

6.34 — Composto 32.
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Figura 124. Espectro no infravermelho do composto 32 pastilhado em KBr.
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Figura 125. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do composto 32.
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Figura 126. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds) do composto 32.
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Figura 127. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dg) do composto 32.

6.35 — Composto 33.
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Figura 128. Espectro no infravermelho do composto 33 pastilhado em KBr.
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Figura 129. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do composto 33.
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Figura 130. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) do composto 33.
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Figura 131. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dg) do composto 33.

6.36 — Composto 34.
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Figura 132. Espectro no infravermelho do composto 34 pastilhado em KBr.
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Figura 133. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-d) do composto 34.
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Figura 134. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) do composto 34.

LXVIII



115.57

T— 11355

128.05
126.28
125.51
47.76

D

\ \ \
150 100 50
ppm (f1)

Figura 135. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dg) do composto 34.

6.37 — Composto 35.
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Figura 136. Espectro no infravermelho do composto 35 pastilhado em KBr.
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Figura 137. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-d) do composto 35.
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Figura 138. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) do composto 35.

LXX



o n o
N w0 ™~ o
~ 0w ™ <
o~ o ~
— - - <
: OH
HN
| (@2
HO 35
100 50

ppm (f1)

Figura 139. Subespectro DEPT 135 (50 MHz, DMSO-dg) do composto 35.
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Figura 140. Espectro no infravermelho do complexo 36 pastilhado em KBr.
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Figura 141. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds) do complexo 36.

6.39 — Composto 37.
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Figura 142. Espectro no infravermelho do complexo 37 pastilhado em KBr.
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Figura 141: Espectro no infravermelho do complexo 38 pastilhado em KBr.
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Figura 144. Espectro de RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg) do complexo 38.
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Figura 145. Espectro de RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg) do complexo 38.
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6.41. Atividade antioxidante
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Figura 146. Porcentagens de sequestro de radicais DPPH dos compostos 1-9.
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Figura 147. Porcentagens de sequestro de radicais DPPH do composto 10.
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Figura 148. Porcentagens de sequestro de radicais DPPH dos compostos 11-17.
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Figura 149. Porcentagens de sequestro de radicais DPPH dos compostos 18-24.
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Figura 150. Porcentagens de sequestro de radicais DPPH do composto 33.
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Figura 151. Porcentagens de sequestro de radicais DPPH dos compostos 25-33 e 34-35.
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