UNIVALI
UNIVERSIDADE DO VALE DO ITAJAI

DORIMAR SERAFIM STIZ

SINTESE DE NOVAS IMIDAS CICLICAS E AVALIACAO DO
POTENCIAL BIOLOGICO

Itajai
2015






W

UNIVALI

UNIVERSIDADE DO VALE DO ITAJAI

«SINTESE DE NOVAS IMIDAS CICLICAS E AVALIAGAO DO POTENCIAL
BIOLOGICO: RELAGAO ESTRUTURA-ATIVIDADE”

DORIMAR SERAFIM STIZ

Esta Dissertacdo foi julgada adequada para a obtencéo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas, Area de Concentragdo em Produtos Naturais e Substancias
Bioativas e aprovada em sua forma final pelo Programa de Pés Graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade do Vale do Itajai.

Professor Clovi ténio Rodrigues, Doutor
Coordenador PPGCF

Apresentada perante a Banca ra composta pelos Professores:

7 N

Prof. Dr. VALDIR CECHINB‘.YILH NIVAL|) — Presidente e Orientador

Prof. Dr. ROGERlOC %( wu)/_c'o-orientador

Profé. Dra. FATIMA DEMAP@S BUZZI (UNIVALI) — Membro Interno

NE

Prof. Dr. ALI?KNDRE BELLA CRUZ (UNIVALI) — Membro Interno

5t

Profe. Dra. SIMONE ANDRADE GUALBERTO (UESB) — Membro Externo

Itajai, 30 de margo de 2015.

VICE-REITORIA DE POS-GRADUAGAO, PESQUISA, EXTENSAO E CULTURA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PROGRAMA DE MESTRADO PROFISSIONAL EM
CIENCIAS FARMACEUTICAS - PPGCF SAUDE E GESTAO DO TRABALHO - PMSGT
Rua Uruguai, 458 — Bloco F6 — Sala 311 — Cx.Postal 360 - Rua Uruguai, 458 — Bloco F6 — Sala 311 — Cx.Postal 360 -
Fone/Fax: (047)3341-7932 Fone/Fax: (047)3341-7932

CEP: 88302-901 - Itajai — Santa Catarina CEP: 88302-901 — Itajai — Santa Catarina
poscf.ccs@univali.br www.univali.br/pmcf ; msf.ccs@univali.br www.univali.br/mestradosaude






UNIVERSIDADE DO VALE DO ITAJAI
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS
AREA DE CONCENTRACAO EM PRODUTOS NATURAIS E
SUBSTANCIAS SINTETICAS BIOATIVAS

DORIMAR SERAFIM STIZ

SINTESE DE NOVAS IMIDAS CICLICAS E AVALIACAO DO
POTENCIAL BIOLOGICO

Dissertacdo submetida a Universidade do
Vale do Itajai como parte dos requisitos
para a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho
Co-orientador: Prof. Dr. Rogério Corréa

Itajai, margo de 2015



FICHA CATALOGRAFICA

S59s

Stiz, Dorimar Serafim, 1974-

Sintese de novas imidas ciclicas e avaliagéo do potencial
biolégico / Dorimar Serafim Stiz, 2015.

115f. ; il., tab. ; fig.

Copia de computador (Printout(s)).

Dissertacao (Mestrado) Universidade do Vale do Itajali,
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas.

“Orientador : Prof . Dr. Valdir Cechinel Filho”

Bibliografia : p.110-115

1. Imidas — Sintese Quimica. 2. Antineoplasicos. 3.
Biodisponibilidade.
4. Antifungicos. 5. Quimica Farmacéutica. |I. Titulo.

CDU: 615.32

Josete de Almeida Burg — CRB 14.2 293




Este trabalho é dedicado especialmente a
minha esposa Alessandra, a qual de
forma especial e carinhosa, deu-me forca
e coragem e a minha filha Jdlia, que é a
flor do campo que embeleza o meu dia.

Aos meus pais Arnoldo e Teresinha Stiz
por tudo que fizeram por mim ao longo da
minha vida.

Aos meus sogros Nabor e Salete Lessa
pela valorizacédo e amizade.






AGRADECIMENTOS

Inicio meus agradecimentos a Deus, pois Ele colocou pessoas tdo especiais
ao meu lado, sem as quais certamente eu ndo teria dado conta!

A minha esposa pelo carinho, amor, ajuda, companheirismo e dedicacao,
mesmo nos momentos em que nao pude estar presente. Obrigado Alessandra por
sempre acreditares em mim e por me amares e pelo apoio dedicado a mim neste
momento em que vivo. Nao ha palavras suficientes para que eu possa demonstrar
todo o meu amor, gratiddo e admiracéo que sinto por vocé.

A filha querida, flor do campo que embeleza o meu dia, dedico o meu amor.
Que a felicidade que vocé me dé por existires, se reflita em toda a tua vida.

Gostaria de agradecer aos meus pais, Arnoldo e Teresinha Stiz, por todo
apoio, confianca, amor, carinho e atencdo dedicados a mim durante toda a minha
vida. Por terem iluminado meus caminhos com afeto e dedicacdo para que 0s
trilhasse sem medo e por terem renunciados a muitos sonhos, para que, muitas
vezes, eu pudesse realizar os meus. Por serem exemplos de integridade e
serenidade.

Aos meus sogros Nabor e Salete Lessa por sempre me incentivarem a
continuar e principalmente por terem cuidado da minha “filhotinha” querida neste
tempo em que me dediquei a esta dissertacao.

As minhas irmas, meus cunhados e familiares, que perto ou longe, sempre
torceram por mim. Saibam que sou muito grato por té-los em minha vida.

Ao meu orientador, professor Dr. Valdir Cechinel Filho, agradeco
sinceramente o0 seu incansavel apoio, dedicacdo, sabedoria, compreensao, partilha
e ensinamentos ndo so6 a nivel cientifico, mas também a nivel pessoal. Por tudo isto,
e muito mais, € para mim um orgulho ter feito parte do seu grupo de Pesquisa e um
privilégio ter sido seu aluno ao longo desta trajetéria. A sua forca de vontade € um
grande exemplo para mim. Muito obrigado.

Ao co-orientador prof. Dr. Rogério Corréa, amigo e mestre, meu muito
obrigado pelo apoio, incentivo, por ter auxiliado nas andlises estatisticas e pelos
momentos de descontracdo no laboratorio.

Ao prof. Dr. Rivaldo Niero, por ter acompanhado de perto o meu trabalho,
agradeco a sua amizade, paciéncia, honestidade, o seu incansavel apoio e pelas

davidas sanadas em laboratério.



A professora Fatima de Campos Buzzi, por toda a forgca, colaboragéo,
disposicao e por todas as duvidas sanadas no laboratério de sintese.

Ao Prof. Sérgio Faloni pelo auxilio nas analises do meu trabalho.

Aos colegas de mestrado, em especial as colegas Adriana Campos, Viviane
Cappi Budal Arins e Gislaine Francieli Da Silva, pela colaboragdo nos ensaios
microbiolégicos e farmacoldgicos, juntamente com a equipe de professores.

Aos colegas de laboratorio Elaine Cristina Kormann, Cassiano Beshaira
Bueno, Marcel Petreanu, e a Auxiliar de laboratério Karen Petry Porres, por todo o
auxilio na parte experimental e andlise do meu trabalho.

Ao Pedro, do Laboratério de Instrumentacdo Analitica, pela realizacdo dos
Espectros que possibilitou a elucidacéo das substancias sintetizadas.

A comissdo interna de avaliacdo, composta pelos professores Alexandre
Bella Cruz e Fatima de Campos Buzzi pelas importantes sugestfes que contribuiram
para o melhoramento do trabalho.

Ao Programa de Poés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Univali,
agradeco o apoio e as condi¢des disponibilizadas para a execucao deste trabalho.

A todos os docentes e colegas do Programa de Pés-graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Univali, demonstro a minha gratiddo pelos ensinamentos, trocas
de informacgOes e a disponibilidade demonstrada para me apoiar sempre que foi
necessario.

Ao FUMDES (Fundo de Apoio a Manutencdo e ao Desenvolvimento da
Educacdo Superior), pela bolsa de mestrado e pelos recursos financeiros para a
realizacdo desta pesquisa.

A Secretaria Municipal de Satde, Marcia Cansian, que com muita sabedoria,
discernimento e bom senso, acreditou e apoiou a minha decisdo, liberando das
minha obrigagbes de Funcionario Publico a fim de dedicar-me a este projeto.
Obrigado.

A todos o0s meus amigos que acompanharam indiretamente o
desenvolvimento deste trabalho, um grande obrigado.

Enfim, a todos aqueles que nao foram citados e que colaboraram para que

este trabalho pudesse ser realizado com éxito.



“Aquele que Ié muito e anda muito,

Vé muito e sabe muito”

Miguel de Cervantes Saavedra






SINTESE DE NOVAS IMIDAS CICLICAS E AVALIACAO DO
POTENCIAL BIOLOGICO

DORIMAR SERAFIM STIZ
Marg¢o/2015

Orientador: Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho
Co-orientador: Prof. Dr. Rogério Corréa
Area de concentrag&o: Produtos Naturais e Substancias Sintéticas Bioativas

Numero de Paginas: 115

As imidas ciclicas pertencem a uma importante classe de substancias organicas de
interesse medicinal, cujas perspectivas de potencial terapéutico tem atraido a
atencdo da comunidade cientifica e da industria farmacéutica. Considerando os
relevantes resultados obtidos anteriormente com as imidas ciclicas, sintetizou-se
trés séries de substancias originadas a partir dos anidridos itacénicos (série A), 4-
metilftlico (série B) e 1,2,4-benzenotricarboxilico (série C), obtendo-se diferentes
sub-classes de imidas. Foram utilizados procedimentos convencionais relacionados
a sintese de imidas ciclicas. As substancias foram purificadas e caracterizadas por
ponto de fusdo e métodos espectroscéopicos (RMN-1H, 13C e IV), cujos rendimentos
foram satisfatérios. A andlise computacional foi avaliada e verificou-se que
nenhuma das trés séries apresentou violacbes das regras propostas por Egan,
Lipinski e Veber, demonstrando possuirem perfil de biodisponibilidade por via oral,
boas condi¢cdes para absorcao intestinal passiva e permeacao celular. Estudos da
acdo anti-inflamatéria foram realizados com as substancias da série A, destacando-
se a substancia 1 que apresentou uma boa inibicdo para a COX-1 e também para a
COX-2. A substéancia 8 da série C, apresentou uma atividade inibitéria bem superior
aos demais (91%) na inibicdo da MAO-A. Foram encontrados resultados anticancer
promissores para algumas substancias, dentre elas a 15, pertencente a série A
que, apresentou efeitos significativos contra glioma humano (U251), com uma
inibicdo total de crescimento celular na concentracdo de 0,95 pg/mL, quando
comparado com o controle. A série A foi a mais promissora entre o0s testados
contra linhagens celulares cancerigenas. Algumas imidas foram também muito
promissoras contra fungos patogénicos, especialmente as da série A. Os
resultados obtidos permitem concluir que algumas imidas apresentaram
promissores efeitos bioldgicos de interesse medicinal, motivando a continuidade
destes estudos na busca de novos agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Imidas Ciclicas. Sintese. Biodisponibilidade. Antineoplasicos.
Anti-inflamatorio. Antifangicos.
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Cyclic imides belong to an important class of organic substances of medicinal
interest, whose therapeutic potential has attracted the attention of the scientific
community and the pharmaceutical industry. Considering the promising results
obtained previously with this class, three sets of substances originated from itaconic
(Series A), 4-methylphthalic (Series B) and 1,2,4-benzenetricarboxylic acid (Series
C) anhydrides were synthesized to give different subclasses of imides.
Conventional procedures related to the synthesis of cyclic imides were used. The
substances were purified and characterized by melting point and spectroscopic
methods (*H and 3C NMR, IR). Computational analysis was assessed, and it was
found that none of the three sets caused violations of the rules presented by Egan,
Lipinski and Veber, demonstrating that they possess good bioavailability and oral
conditions for passive intestinal absorption and cell permeation. Anti-inflammatory
assays of the studied compounds were conducted with the substance of series A,
especially the -substance that showed good inhibition for COX-1 and also for COX-
2. Substance 8 (Series C) showed inhibitory activity of 91% against MAO-A.
Promising anticancer —results were found for certain substances, including
compound 15 belonging to —series A, which showed significant effects against
human glioma (U251), with-_complete inhibition of cell growth at a concentration of
0.95 mg / mL when compared to the control group. Series A was the most
promising among the tested against cancer cell lines. Some imides, especially
series A, were also very promising against pathogenic fungi. The results showed
that some imides showed promising biological effects of medicinal interest,
encouraging the continuation of these studies in the search for new therapeutic
agents.

Keywords: Cyclic Imides. Synthesis. Bioavailability. Antineoplastic. Anti-
inflammatory. Antifungals.
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VVC: Contagem de violagdes de Veber

XlogP: Método atomo-aditivo para o calculo do coeficiente de particdo octanol-agua
(logP)

XTT: Meétodo colorimétrico do sal 2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil-5-fenilalanina-

carbonil-2H-tetrazolium-hidréxido



MM: Micro-molar
: Parametros hidrofobicos

o: Parametros eletrénicos
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1 INTRODUCAO

A quimica organica apresenta um dos principais papéis na busca por
moléculas que apresentem potencial biolégico e que possam ser utilizadas como
farmacos, principalmente para cura de doencas que ainda n&o possuem
tratamentos apropriados ou que sejam capazes de substituir aqueles ja existentes,
minimizando custos e efeitos adversos (CECHINEL FILHO et al., 2003).

A necessidade de novos farmacos tem impulsionado a comunidade
cientifica a novas pesquisas nesta area. A sintese organica se encaixa neste
contexto, sendo a principal fonte de medicamentos disponiveis no mercado
farmacéutico (MENEGATTI et al., 2001). Porém, pode-se dizer que muitos desses
farmacos sdo provenientes de prototipos advindos de produtos naturais,
especialmente de plantas, que tém, ao longo dos anos, possibilitado a descoberta
de inimeras moléculas bioativas (LOZOYA, 1994; CECHINEL FILHO; YUNES,
1998; CECHINEL FILHO et al., 2003; BUZZI; CORREA; CECHINEL FILHO, 2003;
NEWMAN et al., 2003).

Nas Ultimas décadas, muitas classes de substancias orgéanicas estdo
sendo estudadas, principalmente as que em geral apresentam estruturas
heterociclicas. A explicacdo para este fato reside na estrutura destas moléculas
que permitem uma grande variacdo dos substituintes ao seu redor. Além disto, tem
a presenca de heteroatomos, como o nitrogénio, proporcionando grande mudanca
na estrutura da molécula ciclica, devido a diferenca de eletronegatividade em
relacdo ao atomo de carbono e acrescida da disponibilidade dos pares de elétrons
nao ligantes do heterodtomo (VALVERDE; TORROBA, 2005).

As imidas ciclicas, justamente por serem heterociclicas, despertam
interesse dos pesquisadores no mundo todo. A possibilidade de utilizar uma
estrutura ciclica contendo um atomo de nitrogénio localizado entre dois grupos
acilas, de facil obtencdo e alta versatilidade, torna essa classe excelente
precursora para a sintese de moléculas derivadas de produtos naturais, bem como
para a sintese de outras mais complexas (CECHINEL FILHO et al., 2003).

Considerando-se a importancia quimico-medicinal das imidas ciclicas e de
seus derivados, pretendeu-se neste trabalho desenhar e sintetizar diferentes imidas
ciclicas e derivados, com potencial para uso como moléculas-protétipo para a

sintese de novos e eficientes farmacos. Além disso, procurou-se analisar as
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substancias do ponto de vista farmacolégico e microbiologico, fazendo-se, quando
possivel, 0 emprego de métodos classicos de correlacao entre estrutura quimica e
atividade bioldgica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar diferentes séries de imidas ciclicas e derivados relacionados com
potencial terapéutico e avaliar indicios de relacdo estrutura-atividade no intuito de

obter substancias mais ativas.

2.2 Objetivos especificos

v Sintetizar novas imidas ciclicas a partir de anidridos ciclicos (itacbnico, 4-
metilftalico e 4-carboxilftalico), usando reagentes de facil obtencéo e baixo
custo, contemplando os substituintes sugeridos por Topliss.

v Purificar e caracterizar espectroscopicamente as substancias sintetizadas;

v" Analisar a biodisponibilidade por via oral e a permeabilidade das
substancias sintetizadas, de acordo com o0s parametros estipulados na
regra dos 5 de Lipinski “in silico”;

v'Avaliar as substancias sintetizadas em modelos de atividade biolégica, no
intuito de identificar as mais ativas, a fim de verificar indicios de relacdo
estrutura-atividade, proposto pelo método de Topliss, atingindo-se uma
acao otimizada em futuros ensaios de avaliagdo e modificacéo estrutural,

v' Sintetizar uma imido-chalcona a partir da reacdo da imida ciclica N-4’-

acetilfenil-4-metilftalimida com 4-cloro-benzaldeido.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A descoberta de novas substancias, com potenciais terapéuticos, candidatos
a novos farmacos, compreende uma cadeia multidisciplinar complexa e que
necessita estar bem articulada para ser efetiva. A velocidade de geracdo de novos
conhecimentos cientificos e tecnoldgicos tem sido difundida rapidamente nos
setores de pesquisa em funcdo da obtencdo de excelentes e relevantes resultados
experimentais, os quais tém sido determinantes na notavel elevagdo da quantidade
e da qualidade dos medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico, muitos
deles de origem natural (BARREIRO; FRAGA, 2005; BARREIRO; BOLZANI, 2009;
BARREIRO; FRAGA; LIMA, 2012).

InUmeras classes de substancias organicas tém demonstrado, em estudos
pré-clinicos e clinicos, promissores efeitos bioldgicos. As imidas ciclicas podem ser
inseridas entre estas classes, pois tem ressurgido e atraido a atencéo de cientistas,
devido, principalmente, aos seus vastos potenciais terapéuticos. Essa classe ainda
esta sendo bastante estudada devido a sua alta aplicabilidade j4 encontrada
(MACHADO et al., 2005).

3.1 Imidas ciclicas

3.1.1 Conceito e histoérico

As imidas ciclicas sdo substancias organicas heterociclicas que contém o
grupo funcional —CO-N(R)-CO- (Figura 1), sendo R um atomo de hidrogénio, grupo
alquila ou aromatico, onde existe a juncdo desses grupos acila por meio de uma
cadeia carbbnica. Os representantes mais comuns dessa classe de substancias
sdo as maleimidas, succinimidas, glutarimidas, ftalimidas, naftalimidas e seus
respectivos derivados (Figura 2). Essas substancias sdo assim nomeadas por
serem obtidas a partir de anidrido maléico, anidrido succinico, anidrido glutarico,
anidrido ftalico e anidrido 1,8-naftalico, respectivamente (CECHINEL FILHO, 1995;
BUZZI; CORREA; CECHINEL FILHO, 2003; CECHINEL FILHO et al., 2003;
CECHINEL FILHO, 2009; ABDEL AZIZ et al., 2011).
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Figura 1: Estrutura geral das imidas ciclicas

Figura 2: Subclasses de imidas ciclicas: maleimidas (1), succinimidas (2),
glutarimidas (3), ftalimidas (4) e naftalimidas (5)

i i Vi
E\%}N —R E\%)N —R <:\\/\: R

(1) 2 (3)

(5) (4)

R: radical alquil, aril ou outros

Os estudos com esta classe de substancias iniciaram a partir da
descoberta do alcaloide natural Filantimida (Figura 3), isolado das partes aéreas do
Phyllanthus sellowianus, planta conhecida como quebra-pedra (TEMPESTA et al.,
1988) e utilizada pela medicina popular de varios paises, incluindo o Brasil
(CECHINEL FILHO, YUNES, 1998). Esta substéancia, derivada da glutarimida,
apresentou moderado efeito antimicrobiano (CECHINEL FILHO et al., 1994), anti-
espasmadico (CALIXTO et al., 1984) e analgésico (CECHINEL FILHO, 1995).
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Figura 3: Estrutura quimica da Filantimida

3.1.2 Efeitos bioldgicos

Os efeitos farmacolégicos atribuidos as imidas ciclicas parecem estar
relacionados com o tamanho e natureza dos grupos substituintes do anel imidico,
gue podem mudar suas propriedades estéricas, alterando, consequentemente, sua
atividade (KIER; ROCHE, 1967; HALL; WONG; SCOVILL, 1995; CECHINEL FILHO
et al, 2003). Esses efeitos contribuem para que ocorra um aumento significativo no
interesse pelas imidas ciclicas, pois podem ser utilizadas na formacédo de varias
moléculas com potencial farmacoldégico como: atividade ansiolitica e
antidepressiva, analgésico, antiangiogénicos, antineoplasico, anti-inflamatorio,
antibiotico, etc. (CECHINEL FILHO et al., 2003).

Pode-se citar o caso da Talidomida (Figura 4), que possui um nucleo
ftalimidico e um nucleo glutarimidico. Apesar dos conhecidos e danosos efeitos
adversos do passado, foi liberada para uso terapéutico, pela Lei 10.651, de 16 de
abril de 2003, para o tratamento da hanseniase, de mieloma multiplo, doencas
cronico-degenerativas e algumas doencas oportunistas que afetam portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (BRANDAO, 2005). Os efeitos benéficos e
promissores relatados para a Talidomida, estdo tornando-a uma molécula-lider
para o futuro desenvolvimento de novos farmacos (BUZZI et al., 2003).

Recentemente, foi demonstrado que a administracdo de Talidomida em
ratos obesos, induziu a uma reducdo na adiposidade acompanhada por uma
reducdo de fator de necrose tumoral-a (TNF-a), leptina e MCP-1, a producao de
tecido adiposo, a infiltracdo de macrofagos e a ativacdo de JNK. Os niveis de TNF-
a e leptina no soro também foram reduzidos. In vitro, a libertacdo de TNF-a basal e
lipopolissacarideo (LPS), induzida por MCP-1, foi inibida em células 3T3-L1
(NAKAMITSU et al., 2014).
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Figura 4: Estrutura quimica da Talidomida

Nucleo glutarimidico

Nucleo ftalimidico

Em um estudo desenvolvido no NIQFAR-Univali, determinou-se que
algumas N-aril-glutarimidas foram efetivas contra processos dolorosos (Figura 5),
verificados pelo modelo do &cido acético e da formalina, ambos em camundongos
(STIZ et al., 2000).

Figura 5: Estruturas quimicas de algumas N-aril-glutarimidas

0 /o
{ 4
{ NOO N cl
\\o \\O
N-4-metoxi-fenil-glutarimida N-4-cloro-fenil-glutarimida

Outras imidas ciclicas ja foram estudadas e seus resultados encontram-se
na literatura, como a mitonafida, a amonafida e seus derivados, que demonstraram
significativa atividade antitumoral sobre diversos tipos de tumores, especialmente
leucemias, melanomas e tumores de mama (OTT et al., 2011; MUKHERJEE et al.,
2010).

Uma série de derivados ftalimidicos triciclicos parecem promissores contra
o virus HIV, pois foram planejados como novos inibidores da HIV-1 integrase, uma
enzima essencial para a replicagéo viral (VERSCHUEREN et al., 2005).

A substancia 7-tia-2-aza-biciclo[2,2,1]hept-2-en-3-amino[5,6-c]succinimida
(Figura 6) € um bom inibidor do Trichophyton rubrum, o maior agente etiologico de

todas as infec¢des produzidas por dermatofitos (LOPEZ et al., 2003).
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Figura 6: Estrutura quimica da 7-tia-2-aza-biciclo[2,2,1]hept-2-en-3-amino[5,6-
c]succinimida

As substancias N-fenil-, N-aril-, N-fenilalquil-maleimidas possuem similares
e significantes propriedades antifingicas contra fungos patogénicos oportunistas
como Cryptococcus neoformans e dermatofitos, e entre as 3,4-dicloromaleimidas
um derivado (Figura 7) apresentou 0 mais amplo espectro de acdo e as mais
baixas concentragdes inibitérias minimas contra todos os fungos testados (LOPEZ
et al., 2005).

Figura 7: Estrutura quimica do derivado das 3,4-dicloromaleimidas

i

\O
Cl

Num estudo realizado por Maximiliano e colaboradores, as substancias N-
fenil e N-fenilalquil-maleimida exerceram atividade fungicida e fungistatica sobre as
cepas de Candida spp (MAXIMILIANO; CECHINEL FILHO; CORREA, 2008).

Além dessas substancias, outras apresentam o nucleo imidico (Figura 8) e
estdo disponibilizadas no mercado farmacéutico como ansioliticos e
antidepressivos (Buspirona, Gepirona, Tandospirona e Ipsapirona) (KELLER et al.,
2005).
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Figura 8: Estruturas quimicas de substancias que apresentam o nucleo imidico
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Os ultimos resultados obtidos em nossos laboratérios com as imidas
ciclicas tem permitido evidenciar, além do ja exposto, que substancias derivadas de
imidas N-fenilmaleimidas possuem ag&o sobre mecanismo de resisténcia tumoral e
apoptose sobre células de linhagem de melanoma murino B16F10 e tipos de
leucemias mieldide humanas (CAMPOS et al., 2014).

3.1.2 Métodos sintéticos gerais para a obtencado de imidas ciclicas

Na literatura sdo encontradas iniUmeras metodologias para a preparacao
das imidas ciclicas as quais sdo empregadas com modificacdes casuais. Um dos
procedimentos mais convenientes consiste na utilizacdo de acidos dicarboxilicos
com uma quantidade equimolar de amoénia ou de uma substancia que possa
produzir amdénia no meio reacional, ou ainda, de um derivado substituido da
amOnia, como aminas em aquecimento, onde a temperatura pode variar numa
gama entre 150-200 ° C (Figura 9). Utilizando esta metodologia, podem-se obter
bons rendimentos (60-70%) quando sao utilizados anidridos de acidos na obtenc¢éo
de imidas ciclicas N-substituidas (HARGREAVES; PRITCHARD; DAVE; 1970)
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Figura 9: Metodologia mais comum empregada na formacgéo das imidas ciclicas.
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Outra possibilidade aplicada a sintese de imidas ciclicas N-substituidas
(Figura 10), com bons rendimentos (50-70%), seria a utilizacdo de &cidos amicos,
gue na presenca de anidrido acético e acetato de sodio anidro sao ciclizados em

sua forma imidica, formando maleimidas e citraconamidas (MEHTA et al.; 1960).

Figura 10: Formacéao de imidas ciclicas N-substituidas utilizando acidos amicos
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Em 1997, outra metodologia foi proposta para sintetizar imidas ciclicas N-
alquiladas utilizando anidridos de acido e a amina substituida desejada na
presenca de &cidos de Lewis e 1,1,1,3,3,3-hexametildisillazano (HMDS),
alcancando rendimentos elevados (73-97%) em condicbes bastante brandas
(Figura 11) (REDDY et al., 1997).

Figura 11: Formacédo de imidas ciclicas N-substituidas utilizando &cido de Lewis e
HMDS
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Héa outras metodologias desenvolvidas que apresentam bons rendimentos
e sdo amplamente utilizadas. Consistem na utilizacdo de anidridos de &cidos
dicarboxilicos que sao dissolvidos em éter, tratados com amobnia ou amina
substituida, obtendo-se os respectivos acidos amicos. Estes sao ciclizados para
obter a forma imidica, através da acdo do anidrido acético, sob aquecimento, na
presenca de acetato de sodio anidro (CECHINEL FILHO et al., 2003). Esta
metodologia pode ser utilizada para obtengcdo de ftalimidas, succinimidas e
maleimidas, utilizando sintese em fase sélida (BARN; MORPHY, 1999).

No que diz respeito a preparacao das imidas ciclicas, algumas sub-classes
como as glutarimidas, maleimidas, succinimidas, ftalimidas, etc., tem que ser
levado em conta as suas particularidades. Portanto, sao sintetizadas por diferentes
metodologias, eventualmente com pequenas modificagdes, como mudanca de
alguns reagentes desidratantes ou solventes (CECHINEL FILHO et al., 2003).

Recentemente Kim e Hong publicaram, em 2014, um protocolo versétil
para a sintese de imidas ciclicas a partir de nitrilos e didis, materiais iniciais
facilmente disponiveis. A reacdo (Figura 12) envolve uma reacdo de transferéncia
de hidrogénio Ru-catalisada, em que 0s substratos, didis e nitrilos, sdo ativados
simultaneamente em lactonas e aminas de uma forma reduzida e neutra para, em
seguida, se obter as imidas ciclicas correspondentes, tendo o gas de hidrogénio
como o unico subproduto. Este método sintético fornece uma rota sustentavel,

rentavel e de facil acesso para as imidas ciclica (KIM; HONG, 2014).

Figura 12: Formacao de imidas ciclicas N-substituidas utilizando nitrilos e diois

1 1 Q
R R/
OH , \cre RUH(PPh), (5mol%) _ N
5 OH 4 (5 mol%) \ 3
R NaH (20 mol %) R2 \\ R
1 2 benzeno, 80'C, 18 h o)
3

Ha fortes razdes para o progresso e continuidade dos estudos quimicos e
biol6gicos das imidas ciclicas, pois séo facilmente obtidas, com bons rendimentos e
rotas sintéticas exequiveis. A reacdo € extremamente versatii uma vez que é
possivel incorporar qualquer grupo R na imida, desde que haja uma amina primaria

com o grupo desejado.
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3.1.3 Inovacéao tecnoldgica e o planejamento de farmacos

A fim de otimizar a atividade de substancias biologicamente ativas, utiliza-
se procedimentos quimicos que envolvam modificacbes moleculares, e
dependendo dos grupos reativos, muitas mudancas podem ser realizadas. Na
primeira etapa da modificacdo molecular, procura-se introduzir grupos que alterem
a hidrofobicidade da substancia em estudo, ou grupos doadores e/ou aceptores de
elétrons, permitindo, posteriormente, a aplicagcdo de algum meétodo qualitativo ou
quantitativo de correlacdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica
(BARREIRO,1991; CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Desta forma, é possivel
verificar através do estudo das relagdes quantitativas entre a estrutura quimica e a
atividade biolégica (QSAR), ou entre a estrutura quimica e algum tipo de
propriedade fisico-quimica (QSPR), quais os efeitos que a estrutura quimica de
uma substancia (ligante) pode causar durante sua interacdo com 0O receptor
biol6gico e, consequentemente, racionalizar os principais fatores que governam
esta interacdo (ARROIO; HONORIO; SILVA., 2010).

A substituicdo de um atomo de H por um determinado substituinte (grupo
alquila, grupo nitro, grupo ciano, grupo carboxilato, halogénio, etc) pode modificar
profundamente a poténcia, duragdo e ainda natureza do efeito farmacolégico de
uma molécula. Os estudos de correlacdo estrutura-atividade, fundamentados no
efeito do substituinte em um determinado anel aromatico, s&o muito comuns na
quimica medicinal, uma vez que mais de 50% dos farmacos ou substancias
bioativas possuem este tipo de anel (CECHINEL FILHO, 1995; CECHINEL FILHO;
YUNES, 2001).

Objetivando promover um planejamento racional de novas moléculas
ativas, foram desenvolvidas vérias estratégias para compreender os mais diversos
parametros fisico-quimicos numa pequena série de substancias ou grupo de teste.
Entre estas, podemos indicar os métodos de Topliss, Hansch e Leo (CECHINEL
FILHO; YUNES, 2001).

Hansch prop6s, em 1971, através de uma equacdo, que a atividade
biolégica pode ser influenciada através da analise dos parametros hidrofobicos,
eletronicos e estéricos de substancias estruturalmente similares, porém, com
substituintes diferentes (HANSCH; KIM; SARMA, 1973; TOPLISS, 1993).
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Topliss sugeriu, em 1977, um método nao estatistico e néo
computadorizado, denominado manual, para aplicar o0 método de Hansch. Este
método consiste na analise dos resultados da atividade farmacoldgica de cinco
substancias que possuam anel aromatico na sua estrutura e que estejam presentes
0s seguintes substituintes: H, 4-Cl, 3,4-Cl2, 4-CHs e 4—OCHs (TOPLISS, 1993). A
avaliacdo da atividade biologica depende basicamente dos parametros hidrofébicos
(), eletrénicos (o) e estéricos (Es) que provocam os substituintes no anel
aromatico, demonstrados na Tabela 1, possibilitando a modulacdo da atividade
farmacoldgica das substancias em estudo. O método manual, além de geralmente
usar a mesma quantidade de substancias para construir a série inicial para a
correlagcdo, possui como vantagem que as primeiras substancias podem ser
sintetizadas sem a preocupacéo inicial de serem testadas para quantificar suas
respectivas atividades.

Tabela 1: Ordem de poténcia para diversos parametros fisico-quimicos proposta
por Topliss

Parametros fisico-quimicos de Topliss
Substituintes

mM 2m-M° ' ¢ o W+o 2M-0¢ W-o WM-20 -3 E:

3,4-Cl, 1 1-2 1 5 1 1 12 34 5 25
4.Cl 2 1-2 2 4 2 2-3 3 34 34 2-5
4.CHs 3 3 4 2 3 2-3 1-2 1 1 25
4.0CHs; 4-5 45 5 1 5 4 4 2 2 25
H 4-5 4.5 3 3 2 b 5 5 3-4 1

A selecdo de novos substituintes que podem melhorar as atividades

farmacoldgicas das substancias em estudo estédo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Proposta de Topliss para a selegcdao de novos substituintes em fungéao
dos provaveis parametros mais ativos

Provaveis parametros mais ativos Selegio de novos substituintes

MIT+0C,0 3-CF3, 4-ClI; 3-CF3, 4-NO4; 4-CF3; 2. 4-Clo;
4-C-CsHg

T,21—G,T—G 4-CH(CHs)z; 4-C{CHa)a; 3,4(CHa)y; 4-
O(CHz)aCHa; 4-0OCHzPh; 4-NEt:

m—20, T—30,C 4-MN({CaHs)z; 4-M({CHa)a; 4-NH2; 4-NHCsHg;
4-0H; 4-0CH(CH3)z; 3-CH3; 4-0CH;4

-1 4-Br, 3CF3; 3,4(CHa)a; 4-CoHs; 3CI; 3-CHa;

3-0OCHas; 3-N({CHz)z; 3-CF3; 3,5-Clz

A aplicacdo deste método de correlacdo entre estrutura e atividade visa
uma sintese mais reacional e objetiva, possibilitando bons resultados rapidamente.
Desta forma, fazendo a analise e comparacao dos resultados da atividade biolégica
com a estrutura quimica das substancias, pode-se determinar futuras modificacées
estruturais a fim de se obter substancias ainda mais potentes que 0s iniciais.

Outro meétodo utilizado € através do aproveitamento das inovacdes
tecnolégicas que vém trazendo reconhecimento e auxiliando no desenvolvimento
de novos produtos, gerando competitividade entre empresas (LIMA, 2007).

A técnica de triagem bioldgica virtual (VS- virtual screening), se destaca
entre as estratégias modernas para o planejamento de farmacos, utilizada para
modular a atividade biol6gica dos diversos receptores das moléculas, sendo
conhecidos como in silico e esta sendo amplamente utilizada para a avaliacdo de
parametros relacionados aos problemas de absor¢éo, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade (ADMET) (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).

Neste sentido, utilizam-se no método in silico, a regra de Lipinski, (Lipinski
rule) ou “regra dos cinco” (rule of five). Este nome se deve aos parametros
envolvidos, que usam valores multiplos do nimero 5 (NOGUEIRA; MONTANARYI,
DONNICI, 2009).

Os parametros incluidos na “regra dos 5" de Lipinski utilizados como
elementos para “filtrar” e selecionar substancias que possam ter caracteristicas de
farmacos séo: Peso molecular (PM) (ndo deve exceder a 500 g/mol), logP (valor

limite € 5), grupos doadores de hidrogénio (valor limite € 5) e grupos aceptores de
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hidrogénio (valor limite € 10). Geralmente esta regra € utilizada pelas industrias
farmacéuticas para estimar a solubilidade e a permeabilidade de farmacos
administrados pela via oral. A partir dos resultados obtidos, podem-se predizer as
influéncias moleculares e estruturais de um farmaco na absorcdo de uma
substancia (BUZZIl; CORREA; CECHINEL FILHO, 2010).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese

As substancias imidicas foram sintetizadas baseando-se no principio de
Topliss na tentativa de verificar uma possivel relacdo entre a estrutura quimica e
atividade bioldgica.

Nas reacdes deste trabalho, foram formadas trés séries diferentes de
imidas ciclicas derivadas do anidrido itacbnico (Série A), 1,2,4-
benzenotricarboxilico ou 4-carboxilftalico (Série B) e 4-metilftalico (Série C) (Figura
13), e aminas aromaticas, nas quais o nitrogénio esta ligado diretamente ao anel

aromatico.

Figura 13: Estruturas do anidrido itacénico (Série A), 4-metilftalico (Série B) e
1,2,4-benzenotricarboxilico ou 4-carboxilftalico (Série C)

\\

(Série A) (Série B) (Serle C)

Para a realizacdo da sintese utilizou-se um método descrito na literatura,
com pequenas modificacdes, onde a substancia imidica pode ser preparada a partir
do &acido amico, o qual é formado pela agitacdo em meio etéreo do anidrido
escolhido com a amina apropriada, na propor¢cdo molar 1:1, cujo acido amico
formado € adicionado ao acido acético e deixado em refluxo por 2 horas
(ANDRICOPULDO, et al.; 1998). Este método constitui-se numa forma segura (no
que se refere a pureza do produto) de obter imidas ciclicas e apresenta bons
rendimentos (CECHINEL FILHO et al., 1994; CECHINEL FILHO 1995; BUZZI et al.,

2003) e sera descrito e analisado no item Resultados e Discussodes.
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4.2 Purificacao e Caracterizacao

A formac&o dos produtos da sintese foram monitorados por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando-se placas de silica gel Merck 60 F 254 pré-
revestidas, com espessura de 200 um, em base de aluminio, as quais foram
visualizadas através de luz UV (ondas curtas).

Os produtos obtidos que apresentaram impurezas ou produtos
indesejaveis, foram submetidos a purificacdo por recristalizacdo (CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998) ou por Cromatografia de Coluna (CC), utilizando
empacotamento com silica Merck 60 (70-230 mesh-ATMS), onde as amostras
sélidas foram solubilizadas em solventes volateis e misturadas a por¢des da silica
gel, fase estacionaria. ApdOs a evaporacdo do solvente, as amostras foram
depositadas no topo da coluna cromatografica, a qual, em seguida, recebeu a
mistura eluente (método do empastilhamento) (COSTA; PASZCUK, 2000). Para a
purificacdo por recristalizacdo e por CC foram utilizados varios solventes.

As substancias obtidas foram analisadas e caracterizadas quimicamente
utilizando dados espectroscopicos usuais como infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear de préton (RMN H), carbono (RMN!3C) e determinacdo do
ponto de fusdo (CORREA, et al., 1997; STIZ, 2000).

A medida dos pontos de fuséo foi feita em aparelho Microguimica APF-301,
no Laboratério de Quimica da UNIVALL.

Os Espectros de IV das substancias foram obtidos em espectrofotdmetro
por Transformada de Fourier (FT-IR), Bomem MB-100, no Laborat6rio de Quimica

da UNIVALI, através do registro da transmitancia versus numero de onda (cm-l).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e
de carbono (RMN 13C), foram obtidos em espectrometro de RMN AC-300 (Bruker)
do Curso de Farmécia da UNIVALI.

4.3 Andlise In silico: Calculos tedéricos computacionais

A previsdo dos parametros ADME (Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, e
Excrecéo), envolvidos na biodisponibilidade molecular, foram realizados atraves de

calculos tedricos computacionais executados através de um software chamado de
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ChembDoodle (versdo 6.0.1 - iChemLabs, LLC), gentileza do prof. Dr. Rogério
Corréa — Univali.

Todas as estruturas foram energicamente minimizadas através de software
HyperChem 7.1, usando a sequéncia: minimizacdo energética, dindmica molecular
e minimizacdo energética. Para a minimizacdo energética, foi utilizado o método

mecanico molecular (MM), por Polak - algoritmo Ribieri.

4.4 Atividades bioldgicas

Os experimentos farmacoldgicos in vitro e in vivo, bem como 0s ensaios
microbiolégicos, foram realizados por professores e académicos vinculados ao
Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UNIVALI. Houve
também a colaboracdo de outras Instituicées de pesquisa, tanto do Brasil (UFRGS
e UNICAMP) como de outros paises (Itdlia e Bolivia), onde o grupo de pesquisa

mantém parceria.

4.4.1 Animais

Para os ensaios farmacolégicos de gastroprotecdo foram utilizados
camundongos pesando entre 25 a 30 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade do Vale do Itajai — UNIVALI. Os animais foram mantidos em caixas
de polipropileno, acondicionadas em sala climatizada (22 + 3°C), com fotoperiodo
claro e escuro, de 12 horas, controlado automaticamente, tendo livre acesso a
racdo e agua. Os animais foram mantidos em jejum nas doze horas anteriores ao

experimento, somente com agua ad libitum.

Quanto aos aspectos éticos da experimentacdo animal, foram respeitadas
as normas preconizadas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagéo

Animal) com parecer de aprovacdo numero CEUA n°. 016/12.
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4.4.2 Atividade in vitro da inibicdo das enzimas monoamina oxidase A e B
(MAO-A e MAO-B)

A avaliagdo da atividade in vitro da inibicio da MAO-A e MAO-B foi
realizada na Universidade Federal do Rio Grande do Sul-UFRGS, por Luiz Carlos
Klein, sob superviséo da Profa. Dra. Amélia Henriques.

Para a realizacdo desta avaliagdo foram utilizados os seguintes materiais:
Leitor de microplacas 2104 EnVision® (Multilabel Reader, PerkinElmer Inc.,
Waltham, MA, USA). Kinuramina, pargilina, clorgilina e DMSO, adquiridos da
Sigma-Aldrich Chemical (St. Louis, MO, USA). 4-hidroxiquinolina, fosfato de
potassio e hidroxido de sddio foram fornecidos por Fluka (Buchs, CH). As enzimas
MAO-A e MAO-B foram obtidas da BD Gentest (Woburn, MA).

Os ensaios de inibicdo das enzimas monoamino-oxidases foram realizados
por método de fluorescéncia (ponto final de leitura), utilizando kinuramina como
substrato ndo seletivo para MAO-A e MAO-B, conforme descrito previamente por
Novaroli et al. (2006) e adaptado por Passos et al. (2013). Resumidamente, as
reacdes ocorreram em microplacas (96 pocos; poliestireno escuro; fundo plano)
(FluoroNunc/LumiNund, Max-iSorpTM surface, NUNC, Roskild, Denmark) nas
quais adicionou-se tampao fosfato de potassio (158 pL), solucdo aquosa de
kinuramina 0,5 uM, e solucdo das amostras preparados em DMSO. Esta mistura foi
incubada a 37 °C, e depois diluida com MAO-A e MAO-B recombinante humana,
obtendo uma concentracgéo final de 0,009 e 0,015 mg/mL, respectivamente. Como
controles positivos foram utilizados clorgilina (MAO-A) e pargilina (MAO-B). A
incubacédo ocorreu a 37 °C, e as reacdes foram interrompidas por adicdo de 75 pL
de uma solucdo de NaOH 2 M.

A formacdo de 4-hidroxiquinolina foi quantificada nas miroplacas de 96
pocos em leitor de fluorescéncia (2104 Perkin-Elmer EnVision®), nos
comprimentos de onda de excitacdo/emissdo de 315/380 nm. A andlise de dados

foi realizada pelo programa GraphPad Prism 5.0.
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4.4.3 Atividade anti-proliferativa in vitro

A avaliacdo da atividade anti-proliferativa in vitro das substancias
sintetizadas, foi realizada pela aluna de doutorado do programa de pés-graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas da Univali, Adriana Campos, no Centro Pluridisciplinar
de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) na Universidade de
Campinas (UNICAMP), através da Rede Iberoamericana de Investigagdo em
Cancer (RIBECANCER/CYTED/CNPQ), sob a supervisdo do Professor Dr. Joao
Ernesto de Carvalho.

A atividade antiproliferativa in vitro foi avaliada contra as seguintes
linhagens tumorais humanas: MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovério com fenétipo
de resisténcia a mudltiplos farmacos), U251 (glioma), 786-0 (rim), NCI-H460
(pulmao), PC-3 (préstata), OVCAR-03 (ovario), HT29 (cblon), K562 (leucemia); e
em uma linhagem n&o-tumoral humana: HaCat (queratindcito).

Para a avaliagdo desta atividade foram utilizados os valores de Total
Growth Inhibition (TGI) na concentracdo necessaria para inibir totalmente o
crescimento celular.

No primeiro dia de experimento, a suspensao celular foi preparada com
meio RPMI (meio de cultura Roswell Park Memorial Institute) com 5% de soro fetal
bovino (SFB) e penicilina-estreptomicina (2 mg/L) e ajustada em sua respectiva
densidade de inoculacdo. Foram aplicados 100 pL de suspensao celular em placas
de microtitulacdo de 96 compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37°C
em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente imido. Foi também preparada uma placa
controle, com todas as linhagens celulares utilizadas no experimento.

As substancias foram diluidas em solucdo estoque de dimetilsulféxido
(DMSO) (Merck®) na concentracdo de 0,1 g/mL. Para a adi¢cdo a cultura de células,
estas solu¢cbes foram diluidas em RPMI com 5% de SFB e penicilina-
estreptomicina (2 mg/L), o que evita a toxicidade do DMSO. As amostras foram
adicionadas nas concentragcbes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL, (100 pL por
compartimento) em triplicata, e incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de
5% de CO2 e ambiente umido. Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico
doxorrubicina, nas concentracbes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL (100 pL por

compartimento) em triplicata.
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No momento de adicdo das amostras, as ceélulas inoculadas na placa
controle foram fixadas com a adicdo de 50 pL, por compartimento, de acido
tricloroacético (TCA) a 50% (Sigma®), para a determinacdo da quantidade de
células presentes no momento em que as amostras foram aplicadas, sendo este o
valor basal 0. O TCA atua como um fixador, precipitando proteinas. Células viaveis
se mantém fixas na placa, enquanto células ndo vidveis se desprendem, sendo
lavadas.

Apoés 48 horas de tratamento, as células foram fixadas com a adicao de 50
uL de TCA a 50% e incubadas por 1 hora a 4°C. Em seguida, as placas foram
submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua corrente, para a remogao
dos residuos de TCA, meio RPMI, SFB e metabdlitos secundarios e mantidas a
temperatura ambiente até a secagem completa.

Apos a secagem, foram adicionados 50 yL por compartimento do corante
protéico sulforrodamina B (SRB) (Sigma®) a 0,4% (peso/volume) dissolvido em
acido acético a 1% e, a seguir, as placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 30 minutos. Estas foram entdo lavadas por 4 vezes consecutivas com solucéo
de acido acético a 1% e, apds secagem completa a temperatura ambiente, o
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com 150 pL por
compartimento de Trizma Base (10 pM, pH 10,5) (Sigma®). A leitura
espectrofotométrica da absorbéancia foi realizada em leitor de microplacas a 540 nm

(Molecular Devices®, modelo VersaMax).

4.4.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria in vitro da COX-1 e COX-2

Estudos da acdo anti-inflamatoria foram realizados em parceria com o
programa de pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Univali, no Laboratério
de Farmacologia da Univali, pela aluna de mestrado Viviane Coppi Budal Arins, sob
orientacdo das Profas. Dra. Fatima de Campos Buzzi e Dra. Karina Elisa Machado
— Univali.

As substancias selecionadas foram submetidas a ensaios in vitro para a
determinacdo da atividade inibitoria para COX-1 e COX-2 através do kit para
ensaio imunoenzimatico (EIA) (numero de catalogo 560101, Cayman Chemical,

Ann Arbor, MI, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
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Na primeira etapa procedeu-se a reagao de COX in vitro. As substancias
selecionadas foram dissolvidas em DMSO, na concentragao final de 100 uM.

Foram preparados tubos branco, atividade total 100%, tubos controle e tubos
dos inibidores (substancias). Os testes para COX-1 e COX-2 foram realizados
separadamente.

Em todos os tubos foi adicionado 960 pL de tamp&o. No tubo branco
adicionou-se 10 pL enzima inativa (COX-1 ou COX-2), e nos demais tubos
adicionou-se 10 pL da enzima (COX-1 ou COX-2) ativa; 10 yL de heme e 10uL dos
controles e substancias nos respectivos tubos. A reacao foi incubada por 5 minutos
a 37°C. Na sequencia, foi adicionado 10 pL de &cido araquiddnico (AA) e apos 2
minutos de incubacdo a reacao foi interompida pela adicdo de 50 pL de acido
cloridrico (HCI), ocorrendo a formacéo de PGH2. Em seguida, adicinou-se o cloreto
de estanho (SnCL2), que reduz o PGH2 em PGFzq, concluindo a primeira etapa da
reacao de COX in vitro.

A PGF2a produzida na primeira etapa, foi quantificada através da reacéo
imunoenzimatica realizada em microplaca com 96 pocos. Os pocos da microplaca
sao revestidos com uma proteina de bloqueio e em cada poco encontra-se fixado
anticorpos 1gG de captura. Foram adicionados nos respectivos pocos, 100 uL de
PGF2q, obtidos na primeira etapa de reacdo de COX, acrescentou-se 100 uL de
PGF2q marcada com acetilcolinesterase e 100 pL de antisoro anti-lgG (disponiveis
no Kit). Ocorreu, nesta etapa, a ligacdo do antisoro anti-IlgG no anticorpo IgG de
captura, fixos nos poc¢os, e na sequéncia ocorreu a competicdo entre a PGF2q,
obtida na reacdo de COX e a PGF2q marcada com acetilcolinesterase pelo sitio de
ligacdo do antisoro. Salientamos que, a concentracdo da PGF2a, obtida na reacéo
de COX, variou conforme a capacidade de inibicdo das substancias testadas e a
concentracdo da PGF2q, marcada com acetilcolinesterase, é constante.

Apés o periodo de incubacdo de 18 horas, sob agitacdo no escuro, o
conteudo da placa foi vertido e os pocos foram lavados 5 vezes com tampao de
lavagem a fim de eliminar quaisquer residuos. Adicionou-se o reagente de Ellman
que, ao reagir com a acetilcolinesterase formou um produtos de coloracdo amarela.
Passado o periodo de incubacdo de 1 hora o produto formado foi quantificado em
equipamento de ELISA em 405 nm.

A absorbéncia obtida é inversamente proporcional a quantidade de

prostaglandinas, ou seja, quanto maior a absorbancia maior a inibicéo, significando
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que uma menor quantidade de prostaglandina foi formada na reacdo de COX,
indicando uma maior atividade inibitria da substancia testada.

Todas as andlises foram realizadas em duplicada e através dos dados
obtidos foi possivel calcular a ICso atraves do software da Cayman, disponiveis em:
http://www.myassays.com/kit.aspx?id=560101&manu=caymanchem&referral=caym

anchem.

4.4.5 Atividade antifungica

A atividade antifungica foi realizada em parceria com a equipe da Profa.
Dra. Giovanna Simonetti, da Universidade de Roma "La Sapienza" — Italia, contra
varios fungos patdgenos, incluindo leveduriformes (Candida tropicalis, Candida
krusei, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida albicans e Cryptococcus
neoformans) e dermatofitos (Microsporum gypseum e  Trichophyton
mentagrophytes).

As imidicas ciclicas testadas foram dissolvidas em solucdo de
dimetilsufoxido (DMSO) e agua destilada estéril (4:6), posteriormente adicionadas
em frascos de 5 mL, nas concentracées de 10 a 100 pg/mL. Em seguida, a cada
frasco foi adicionado 1 mL de meio 4gar Mueller-Hinton para as bactérias e 1 mL
de agar Sabouraud dextrosado para os fungos leveduriformes e filamentosos,
seguido de imediata homogeneizacdo da mistura. Apos a solidificacdo dos
respectivos meios de cultura, os microrganismos previamente ativados, foram
inoculados nas séries correspondentes, sendo entédo, incubados a 35 °C por 18 a
24 horas para as bactérias e 35 °C por 24 a 48 horas para os fungos
leveduriformes, e a temperatura ambiente (25 °C) por 5 a 15 dias para os fungos
filamentosos. O Fluconazol foi utilizado como farmaco de referéncia (FEROCI et al.,
2014).

4.4.6 Atividade antiparasitaria

A Atividade antiparasitaria foi realizada em parceria com a equipe do Prof.
Dr. Alberto Gimenez do Instituto de Investigacdes Farmaco Bioquimicas (lIFB) da
Universidad Mayor de San Andrés — UMSA - La Paz, Bolivia. Foram verificadas as

evolucdes antiparasitarias pelo método colorimétrico XTT sobre promastigotes de


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=0CDcQFjAB&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FUniversidade_de_Roma_%2522La_Sapienza%2522&ei=ZB5hVJeQE4irNoCggNAF&usg=AFQjCNHF1zRKQZ3sd_A-DlXP3pjS6fNNwg&sig2=UNheND38VZ6xZYLrG9vPKQ&bvm=bv.79189006,d.eXY
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Leishamania, de algumas substancias sintetizadas. Para este teste foram utilizadas
duas cepas a Leishmania amazonensis clon 1 (Lma MHOM/BR/76/LTB-012) e a
Leishmania braziliensis (M2904 C192 RJA).

Os parasitas foram cultivados em culturas in vitro a 26°C em meio
Schneider® suplementado com 5% de inativos (56°C x 30 minutos) em SFB. Os
parasitas, na fase logaritmica de crescimento com uma concentracdo de 1 x 108
parasitas/mL, foram distribuidos em microplacas de 96 “pocos” contendo diferentes
concentracdes das substancias sintetizadas (100, 50 e 25 ug/mL).

Como grupo controle, foram utilizados CAL (Alcaloide de Galipea
Longiflora) e Anfotericina B durante as avaliacbes, as quais foram feitas em
triplicata. A concentragéo inibitoria Clso das substancias ativas foi determinado pela
interpolacdo linear da curva tipica obtida plotando o logaritmo da concentracdo
versus o percentual de inibicdo, usando como programas de informatica para o
Logit, o Probit e andlise da regressao polinomial (CECHINEL FILHO et al., 2013).

4.4.7 Avaliacao da atividade gastroprotetora induzida por etanol

A atividade gastroprotetora da substancia imidica 7 (Série B) e 8 (Série C)
foi avaliada, pela equipe do Prof. Dr. Sérgio Faloni da Univali, através do modelo de
inducao de lesdo gastrica pelo alcool (etanol), descrito por Morimoto et al. (1991),
com modificagcdes. Os camundongos foram divididos em diferentes grupos (n =5
e/lou 6), pesados e tratados com veiculo (controle negativo — agua destilada),
carbenoxolona na dose de 200 mg/kg (controle positivo) e grupo tratado com 30
mg/kg de cada substancia analisada.

Ap6s uma hora, foi administrado aos animais 1 mL de etanol a 96 %
(agente lesivo) por via oral e, uma hora apos a administracédo do agente lesivo, 0s
mesmos foram sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, foram retirados
0s estdbmagos dos camundongos e abertos ao longo da curvatura maior, sendo
esticados em placas de parafina e, posteriormente, colocados entre placas de vidro
onde, através de Scanner, as imagens obtidas foram captadas e analisadas
por software de analise de imagens EARP, a fim de determinar o nimero de lesdes
e o tamanho destas. Posteriormente, foi realizada a determinacdo da area total de

les&o, porcentagem de area lesada e indice de cura (IC).
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Os resultados foram expressos em quantidade total de area lesada (mm2),
porcentagem de area lesada (%) e indice de cura (IC - %). Para andlise estatistica
utilizou-se o teste de varidancia ANOVA e teste de comparacdes multiplas de

Dunnett. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.

4.5 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. As
concentracdes inibitérias cinquenta por cento foram determinadas por regresséo

linear utilizando GraphPad Prism 6.0,

4.6 Relacdo Estrutura-Atividade - Método de Topliss

Foram sintetizadas diversas imidas ciclicas em cujas estruturas estdo
presentes os seguintes substituintes: H, 4-Cl, 3,4-Clz, 4-CHs e 4 —OCHs ligados a
um anel aromatico (TOPLISS, 1993). Estas substancias foram avaliadas quanto a
atividade citotéxica e antibacteriana e, entdo foi determinada a ordem de poténcia
dos parametros hidrofobicos, eletrdnicos e estéricos, conforme Tabela 1. A partir
desta analise sugere-se sintetizar novos derivados segundo a Tabela 2.

4.7 Obtencéao de hibridos imido-chalconas

Procurou-se também obter hibridos imido-chalconas a partir da reacao
entre a imida ciclica N-4’-acetilfenil-4-metilftalimida com 4-cloro-benzaldeido,
através do convencional método de condensacgdo alddlica (BROWN, 1995). No
entanto, foi obtida uma mistura complexa de substancias como produto. Para
verificar se a imido-chalcona almejada estava entre as substancias formadas, a
mancha amarela, observada em CCD, classica de chalconas no visivel, foi extraida

com espatula e submetida a analise do Espectro de Massas.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, foram utilizados como reagentes de partida,
anidridos ciclicos de acidos dicarboxilicos [anidrido itacénico (Série A), anidrido 4-
metilftalico (Série B) e anidrido, 2,4-benzenotricarboxilico (Série C)] e aminas
aromaticas. Como o objetivo da pesquisa foi testar a acdo das substancias
sintetizadas em varios modelos de atividades bioldgicas, veio a escolha de
trabalhar com diferentes substituintes nos anéis aroméaticos. Estes foram
selecionados segundo os substituintes propostos por Topliss: H, 4-Cl, 3,4-Clz, 4-
OCHs, 4-CHs, diretamente ligados ao anel aromético, formando as respectivas
imidas ciclicas.

Estes substituintes j& sdo conhecidos por nosso grupo de pesquisa, por ja
terem sido estudados utilizando outros heterociclicos e apresentarem bons
resultados frente as atividades biologicas analisadas. Além disso, a utilizacdo de
diferentes substituintes é interessante para a obtencdo de diferentes estruturas
capazes de apresentar alguma atividade biolégica, potencializar algumas
propriedades conhecidas ou desconhecidas dessas substancias sintetizadas.

As reacgOes para obtengéo das imidas ciclicas, derivadas dos anidridos das
Séries (A, B e C) foram realizadas utilizando metodologia ja conhecida e descrita
na literatura (BELLA CRUZ et al.1996), com pequenas modificacbes e ocorreram
sem dificuldades.

O mecanismo de formacao das imidas ciclicas deste trabalho, ocorreu por
etapas, conforme Figura 14, onde temos, primeiramente, a formacdo do &cido
amico e, apos, a formacdo da imida ciclica correspondente. Desta forma,
inicialmente ocorre o ataque nucleofilico do grupo amino a carbonila do anel
imidico, devido ao fato do carbono da dupla ligacdo ser muito polarizado, tendo
carga parcial positiva. Assim, permite-se a entrada do nucledfilo e,

consequentemente, a ruptura do anel através da saida de uma molécula de H,O.,

formando a imida ciclica desejada. Segundo Costa (2012), a escolha do solvente
para esta reacdo depende da reatividade da amina primaria, no caso deste trabalho
optou-se pelo acido acético.

O baixo tempo de reacéo, realizado apenas sob agitacéo (5 a 10 minutos),

em temperatura ambiente, para obtencéo dos &cidos amicos e apdés sob refluxo de
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2 horas, obtendo a imida ciclica desejada, demonstram a grande reatividade entre
os anidridos e as aminas arométicas utilizadas na sintese destas séries. Os

rendimentos reacionais foram satisfatoérios.

Figura 14: Mecanismo proposto para a formacdo das imidas ciclicas em estudo
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As substancias sintetizadas e descritas no presente estudo, ndo sao
inéditas em termos de obtencéo, porém grande parte esta disponivel em periddicos
antigos, de dificil ou impossivel acesso. No entanto, cabe destacar que os efeitos
biolégicos descritos no presente estudo sdo todos inéditos para as 3 classes de
imidas obtidas.

Os resultados e discussdes foram divididos em quatro partes para uma
melhor compreenséao, a saber:

PARTE 1: Derivados do anidrido itacdnico (Série A)
PARTE 2: Derivados do anidrido 4-metilftalico (Série B)

PARTE 3: Derivados do anidrido 1,2,4-benzenotricarboxilico (Série C)

PARTE 4: Obtencéo de hibridos imido-chalconas



PARTE 1

5.1 Imidas ciclicas derivadas do anidrido itacénico (Série A)

5.1.1 Sintese

As substancias obtidas nesta Série A estdo descritas no item 5.1.2 e foram
obtidas seguindo a rota sintética do esquema geral proposto da Figura 15, onde
utilizou-se como reagente de partida o anidrido itacénico com diferentes anilinas
aromaticas, representadas pela Rota Sintética 1 (RS1). Porém, em um segundo
momento, foram sintetizadas algumas substancias imidicas ciclicas desta mesma
série, utilizando a Rota Sintética 2 (RS2).

As duas rotas sintéticas foram realizadas para verificacdo do melhor
procedimento em termos de tempo e rendimento reacional, sem preocupacgéo de

otimizacao reacional.

Figura 15: Esquema geral proposto para as reacdes de sintese de imidas ciclicas
derivadas do anidrido itaconico (Série A)
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X= 4-CHs, 4-O-CHs, 4-H, 3,4-Clz e 4-Cl
[RS1]= Rota Sintética 1

[RS2]= Rota Sintética 2

Verificou-se que na RSi, onde ocorre a formacdo do &acido amico e, em
seguida, o fechamento do anel através de uma desidratacdo, as substancias
obtidas apresentaram maior rendimento que aquelas obtidas pelo fechamento

direto do anel (RS2), em refluxo. Observa-se que a RS1 é mais viavel quando se
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deseja obter as substancias com um maior rendimento (Tabela 3). Quanto a RSz,
esta é mais vantajosa quando se deseja obter a imida ciclica em um espaco de
tempo menor, pois ndo h&a a formacdo da substancia intermediaria (acido amico)
(COSTA; PASZCUK, 2000).

Para uma melhor organizacédo dos resultados cada reacéo esta descrita, a
seguir, em detalhes quanto as quantidades utilizadas, os rendimentos e a
caracterizacao de cada substancia obtida.

5.1.2 Procedimento para a obtencdo das imidas derivadas do anidrido

itacdnico (Série A)

Obtencéao da N-4’-metil-fenil-ltaconimida (3)

7) Em um Erlenmeyer foi adicionado (1 g) anidrido itacénico
n:;<j>—cn43 em (10 mL) éter etilico e (0,875 g) p-toluidina. A reacéo foi

z
HoC \\O mantida sob agitagdo mecéanica, em temperatura

ambiente, por aproximadamente 5 minutos. O precipitado formado foi filtrado em
funil de Buchner, lavado com éter gelado e mantido em dessecador a vacuo por 24
horas. A substancia formada foi um pé branco. Em seguida, foi submetida a refluxo
com (10 mL) acido acético glacial, durante um periodo de 2 horas. ApGs o término
deste, foi vertido sobre banho agua-gelo e ndo formou precipitado. Apos 24 horas
na geladeira, foi realizada a extracdo com cloroférmio e formou um po6 branco que,
em seguida, foi submetido a recristalizacdo com élcool etilico a quente. Contudo,
observou-se por CCD a formacgéo de 2 manchas com Rf proximos, entdo os cristais
obtidos foram submetidos a purificacdo por Cromatografia de Coluna (CC),
obtendo-se cristais brancos. Formula Molecular: Ci2H11NO2. Massa Molar:
201.22124. IR (KBr) (cm?): 3043.7 (=C-H); 1708.9 (C=0, imida). RMN-H
(CDCIs) (ppm): 2.39 (s, 3H, CHa); 3.49 (t, 2H, CH2); 5.72 (t, 1H, CH2=C); 6.45 (t, 1H,
CH2=C); 7.18-7.30 (4H, 2Ar). RMN-13C (CDCIs) (ppm): 21.24 (CHz3); 33.97 (CH2);
121.61 (CH2); 126.19-138.7 (6 C; Ar); 168.65 (C=0, imida); 163.0 (C=0, imida).
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Obtencéao da N-4’-metoxi-fenil-2-metil-itaconimida (6)

Metodologia similar a obtencdo da substancia 3,

(]
AN J CHy
QN@O utilizando o anidrido itaconico (1 g) e p-anisidina (1,098
\
0]

g) como nucledfilo. Formou um poé bege que, em

H,C

seguida, foi purificado por Cromatografia de Coluna (CC), obtevendo cristais

brancos.

Num segundo momento, foi obtida esta molécula através do método direto,
sem a formacdo do acido amico (intermediario). Os reagentes foram colocados
diretamente sob refluxo com acido acético por 2 horas. ApGs o término, o produto
foi vertido sobre banho de agua-gelo, formando um precipitado bege que foi filtrado
e mantido em dessecador a vacuo, com silica gel por 24horas. Apés, foi realizada a
purificacdo por Cromatografia de Coluna (CC), obtendo cristais brancos. Formula
Molecular: Ci2H11NOs. Massa Molar: 217.22064. IR (KBr) (cm™): 3008.9 (=C-
H); 1705.7 (C=0, imida). RMN-'H (CDCIs) (ppm): 3.48 (t, 2H, CH>); 3.82 (s, 3H,
OCHs); 5.72 (t, 1H, CH2=C); 6.45 (t, 1H, CH2=C); 7.22-7.25 (4H, Ar). RMN-13C
(CDCls) (ppm): 33.38 (CHy2); 55.46 (OCHs); 121.52 (CHz); 114.45-159.52 (6 C; Ar);
168.72 (C=0, imida); 173.06 (C=0, imida).

Obtencao da N-fenil-2-metil-itaconimida (9)

7 Metodologia similar & obtencédo da substancia 3, utilizando

N@ o anidrido itacdnico (1 g) e anilina (0,83 g) como nucledfilo.

H,C \ Formou um pé branco que, em seguida, foi purificado por
O

Cromatografia de Coluna (CC), obtendo cristais brancos. Num segundo momento
foi obtida esta molécula através do método direto, metodologia similar a obtencao
da substancia 6, obtendo cristais brancos. Férmula Molecular: C11HoNO2. Massa
Molar: 187.19466. IR (KBr) (cm): 3055.2 (=C-H); 1708.9 (C=0, imida). RMN-H
(CDCI3) (ppm): 3.49 (t, 2H, CH2); 5.72 (t, 1H, CH2=C); 6.45 (t, 1H, CH2=C); 7.31-
7.51 (4H, Ar). RMN-13C (CDClIs) (ppm): 33.87 (CH2); 121.66 (CH2); 126.32-132.89
(6 C; Ar); 168.42 (C=0, imida); 172.78 (C=0, imida).
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Obtencéao da N-3’,4’ - diclorofenil-itaconimida (12)

My //o c Metodologia similar & obtencdo da substancia 3, utilizando

N

Qnu;@—u 0 anidrido itaconico (1 g) e 3,4-dicloro anilina (0,72 g) como
\é nucledfilo. Formou um pé marrom que, em seguida, foi

recristalizado com etanol a quente, gerando 0,293 g de cristais marrons. Férmula
Molecular: C11H7Cl2NO2. Massa Molar: 256.08478. IR (KBr) n (cm™): 3088.0 (=C-
H); 1715.5 (C=0, imida). RMN-'H (CDCls) (ppm): 3.51 (t, 2H, CH.); 5.78 (t, 1H,
CH2=C); 6.49 (t, 1H, CH2=C); 7.26-7.56 (3H, Ar). RMN-13C (CDCI3) (ppm): 33.77
(CH2); 120.59 (CH2); 118.73-139.02 (6 C; Ar); 168.84 (C=0, imida); 172.45 (C=0,
imida).

Obtencéao da N-(4-cloro)-fenil-itaconimida (15)

Metodologia similar a obtencédo da substancia 3, utilizando

O
HaCy /
NOQ 0 anidrido itaconico 1 g) e 4-cloro-anilina (1,13 g) como
\
[®)

nucledfilo. Formou um pé branco que, em seguida, foi

purificado por Cromatografia de Coluna (CC), obtendo cristais brancos, porém,
continuava aparecendo mais de duas manchas na CCD. Foi realizado nova
purificacdo por Cromatografia de Coluna (CC), obtendo cristais brancos. Férmula
Molecular: C11HsCINO2. Massa Molar: 221.63972. IR (KBr) (cm™): 1714.7 (C=0,
imida). RMN-'H (CDClIz) (ppm): 3.50 (t, 2H, CH2); 5.75 (t, 1H, CH2=C); 6.47 (t, 1H,
CH2=C); 7.29-7.47 (4H, Ar). RMN-3C (CDClIz) (ppm): 33.87 (CH2); 122.09 (CH>);
127.54-134.73 (6 C; Ar); 168.13 (C=0, imida); 172.47 (C=0, imida).

5.1.3 Purificacédo e Caracterizacao

Para todas as itaconimidas obtidas nas duas Rotas Sintéticas foram
determinados os rendimentos e realizadas purificacbes, a fim de se obter as
substancias mais puras. Observando a Tabela 3, verifica-se que a substancia 6
apresentou maior rendimento bruto (44,70%), obtida através da RS1, enquanto que
na RS2, a substancia 15-A foi a que demonstrou o rendimento maior (28,9%).

Ha inameros fatores que podem interferir no desenvolvimento da reacéo

como impurezas dos reagentes, tempo reacional, proporcdo de reagentes e seus
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diferentes substituintes. A RS1 e RS2 apresentaram diversos rendimentos, o que
pode ser justificado pelas interferéncias citadas.

Todas as substancias obtidas, com excecao de 12 e 12-A, foram submetidas
a purificacdo por Cromatografia de Coluna (CC), utilizando uma mistura de
hexano/acetato de etila como eluente. Durante a purificacdo houve perdas
significativas mas o Rf foi mantido. Estas reacdes também foram de facil realizacao
e ocorrem de forma quase limpas, com pouca formacéo de subprodutos.

Apos a purificacdo, foram determinados os pontos de fusédo, havendo uma
variacéo entre 115,6°C a 194,6°C, dependendo do tamanho do grupo R substituinte
do anel aromatico. Os pontos de fusdo encontrados possuem um pequeno

intervalo, o que pode ser considerado um indicativo de pureza.

Tabela 3: Rendimentos, purificacdo e ponto de fusdo das substancias sintetizadas
na Série A, a partir do respectivo acido amico

O
G

\ R

O

Cédigo R RENDIMENTO  PURIFICACAO  RENDIMENTO P.F.(°C)
BRUTO (%) PURO (%) Recrist.

3 -CH3 40,45 Purificacdo por CC 5,01 133-134.2
(hexano/acetato de
etila 8:2)

3-A -CHs 13,37 Purificagéo por CC 4,32 132,9-134
(hexano/acetato de
etila 8:2)

6 -O-CH3 44,70 Purificagéo por CC 8,2 115,8 -116.9
(hexano/acetato de
etila 8:2)

6-A -O-CHs 27,62 Purificagéo por CC 7,22 115.6 — 117
(hexano/acetato de
etila 8:2)

9 -H 37,8 Purificagéo por CC 26,2 120,9 -121.7
(hexano/acetato de
etila 8:2)

9-A -H 23 Purificacdo por CC 10,59 120,9- 122
(hexano/acetato de
etila 8:2)

12 3,4-Cl, 38 Recristalizacao 23,6 135,3 - 137
com etanol
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Continua
12-A 3,4-Cl, 26 Recristalizacao 17 135-136.3
com etanol
15 -Cl 37,8 Purificacdo por CC 23,9 194,6 — 196
(hexano/acetato de
etila 7:3)
15-A -Cl 28,9 Purificacdo por CC 8,3 194,6- 196.5
(hexano/acetato de
etila 7:3)

Legenda: Cadigo= Ftalimidas obtidas na Série A; R: Grupo substituinte; P.F.(°C) Recrist. = Ponto
de Fusé@o das substancias Recristalizadas; 3a, 6a, 9a € 12a = Substancias que foram sintetizadas
pela RS:

As itaconimidas obtidas foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada e ao término das reac¢Bes as substancias foram isoladas, analisadas e
caracterizadas quimicamente utilizando dados espectroscopicos usuais, como
infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de préton (RMN 'H) e
carbono13 (RMN*3C).

Os espectros de IR (Figura 16), RMN 'H (Figura 17) e RMN *3C (Figura 18)
da substancia 15, foram selecionados a titulo de ilustracdo para esta série.

Em relacdo aos dados de Infravermelho descritos na Figura 16, pode-se

evidenciar claramente uma banda caracteristica das duas carboxilas simétricas na
™ -1 . e,y ~ .
regido de 1700cm -, confirmando o fechamento do anel imidico da substancia 15.

. . 3 A -
As figuras 17 e 18 ilustram os espectros de RMN'H e “c para a substancia
15, cujos sinais correspondem a estrutura proposta, e estao indicados no proprio

espectro.
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Figura 16: Espectro de IR da substancia 15
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Figura 17: Espectro de RMN- *H da substancia 15
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Figura 18: Espectro de RMN-13C da substancia 15
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5.1.4 Andlise in silico: Calculos teéricos computacionais (Séries A)

Na avaliacdo in silico da predicdo das propriedades moleculares das
substancias sintetizadas para esta Série (Tabela 4), foram calculados os
parametros disponiveis no software ChemDoodle (verséo 6.0.1 - iChemLabs, LLC),
utilizando-se quatro métodos, discutidos separadamente.

O indice de Biodisponibilidade (ABS) para todas as substancias é de 0,55
indicando a probabilidade destas serem biodisponiveis para estudos in vivo (em
ratos) e in vitro (em células).

Na Contagem de Violacbes de Egan (EVC), todas as substancias nao
mostraram nenhuma violag&o. Isto significa que, estas substancias possuem boas

condi¢cbes para a absorcédo intestinal passiva, que pode ser decisivo para alguns
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farmacos, tais como o omeprazol (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000; DELGADO;
REMERS, 1998)

Para a Contagem de Violacdes de Veber (VVC), as substancias também
nao apresentaram violaces, demonstrando possuirem perfil de biodisponibilidade
oral, conforme descrito na literatura (VEBER et al., 2002).

O mesmo ocorre para a regra dos 5 de Lipinski (LRF), em que nao se
observou quaisquer violagfes para esta série (LIPINSKI, 2004).

O TPSA (area de superficie polar total) ficou entre 37.380 e 46.610, valores
inferiores ao limite de 140 A?, demonstrando que as substancias ndo possuem
limitagbes para permeacgdo celular (SWATHI et al., 2013). Além disso, para que
ocorra biodisponibilidade por via oral o niumero de ligagBes rotacionais (RBC)
devem ser menor ou igual & 10. As substancias analisadas apresentaram de 1 a 2
RBC (BAKHT et al., 2010; KELER; PICHOTA; YIN, 2006).

Salienta-se que, a permeacao da membrana celular e a biodisponibilidade
sdo associadas ao logP, massa molecular e ao nimero de doadores e aceptores
de hidrogénio presentes na molécula. As substancias avaliadas ndo apresentaram
doadores de ligacdes hidrogénio (HBD) e o numero de aceptores de ligacdes
hidrogénio (HBA) variou entre 3 e 4. Isto, sugere dizer que, estas substancias
apresentam boa permeacéo celular e boa biodisponibilidade, pois possuem menos
de 5 e 10 doadores e aceptores de hidrogénio, respectivamente (BALI; OHRI; DEB,
2012).



Tabela 4: Descritores envolvidos na avaliacdo tedrica ADME da Série A
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Cédigo R MW (amu) HBD HBA RBC logP TPSA(AY)  ABS EVC WC LRF
NC+NHET XlogP AlogP
03  -CHs 201.2212 0 3 1 24500 2.4560  1.3811 37.380 0,5500 0 0 0
06 O-CHs 2172206 0 4 2 2.3400 1.7230  1.0813 46.610 0,5500 0 0 0
09 -H 187.1946 0 3 1 2.3400 1.8080  1.0727 37.380 0,5500 0 0 0
12 34Cl, 256.0847 0 3 1 21200  3.0520  2.3795 37.380 0,5500 0 0 0
15 Cl  221.6397 0 3 1 2.2300 2.4300 1.7261 37.380 0,5500 0 0 0

Legenda: Cdédigo= ftalimidas obtidas na Série C; R= grupo substituinte; MW= peso molecular ; HBD= n2 doadores de ligacdes
hidrogénio ; HBA= n? aceptores de ligacdes hidrogénio; RBC = n2 de ligac6es rotacionais; TPSA = area total de superficie polar;
ABS = escore de biodisponibilidade; EVC= contagem de violacbes de Egan; VVC= contagem de violacbes de Veber; LRF=
contagem de violacfes da regra dos 5 — Lipinski; logP= coeficiente de particdo octano/agua; NC + NHET= método de previsédo do
logP baseado no nimero de carbonos (NC) e no nimero de heteroatomos (NHET); XlogP= método atomo-aditivo para o calculo do
coeficiente de particdo octanol-agua (logP); AlogP= método de previsdo do coeficiente de particdo octanol-dgua que foi
desenvolvido com 12908 moléculas, a partir do banco de dados PHYSPROP.
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5.1.4 Atividade Biologica

5.1.4.1 Atividade anticancer in vitro

Esta Série A foi a mais promissora das Séries na avaliacdo da atividade
anti-proliferativa, das imidas ciclicas sintetizadas neste trabalho, onde observa-se,
na Tabela 5, que todas as substancias apresentaram atividade contra praticamente
todas as linhagens, principalmente contra glioma (U251), rim (786-0), prostata (PC-
3), ovario (OVCAR-03), leucemia (K562) e ovario com fendtipo de resisténcia a
multiplos farmacos (NCI-ADR/RES). Destaca-se a substancias 15 que apresenta
efeitos significativos contra glioma (U251), com uma inibig&o total de crescimento
celular na concentracdo de 0,95 pg/mL, quando comparado com o controle
Doxorrubicina.

Numa analise estrutural, verifica-se que a substancia 15, com a insergéo de
um grupamento substituinte volumoso ou eletro retirador (Cloro), ligado na posicéo
quatro do anel benzeno, aumentou a atividade antiproliferativa, contra glioma
(U251), sugerindo a influéncia de parametros estéricos. A partir destes resultados
preliminares, sugere-se estudos mais aprofundados de relacéo estrutura atividade,
pois os resultados atuais s&o confirmados pelos trabalhos anteriormente citados,
onde derivados de imidas ciclicas apresentaram atividades anticancerigenas
(CECHINEL FILHO et al., 2003; FOURNEL et al., 2002; KENDALL et al., 2007;
LOH; COSBY; SARTORELLI, 1980; PRADO et al., 2004).
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Tabela 5: Efeito anti-proliferativo de imidas ciclicas (Série A) em diversas linhagens
de células cancerigenas

(0]

HaCy //

N

DatS

(6]
T NT
Cddigo R 2 m a 7 4 p 0 h k Q
Controle - 0,042 >25 >25 093 215 19 3,7 >25 1,7 12,9
3 -CH3 1,3 >250 >250 23 13,7 21 97 >250 3,3 250
6 -O-CHz 11 10,6 3,2 1.6 44 22 32 >250 1,7 1473
9 -H 1,1 15,3 3,5 14 52 15 57 1130 1,7 157
15 -Cl 0,95 3,1 3,1 13 22 15 1,3 >250 2,1 250

Legenda: Codigo= Ftalimidas obtidas na Série A; Linhagens tumorais humanas: 2= U251
(glioma); m= MCF-7 (mama); a= NCI-ADR/RES (ovario com fendtipo de resisténcia a
multiplos farmacos); 7= 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); p=
PC-3 (prostata); o= OVCAR-03 (ovario); h= HT29 (colon); k= K562 (leucemia). NT:
Linhagem n&o-tumoral humana: Q= HaCat (queratindcito); Controle= Doxorrubicina; R=
Grupo substituinte; TGI= Inibic&o total do crescimento (ug/mL)

5.1.4.2 Atividade in vitro da substancia 3 (N-4’-metil-fenil-2-metilftalimida) para

inibicdo das enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e MAO-B)

Avaliou-se o efeito da substéncia sintetizada N-4’-metil-fenil-2-metilftalimida
(3) nas enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e MAO-B), através de um
ensaio in vitro de leitura de ponto final utilizando como fonte enzimatica
supersomas de enzimas humanas recombinantes. Os resultados obtidos

encontram-se descritos na tabela 6.
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Tabela 6: Atividade in vitro nas enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e
MAO-B) e da substancia sintetizada N-4’-metil-fenil-2-metilftalimida (3)

(0]
/
O
H c% \
o

Inibic&o (%)

Codigo R MAO-A MAO-B
3 -CHs 71 <50

Clorgilina - 100 N.T.

Pargilina ’ N.T. 100

Legenda: Codigo= Ftalimida obtida na Série A (100 uM); ICso da clorgilina= 0,004 pM;
ICso da pargilina= 0,13 pM; N.T.= N&o testado; MAO-A= Enzima monoamina oxidase A;
MAO-B= Enzima monoamina oxidase B; R= Grupo substituinte.

Conforme os resultados obtidos, pode-se observar que a substancia
fitalimidica 3 apresentou uma inibicdo da atividade enzimatica de 71%, indicando
que seu ICso devera ficar préximo a 100 pM para MAO-A e resultado pouco
promissor para a MAO-B.

Monoaminas oxidases (MAO) sdo enzimas mitocondriais encontradas no
cérebro e em tecidos periféricos, responsaveis por catalisar a desaminacao
oxidativa de aminas biogénicas (YOUDIM, et al., 2006; HERRAIZ, 2007). A
oxidacdo de aminas biogénicas pelas MAOs resulta na producdo de peréxido de
hidrogénio e de aldeidos, produtos que podem provocar dano celular oxidativo
(COHEN et al.,1997). Considerando a seletividade por diferentes substratos e
inibidores, as MAOs sdao classificadas em duas isoformas: MAO-A, que apresenta
maior afinidade por serotonina, sendo inibida de forma seletiva por clorgilina,
moclobemida e harmina; e MAO-B, que apresenta maior afinidade pelos substratos
benzilamina e feniletilamina, sendo seletivamente inibida por L-deprenil e pargilina
(HERRAIZ; CHAPARRO, 2006).

MAO-A e MAO-B constituem dois alvos interessantes para o0
desenvolvimento de novas moléculas bioativas. Inibidores da MAO-A séo
empregados no tratamento de depressdo e transtornos de ansiedade, enquanto
que inibidores da MAO-B sao utilizados em associa¢cdo com L-DOPA ou agonistas
dopaminérgicos para o tratamento sintomatico da Doenca de Parkinson (LA
REGINA et al., 2008). Ambas as isoformas da enzima parecem estar envolvidas na

etiologia da Doenca de Alzheimer (DA), havendo relatos relacionados ao aumento
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da atividade da MAO-B ou ao aumento da expressdo do mRNA que codifica esta
enzima em hipocampos e cortex cerebrais de pacientes com DA. As altera¢des na
MAO-A induzidas pela DA parecem ser mais complexas, uma vez que atividade
enzimatica aumentada ou expressao elevada de mRNA sdo observadas em um
maior numero de areas cerebrais, incluindo o lobo frontal do neocortex, o cortex
parietal, o cortex occipital, o cortex temporal e o coértex frontal (KENNEDY et al.,
2003).

5.1.4.3 Atividade antifungica

Os resultados da atividade antifungica para Série A, na concentracao de 50
e 100 pg/mL, estdo descritos na Tabela 7, onde observa-se que todas as
substancias apresentaram atividades.

Para os fungos dermatofitos destacamos, na concentracdo de 0.5 pg/mL de
CIM, as substéancias 3 e 12 para Microsporum gypseum DSM3824 e Trichophyton
mentagrophytes DSM4870, enquanto que 6 apresentou melhor atividade na
concentracdo de 1 pg/mL contra Microsporum gypseum DSM3824. Para
Cryptococcus neoformans, a substancia 9, 12 e 15 apresentaram valores de CIM
de 1 pg/mL contra DSM6972I.

Para esta atividade, destaca-se a substancia 15 por apresentar CIM de 1
pg/mL para Candida.albicans ATCC2089, Cryptococcus neoformans DSM11959 e
DSM6972 e dermatofitos Microsporum gypseum DSM3824. Resalta-se que para
Trichophyton mentagrophytes DSM4870 a CIM foi de 0,25 pg/mL.

As substancias 3, 12 e 15 apresentam inserido nas suas estruturas
moleculares o grupamento metila ou cloro no anel aromatico, os quais conferem as
moléculas algumas caracteristicas como mudancas eletrbnicas, lipofilicidade,
biodisponibilidade, estereoquimica, etc., contribuindo para o evidenciado aumento
dos efeitos antifungicos (BARREIRO et al., 2011).

Os resultados antifungicos para as 5 substancias da série-itaconimidas
foram avaliados quanto a relacéo estrutura-atividade, usando o método manual de
Topliss (Topliss, 1972). No entanto, embora algumas tendéncias tenham sido
verificadas, somente para o efeito contra C. albicans ATCC 10231, seguiu a ordem
correta proposta por Topliss em relagéo aos parametros avaliados, 1 (constante de

hidrofobicidade), a (constante de Hammett) e ambos relacionados. Neste caso,
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foram consideradas as MIC 100, com a seguinte ordem crescente de atividade: 6 <
9< 3 <15 < 12, sendo as substancias com cloro como substituintes os mais ativos
(substancia 15 e 12).

A ordem seguiu os parametros 1 e 1T+q, indicando, conforme demonstra a
Tabela 2, que os substituintes 3-CFs, 4-Cl; 4-NOz2; 4-CFs; 2,4-Clz; etc., ou ainda
alguns substituintes de carater mais hidrofébicos, como 3,4-(CHzs)2; 4-CH(CH3)2
etc., poderiam aumentar a poténcia contra o micro-organismo indicado, sugerindo a
continuidade destes estudos.

Por outro lado, € importante ressaltar que, em geral, as substancias
substituidas com 4-Cl foram os mais ativos, sugerindo a importancia deste
halogénio no efeito indicado, possivelmente devido a sua capacidade de modificar

as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas em estudo.

Tabela 7: Atividade antifungica da substancia sintetizada N-4’-metil-fenil-2-
metilftalimida (3), Série A, contra diversas cepas de fungos
O
HaCy //

~R

\ R

6]
Substancia 3 (-CHs) 6 (-O-CHs) 9 (-H) 12 (3,4-Cl) 15 (-Cl)
Cepas 50 100 MFC 50 100 MFC 50 100 MFC 50 100 MFC 50 100 MFC
C. tropicalis
PMC0912 32 64 nd 16 >64 >64 32 64 >64 16 64 64 16 32 32
C. krusei
DSM6128 8 16 nd 32 32 32 16 16 16 8 8 16 4 4 8
C.parapsilosis
DSM11224 8 16 nd 8 32 64 8 16 16 4 8 6 8 8 8
C.parapsilosis
ATCC22019 4 16 16 4 16 16 4 16 16 4 16 16 2 4 4
C.glabrata
1031C 2 8 nd 8 64 64 8 8 8 8 16 16 4 4 8
C-glabrata29IC 2 8 nd 4 8 64 4 16 32 4 8 8 4 4 16
Cglabrata23IC 16 16 16 8 32 32 16 32 32 16 64 64 4 8 8
C.albicans
ATCC10231 8 32 32 32 128 >64 32 64 64 8 8 32 16 16 16
C.albicans
ATCC24433 16 32 32 16 64 64 16 16 64 8 8 16 4 4 8
C.albicans
ATCC20891 4 8 8 8 64 64 8 8 16 2 16 16 1 4 8
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Continua
C.albicans 3153 32 32 32 64 64 64 64 64 64 8 16 16 16 16 16
Cryptococcus
neoformans 50 100 MFC 50 100 MFC 50 100 MFC 50 100 MFC 50 100 MFC
DSM11959 4 4 nd 2 8 nd 4 4 nd 4 8 nd 1 2 nd
DSM6972 2 4 nd 2 4 nd 1 4 nd 1 1 nd 1 1 nd
PMC2102 4 16 nd 4 8 nd 2 4 nd 4 8 nd 2 4 nd

dermatofitos 80 100 MFC 80 100 MFC 80 100 MFC 80 100 MFC 80 100 MFC

M. gypseum
DSM3824 0,5 2 nd 1 2 nd 2 2 nd 0,5 2 nd 1 1 nd

T. mentagrophytes 0,2
DSM4870 0,5 2 nd 2 8 nd 2 4 nd 0,5 4 nd 5 2 nd
Legenda: Substancias= Ftalimidas obtidas na Série A; MIC= Concentracdo inibitéria minima que baseia-se em

concentragdes mais baixas de droga e que impediram o crescimento em relagédo ao controlo, = 50% (50 pg/mL)
ou = 80% (80 pg/mL) ou 100% (100 pg/mL); MFC= Concentragdo fungicida minima.

5.1.4.4 Atividade antiparasitaria

Na busca por novos agentes antiparasitarios, trés substancias da Série A
foram avaliadas in vitro nas formas promastigotas de Leishmania amazonensis e L.
brasiliensis, através do método colotimetrico XTT.

Os resultados estdo demonstrados na Tabela 8, onde as moléculas em
estudo ndo apresentaram indicios de atividade antileishmanicida contra a Lma e

M290, respectivamente. Porém, isto ndo implica na exclusdo destas moléculas em
outros estudos de atividade antiparasitaria.

Tabela 8: Atividade antiparasitaria das substancias da Série A in vitro nas formas

promastigotas de Leishmania amazonensis e L. brasiliensis, através do
método colorimetrico XTT

CédlgO R ClsoLma Clsomz904
CAT - 19,3+0,3 20,2+0,2
Anfotericina B - 0,25+0,05 0,07+0,01
3 -CHs >100 >100
6 -O-CHs >100 >100
9 -H >100 >100

Legenda: Valores de Clso pg/mL= Avaliagbes a 100 — 50 — 25 - 12,5 - 6,2 - 3,1 - 1,5 pg/mL;
CAT= alcaloides totais de Galipea longiflora; Anfotericina B= droga controle; Cddigo=

Ftalimida obtida na Série A; Lma= Cepa de Leishmania amazonensis; 50M2904= Cepa de L.
brasiliensis.
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PARTE 2

5.2 Imidas ciclicas derivadas do anidrido 4-metilftalico (Série B)

5.2.1 Sintese
As substancias obtidas nesta Série B foram obtidas seguindo a rota
sintética do esquema geral proposto na Figura 19, onde utilizou-se como reagente

de partida o anidrido 4-metilftalico com diferentes anilinas n-substituidas.

Figura 19: Esquema geral proposto para as reacdes de sintese de imidas ciclicas
derivadas do anidrido 4-metilftalico (Série B)

Eter CH COOH
Ag|tagao Refluxo

X=4-CHs, 4-O-CHs, 4-H, 3,4-C2 e 4-Cl

Para uma melhor organizacdo dos resultados cada reacdo esta descrita a
seguir, em detalhes quanto as quantidades utilizadas, os rendimentos e a

caracterizacdo de cada substancia obtida.

5.2.2 Procedimento para a obtencao das imidas derivadas do anidrido 4-

metilftalico (Série B)
Obtencgao da N-(4-metil-fenil)-4-metilftalimida (1)

7’ Em um Erlenmeyer foi adicionado anidrido 4-metilftalico
/©:§N4®,CH3 (1 g) em éter etilico (10 mL) e p-toluidina (0,6 g). A

reacdo foi mantida sob agitacdo mecanica, em

temperatura ambiente, por aproximadamente 5 minutos. O precipitado formado foi
filtrado em funil de BUchner, lavado com éter gelado e mantido em dessecador a
vacuo por 24 h. A substancia formada foi um p6 branco. Em seguida, foi submetida
a refluxo com (10 mL) acido acético glacial, durante um periodo de 2 horas. Apds o
término deste, o produto foi vertido sobre banho de agua-gelo, formando um
precipitado. Este foi filtrado e mantido em dessecador a vacuo com silica gel por
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24h. O sodlido obtido foi recristalizado em etanol, a quente, formando-se cristais
brancos. Formula Molecular: CisHi13NO2 e Massa Molecular: 251.27992. IR
(KBr) (cm): 1703.1 (C=0, imida); 1614.4 (C=C, Ar). RMN-'H (CDCI3) (ppm): 2.40
(s, 3H, CHs); 255 (s, 3H, CHs); 7.30 - 7.83 (7H, 2 Ar). RMN-3C
(CDCls) (ppm): 21.21 (CHs); 22.06 (CHs); 123.60 -145.66 (12 C, 2 Ar); 167.51 (
C=0, imida); 167.63 (C=0, imida).

Obtencéao da N-(4-metoxi-fenil)-4-metilftalimida (4)

Metodologia similar & obtencdo da substancia 1,

N@O utilizando o anidrido 4-metilftalico (1 g) e p-anisidina
HsC \ on

4 (0,732g) como nucledfilo. Formou um p6 branco

que, em seguida, foi recristalizado com etanol a quente, gerando a formacao de
cristais brancos. Férmula Molecular: Ci1s6H13NO3 e Massa Molecular: 267.27932. IR
(KBr) (cm): 1718.6 (C=0, imida); 1610.6 (C=C, Ar). RMN-'H (CDCIs3) (ppm): 2.54
(s, 3H, CHs); 3.84 (s, 3H, OCHgz); 6.99 — 7.83 (7H, 2 Ar). RMN-13C
(CDCls) (ppm): 22.07 (CHs); 55.51 (OCHs); 114.45 — 159.18 (11 C, 2 Ar); 167.79 (2
C=0, imida).

Obtencao da N-fenil-4-metilftalimida (7)

@ Metodologia similar a obtencdo da substancia 1,

N@ utilizando o anidrido 4-metilftalico (1 g) e anilina (0,55

HaC \ g) como nucledfilo. Formou um po6 branco que,
o

em seguida, foi realizado a recristalizacdo com uma mistura de etanol e cloroférmio
(8:2) a quente, formando cristais brancos. Formula Molecular: CisH11NO2 e Massa
Molecular: 237.25334. IR (KBr) (cm™): 1705.1 (C=0, imida); 1610.6 (C=C, Ar).
RMN-'H (CDCIs) (ppm): 2.55 (s, 3H, CHz); 7.39 — 7.85 (8H, 2 Ar). RMN-3C
(CDCls) (ppm): 22.07 (CHs); 123.67-145.77 (12C, 2 Ar); 167.37 (C=0, imida);
167.49 (C=0, imida).
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Obtencéao da N-(3,4-diclorofenil)-4-metilftalimida (10)

7 “ Metodologia similar & obtencdo da substancia 1,
/@NGQ utilizando o anidrido 4-metilftdlico (1g) e 3,4-dicloro
HsC \é anilina (0,5g) como nucledfilo. Formou um p6

branco que, em seguida, foi recristalizado com uma mistura de etanol e cloroférmio
(8:2) a quente, formando cristais brancos. Formula Molecular: CisHoCI2NO2 e
Massa Molecular: 306.14346. IR (KBr) (cm™): 1707.2 (C=0, imida); 1614.4 (C=C,
Ar). RMN-H (CDCIz) (ppm): 2.56 (s, 3H, CHa); 7.26 — 7.85 (6H, 2 Ar). RMN-13C
(CDCIs) (ppm): 22.12 (CHs); 123.92 — 146.25 (12 C, 2 Ar); 167.5 (2 C=0, imida).

Obtencéao da N-(4-clorofenil)-4-metilftalimida (14)

? Metodologia similar a obtencdo da substancia 1,
/@EIENAQ—CI utilizando o anidrido 4-metilftalico (1 g) e 4-cloro-anilina

HsC \é (0,78 g) como nucledfilo. Formou um p6 branco

que, em seguida, foi recristalizado com uma mistura de etanol e cloroférmio (8:2) a
quente, formando cristais brancos. Férmula Molecular: CisH10CINO2 e Massa
Molecular: 271.6984. IR (KBr) (cm™): 1714.7 (C=0, imida); 1614.4 (C=C, Ar). RMN-
14 (CDCls) (ppm): 2.55 (s, 3H, CHs); 7.38 — 7.84 (7H, 2 Ar). RMN-13C
(CDCIs) (ppm): 22.09 (CHs); 123.78-146.00 (12 C; 2 Ar); 167.05(C=0, imida);
156.18 (C=0, imida).

5.2.3 Purificacédo e Caracterizacao

Na andlise da Tabela 9, observa-se que a imida ciclica obtida com maior
rendimento bruto foi a 14 (62,86%), porém, quando submetidas a recristalizacéo
com alcool etilico ou uma mistura de solventes (etanol/cloroférmio 8:2), para
aumentar o grau de pureza, houve uma diminui¢do no rendimento, variando entre
15,30% a 48,2%, sem alteracdo do Rf.

Apés a purificagdo, foram determinados os pontos de fusdo (Tabela 9),
havendo uma variacdo entre 174,8°C a 201°C dependendo do tamanho do grupo R
substituinte do anel aromatico, onde os pontos de fusdo encontrados possuem um

pequeno intervalo, o que pode ser considerado um indicativo de pureza.
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Esta Série também foi de facil obtencéo e as reacdes ocorreram de forma

guase limpas, com pouca formacao de subprodutos.

Tabela 9: Rendimento, purificacdo e ponto de fusdo das imidas ciclicas da
Série B, a partir do respectivo acido amico

/
a3
H3C X

\
(@]
Cédigo R RENDIMENTO PURIFICACAO RENDIMENTO P.F.(°C)
BRUTO (%) PURO (%) Recrist.
1 -CH3 31 Recristalizacdo com 19,22 174,8 - 176
etanol
4 -O-CHs 35,45 Recristalizacdo com 24,45 179-178
etanol
7 -H 41,78 Recristalizacdo com 33,69 201 -202,8

etanol/cloroférmio 8:2

10 3,4-Cl, 22,7 Recristalizacdo com 15,30 198.1 —199,6
etanol/cloroférmio 8:2

14 -Cl 62,86 Recristalizagdo com 48,2 195 - 197
etanol/cloroférmio 8:2

Legenda: Cddigo= Ftalimidas obtidas na Série B; R= Grupo substituinte; P.F.(°C) Recrist.=
Ponto de Fusdo das substancias Recristalizadas

As reacdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada e ao
término das reacbes os produtos foram isolados analisados e caracterizados
guimicamente utilizando dados espectroscopicos usuais, como infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear de préton (RMN *H) e carbono13 (RMNI3C).

Os espectros de IV (Figura 20), RMN 'H (Figura 21) e RMN 3C (Figura 22)
da substéancia 4, foram selecionados a titulo de ilustracdo para esta série.

Em relagdo aos dados de Infravermelho da substéncia 4, descritos na
Figura 20, pode-se evidenciar uma banda caracteristica das duas carboxilas

simétricas na regido de 1718.6 cm™, confirmando o fechamento do anel imidico e
uma outra banda na regiao de 1610.6 cm™” das ligacbes C=C aromaticas.
As figuras 21 e 22 ilustram os espectros de RMN-'H e 13C para a

substéancia 4, cujos sinais correspondem a estrutura proposta, e estao indicados no

préprio espectro.
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Figura 20: Espectro de 1V da substancia 4
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Figura 21: Espectro de RMN-'H da substancia 4
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Figura 22: Espectro de RMN-3C da substancia 4
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5.2.4 Andlise In silico: Calculos tedricos computacionais (Série B)

Na avaliacdo in silico da predicdo das propriedades moleculares das
substancias sintetizadas para esta Série B (Tabela 10), foi utilizado o mesmo
meétodo de célculos tedricos e computacionais dos parametros descritos no item
5.1.4.

Verificou-se que o indice de Biodisponibilidade (ABS) para todas as
substancias é de 0,55 e para a Contagem de Violagdes de Egan (EVC), também
ndo houve nenhuma violacdo por parte das moléculas desta Série.

Para a Contagem de Violacdes de Veber (VVC) e para a regra dos 5 de

Lipinski (LRF), ndo se verificou quaisquer violacdes por parte da Série.
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O TPSA (area de superficie polar total) variou entre 39.07 e 48.30 e o
namero de ligacdes rotacionais (RBC) ficou entre 1 e 2. As substancias avaliadas
ndo apresentaram doadores de ligacdes hidrogénio (HBD) e o numero de
aceptores de ligacbes hidrogénio (HBA) variou entre 3 e 4. Além disso, as
substancias analisados apresentaram de 1 a 2 ligacdes rotacionais (RBC).

Para esta Série de substancias, sugere-se dizer que apresentam boa
permeacéo celular e biodisponibilidade oral (BALI; OHRI; DEB, 2012)



Tabela 10: Descritores envolvidos na avaliacédo tedrica ADME para a Série B

(@)
oo
HaC

-

\\o N
Codi R MW (amu) HBD HBA RBC logP TPSA (A ~ABS  EVC WC  LRF

g0 NC+NHET  XlogP _ AlogP

o1 CHs 2512799 0 2 1 2.8000  4.0000  2.4055 39.070 05500 O 0 0
04 “OCHs 2672793 0 3 2 2.7800  3.2670  2.1057 48300 05500 O 0 0
o7 H 237.2533 0 2 1 2.7800  3.3520  2.0971 39.070 05500 O 0 0
10 34Ck 3061434 0 2 1 2.5600  4.5960  3.4039 39.070 05500 O 0 0
14 Cl 2716983 0 2 1 2.6700  3.9740  2.7505 39.070 05500 O 0 0

Legenda: Cédigo= ftalimidas obtidas na Série B; R= grupo substituinte; MW = peso molecular ; HBD = n® doadores de ligacbes
hidrogénio ; HBA = n2 aceptores de ligacdes hidrogénio; RBC = n2 de ligacdes rotacional; TPSA = area total de superficie polar;
ABS = escore de biodisponibilidade; EVC = contagem de violagbes de Egan; VVC = contagem de violagdes de Veber; LRF =
contagem de violacdes da regra dos 5 — Lipinski; logP = coeficiente de particdo octano/agua; NC + NHET= método de previsao
do logP baseado no numero de carbonos (NC) e no nimero de heterodtomos (NHET); XlogP= método atomo-aditivo para o
célculo do coeficiente de particdo octanol-agua (logP); AlogP= método de previsdo do coeficiente de particdo octanol-agua que

foi desenvolvido com 12908 moléculas, a partir do banco de dados PHYSPROP.
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5.2.5 Atividade Biologica

5.2.5.1 Atividade anticancer in vitro

A partir dos resultados descritos na Tabela 11, é possivel observar o efeito
citotéxico de imidas ciclicas (Série B), em diferentes linhagens de células
cancerigenas. Como pode ser observada, a substancia 14 apresentou efeito
citotoxico contra as linhagens de prostata (PC-3), ovario (OVCAR-03) e leucemia
(K562), com inibicdo total de crescimento celular nas concentracdes de 54,9, 101,6
e 53,6 ug/mL, respectivamente. Por outro lado, as substancias 1 e 4 apresentaram
atividade somente contra células do ovéario (OVCAR-03). A substancia 4 reduziu
significativamente a viabilidade celular para esta linhagem, quando comparado com
o controle Doxorrubicina, na concentracao de 3,0 pg/mL.

Analisando os resultados frente a linhagem OVCAR-03 (ovario) observa-se
que ndo seguem efetivamente os parametros propostos por Topliss, porém as
substancias mais ativas foram aquelas contendo os substituintes CHs e —OCHs,
grupos que apresentam a caracteristica eletrénica o+, deslocando a densidade
eletrénica da molécula para a porgédo imidica. E importante salientar que as
substancias 1 e 4 apresentam nas suas estruturas moleculares substituintes
diferentes na posicdo 4 (CHs e -OCHs), 0 que sugere a interferéncia destes no
efeito observado. No entanto, estudos adicionais devem ser conduzidos na
tentativa de melhorar a atividade antiproliferativa e verificar seus possiveis
mecanismos de acao.

Varios estudos demonstram que imidas ciclicas N-substituidas apresentam
atividade antitumoral e que a atividade citotoxica pode ser atribuida a natureza
hidrofébica do anel imidico e ao seu potencial eletricamente neutro, o que facilita a
penetracdo das substancias através da membrana celular. Além disto, outros
estudos relatam que os efeitos citotoxicos possam estar relacionados com as
caracteristicas e com o tamanho dos grupamentos substituintes do anel imidico, e
gue estes teriam a capacidade de modificar as propriedades eletrdnicas e estéricas
das substéncias, alterando assim, a sua atividade citotoxica (LOH; COSBY;
SARTORELLI, 1980; FOURNEL et al., 2002; CECHINEL FILHO et al.,, 2003;
PRADO et al., 2004; KENDALL et al., 2007).
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Tabela 11: Efeito anti-proliferativo de imidas ciclicas (Série B) em diversas
linhagens de células cancerigenas

T NT

Cdédigo R 2 m a 7 4 p 0 h k Q
Controle - 0,025 <0,025 0,13 0,028 0,041 <0,025 0,092 0,23 0,10 0,029
1 -CHs >250 >250 >250 >250 >250 >250 6,9 >250 >250 >250
4 -O-CHgs >250 >250 >250 >250 >250 >250 3,0 >250 >250 >250
7 -H >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
10 3,4-Cl >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
14 -Cl >250 >250 >250 >250 >250 54,9 101,6 >250 53,6 >250

Legenda: T= Linhagens tumorais humanas: 2= U251 (glioma); m= MCF-7 (mama); a= NCI-ADR/RES (ovario
com fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos); 7= 786-0 (rim); 4= NCI-H460 (pulmé&o, tipo ndo pequenas
células); p= PC-3 (préstata); o= OVCAR-03 (ovario); h= HT29 (colon); k= K562 (leucemia). NT= Linhagem né&o-
tumoral humana: Q= HaCat (queratinécito). Cédigo= Ftalimidas obtidas na Série B; Controle= Doxorrubicina; R=
Grupo substituinte; TGI= Inibicéo total de crescimento (ug/mL).

5.2.5.2 Atividade in vitro das substancias ftalimidicas da Série B para inibicdo

das enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e MAO-B)

Avaliou-se o efeito das substancias sintetizadas nas enzimas monoamina
oxidase A e B (MAO-A e B), sendo os resultados obtidos descritos na Tabela 12.
As substancias desta série apresentaram uma inibicdo da atividade
enzimatica pouco promissora para MAO-A, enquanto que as substancias 1, 4, 10 e
14 apresentaram inibicdo da atividade enzimatica para MAO-B entre 59 a 68%,
indicando que seu ICso devera ficar proximo a 100 uM. A ftalimida 7 apresentou
uma inibicdo da atividade enzimatica pouco promissora para MAO-A e MAO-B.
As substancias 1, 4, 10 e 14 apresentam nas suas estruturas moleculares
grupos substituintes na posicdo trés e/ou quatro, sugerindo que parametros
estéricos ou conformacionais podem estar diretamente envolvidos nos efeitos

observados.
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Tabela 12: Atividade in vitro nas enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e —B),
das substancias ftalimidicas da Série B

Inibicdo (%)

Cddigo R MAO-A MAO-B
1 -CHs <50 68
4 -O-CHs <50 59
7 -H <50 <50
10 3,4-Cl; <50 63
14 -Cl <50 61
Clorgilina - 100 N.T.
Pargilina ) N.T. 100

Legenda: Cdédigo= Ftalimidas obtidas na Série B (100 uM); ICso da clorgilina= 0,004 uM; ICso da
pargilina= 0,13 pM; N.T.= N&o testado; MAO-A= Enzimas monoamina oxidase A; MAO-B= Enzima
monoamina oxidase B; R= Grupo substituinte.

5.2.5.3 Atividade antifungica

Quanto aos resultados da avaliacao antifungica, verificou-se que esta Série

B ndo apresentou atividade contra as inUmeras cepas avaliadas.

5.2.5.4 Avaliacédo da atividade anti-inflamatéria in vitro de inibidores da COX-1

e COX-2

A ciclo-oxigenase é a enzima limitante da velocidade na sintese de
prostaglandinas durante o processo inflamatério. Os niveis de prostaglandina, em
especial PG2, sdo muitas vezes utilizados como uma medi¢cdo da atividade da
ciclo-oxigenase (BASILE et al.,, 2012). A COX-1 e COX-2 sdo enzimas que
catalisam a conversdo do acido araquidénico em PGG2 (por via da atividade da
ciclo-oxigenase) e a conversdo subsequente de PGG2 a PGH2 (por via da
atividade da peroxidase). A atividade antinflamatoria, pela inibicdo da ciclo-
oxigenase foi medida por teste imuno-enzimatico para PG2a.

A partir dos resultados, verifica-se que todas as substancias mostraram

uma inibicdo potencial da COX-1, quando comparados com a nimesulida (COX-1
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de controle). Destaque para a substancia 1 que também apresentou uma boa
inibicdo da COX-2.

Com estes resultados, foi possivel calcular o ICso para todas as
substancias, descrito na Tabela 13, onde observa-se que para a COX-1 os
resultados variaram de 2,63 a 0,21 pM/mL, tendo a substancia 14 resultado
proximo da nimesulida ICso (COX-1 controle). Para a COX-2, a ICso variou de 2,24
a 1,15 pM/mL, sendo que a substancia 1 apresentou ICso melhor que a nimesulida.
Os indices de seletividade foram calculados, demonstrando que as substancias,
com excecao da substancia 1, apresentam atividade melhor para a COX-1.

Estes resultados colaboram com os estudos, que mostram a inibicdo da
atividade da enzima COX-1 / COX-2 por substancias imidicas (SANO et al., 2004;
ANANA et al., 2006). Outros estudos descrevem que algumas estruturas imidicas
possuem seletividade para COX-2 (ABDEL-AZIZ et al.; 2011; STEFANI et al., 2012;
AL-SUWAIDAN et al., 2013).

Tabela 13: Atividade da inibicdo da enzima COX-1 / COX-2 para as substancias da

Série B
O
//
I~
H,;C \\ R
(@)
Codigo R COX-1ICso(UM/ML)  COX-2 ICs(UM/mL) Sl

1 -CHs 263 1.15 2.29
4 -0-CHa 1.13 2.02 0.56
7 -H 1.75 2.24 0.78
10 3,4-Clz 1.33 2.04 0.65
14 -Cl 0.21 211 2.07
Nimesulida - 0.12 1.70 0,07

Cédigo= Ftalimidas obtidas na Série B; ICso= Concentracédo de substancias requerida para produzir
50% inibi¢&o; SI= Indice de seletividade (COX-1 Clso / COX-2 Clso)

Os resultados indicam que somente para COX 2 pode-se observar uma
relacdo estrutura-atividade com base no método manual proposto por Topliss. A

ordem de poténcia observada (ordem crescente) é: 7<14 <10 <4 <1, que de acordo
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com a Tabela 1 de Topliss tem como parédmetro preponderante 1T-20. Sugerindo
que os substituintes 4-N(C2Hs)2, 4-N(CH3s)2, 4-NH2, 4-NHC4Hy, 4-OH, 4-OCH(CH3)2,
3-CHs e 4-OCHs (Tabela 2) podem aumentar o efeito biolégico observado neste

estudo, porém novos estudos sdo hecessarios para confirmar esta hipotese.

5.2.5.5 Atividade antiparasitéaria

A regido amazobnica abriga uma grande variedade dermotropica de
Leishmania (RANGEL; LAINSON, 2009), onde a avaliacdo da toxicidade de
substancias novas, candidatas a farmacos, deve ser um dos primeiros passos para
a utilizacdo destas substancias em modelos animais. Atualmente, os farmacos
utilizados para parasitas como L. braziliensis mostram uma alta toxicidade, pois
metabodlitos formados, a partir dos farmacos utilizados, afetam tecidos do
hospedeiro devido a sua alta reatividade (DIAS; DESSOY, 2009).

Na busca por novos agentes antiparasitarios, quatro substéncias desta
Série B, foram testadas contra linhagens celulares de Leishmania amazonenses
(Lma) e L. brasiliensis (M2904 C192 RJA). Os resultados foram comparados com
padrées de referéncia e a viabilidade celular foi determinada pelo método XTT. As
concentragdes inibitdérias minimas obtidas para cada substancia estdo descritas na
Tabela 14.

A substancia 1 foi a Unica que apresentou uma pequena atividade

antiparasitaria com ICso de 98 ug/mL, contra L. braziliensis.
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Tabela 14: Atividade antiparasitaria das substancias da Série B in vitro nas formas
promastigotas de Leishamania amazonenses e L. brasiliensis atraves
do método colotimetrico XTT

Caddigo R ICsoLma ICs0m2904
CAT - 19,3+0,3 20,2+0,2
Anfotericina B - 0,25+0,05 0,07+0,01
1 -CHs >100 98+2
4 -O-CHs >100 >100
-H >100 >100
10 3,4-Cl >100 >100

Valores de ICso pg/mL= Avaliagdes a 100 — 50 — 25-12,5- 6,2 - 3,1 - 1,5 pg/mL; Cédigo= Ftalimidas
obtidas na Série B; CAT= Alcaloides totais de Galipea longiflora; Anfotericina B= Droga controle;
Lma= L. amazonenses; M2904= L. brasiliensis.

5.1.4.5 Avaliacao da atividade gastroprotetora induzida por etanol

No modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol (Figura 23), a
substancia ftalimidica sintetizada nesta série, N-fenil-4-metilftalimida (7),
apresentou diminuicdo significativa no indice de lesbes, na dose de 30 mg/Kg,
gquando comparados com o controle negativo (veiculo). Além disso, apresentou
similaridade na diminuicdo da porcentagem de lesdes, quando comparada ao
controle positivo (carbenoxolona, 200 mg/kg).

Sugerem-se futuros ensaios com doses menores e/ou modificacOes
estruturais para verificar a manutencdo do efeito gastroprotetor e a possivel
diminuicao dos efeitos toxicoldgicos.

Esse modelo de avaliagdo € comum na triagem de farmacos com atividade
gastroprotetora, fornecendo indicios relevantes de mecanismos de acdo das
substancias em estudo, podendo estar associados a fatores antinflamatérios e/ou
fatores antioxidantes, na reducéo da secrecdo acida e producdo de muco (RAIHA
et al.; 1988; LEMOS et al., 2011).
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Figura 23: Avaliacdo da atividade gastroprotetora da N-fenil-4-carboxilftalimida
sintetizada nesta série, in vivo, no modelo de Ulcera induzida por
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Os resultados expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM) de % de lesGes gastricas
induzidas por etanol. Os animais foram tratados com veiculo (dgua destilada), carbenoxolona (200
mg/kg), substancia 7 (30 mg/kg). *p<0,05 substéncia 7; **p<0,01 carbenoxolona (controle positivo).
Testes realizados pela comparagdo multipla de Dunnett's.



PARTE 3

5.3 Imidas ciclicas derivadas do anidrido 1.2, 4-benzenotricarboxilico ou 4-

carboxilftalico (Série C)

5.3.1 Sintese

As substancias obtidas nesta série, foram obtidas seguindo a rota sintética
do esquema geral proposto na Figura 24, onde utilizou-se como reagente de
partida o anidrido 1,2,4-benzenotricarboxilico ou 4-carboxilftalico com diferentes

anilinas n-substituidas.

Figura 24: Esquema geral proposto para as reacfes de sintese de imidas ciclicas
derivadas do anidrido 1,2,4-benzenotricarboxilico ou 4-carboxilftalico

Eter CH ,COOH
Ag|ta<;ao Refluxo
H,N
X

X= 4-CHjs, 4-O-CHs, 4—H, 3,4-Cz2 e 4-Cl

Para uma melhor organizacéo dos resultados cada reacéo esta descrita, a
seguir, em detalhes quanto as quantidades utilizadas, os rendimentos e a

caracterizacéo de cada substancias obtida.

4.3.2 Procedimento para a obtencdo das imidas derivadas do anidrido 1,2,4-
benzenotricarboxilico ou 4-carboxilftalico (Série C)

Obtencao da N-(4-metil)-fenil-4-acido carboxiftalimida (2)

‘ /o Em um Erlenmeyer foi adicionado (1 g) anidrido 1,2,4-
HO NOCH3 benzenotricarboxilico em (10 mL) de éter etilico e (0,51 g)
N p-toluidina. A reacéo foi mantida sob agitacdo mecanica,

em temperatura ambiente, por aproximadamente 5 minutos. O precipitado formado
foi filtrado em funil de BUchner, lavado com éter gelado e mantido em dessecador a

vacuo por 24 horas. A substancia formada foi um p6 branco que, em seguida, foi
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submetido a um refluxo com 10mL de acido acético glacial, durante um periodo de
2 horas. Apés o término deste, o produto foi vertido sobre banho de agua-gelo,
formando um precipitado. Este foi filtrado e mantido em dessecador a vacuo com
silica gel por 24 horas. O solido obtido foi recristalizado em etanol a quente,
formando-se cristais brancos. Férmula Molecular: Ci16H11NO4, Massa Molecular:
281.26284. IR (KBr) (cm?): 3250.5 (OH); 1716.5 (C=0, carboxil); 1699.3 (C=0;
imida); 1217.1 (C-OH). RMN-'H (CDCIsz + gotas MeOD) (ppm): 2.33 (s, 3H, CHz);
7.19-8.49 (7H, 2 Ar). RMN-3C (CDCls) (ppm): 21.00 (CHz3); 22.06 (CHs); 123.58-
138.40 (12 C, 2 Ar); 166.48 ( 2 C=0, imida); 166.67 (C=0, carboxila). Estes dados

estdo de acordo com aqueles reportados na literatura (DABIRIA et al., 2007).
Obtencéo da N-4’-metoxi-fenil-4-4cido carboxiftalimida (5)

| 7 Metodologia similar a obtencdo da substancia 2,
HOJ\E:ESNOO utilizando o anidrido 1,2,4-benzenotricarboxilico (1
\
CHj|

g) e 4-anisidina (0,64 g) como nucledfilo. Formou

um pdé amarelo que, em seguida, foi recristalizado com élcool etilico a quente,
formando-se cristais amarelos. Formula Molecular: CisH11NOs. Massa Molar:
297.26224. IR (KBr) (cm?): 3250.5 (OH); 1715.7 (C=0, carboxil); 1707.0 (C=0;
imida); 1253.7 (C-OH). RMN-H (DMSOQuds) (ppm): 3.81 (s, 3H, OCHgs); 7.06 — 8.42
(7H, 2 Ar). RMN-13C (DMSOus) (ppm): 55.56 (OCHs); 114.33-159.14 (12 C, 2 Ar);
166.17 ( C=0, imida); 166.72 (C=0, carboxila).

Obtencao da N-fenil-4-acido carboxiftalimida (8)

/7’ Metodologia similar a obtencdo da substancia 2,
HOJI\CE>N4© utilizando o anidrido 1,2,4-benzenotricarboxilico (1 g) e

\}) anilina (0,48 g) como nucledfilo. Formou um po

branco que, em seguida, foi recristalizado com uma mistura de alcool etilico e
cloroférmio (8:2) a quente, formando-se cristais brancos. Formula Molecular:
C1sHoNO4. Massa Molecular: 267.23626. IR (KBr) (cm™): 3509.1 (OH); 1715.5
(C=0, carboxil); 1710.9 (C=0; imida); 1296.1 (C-OH). RMN-'H (DMSOQus) (ppm):
7.44-8.43 (8H, 2 Ar). RMN-3C (DMSOuds) (ppm): 123.56-136.61(12C, 2Ar); 166.00
(C=0, imida); 166.48 (C=0, carboxila).
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Obtencéao da N-3,4-diclorofenil-4-acido carboxiftalimida (11)

‘|3 /7 cl Metodologia similar a obtencdo da substancia 2,
HO/K@N@C utilizandoo anidrido 1,2,4-benzenotricarbo ilico (1 g) e

\g 3,4-dicloro anilina (0,42 g) como nucledfilo. Formou

um po amarelo que, em seguida, foi recristalizado com uma mistura de metanol e
cloroformio 1:1 a quente, formando-se cristais amarelos. Formula Molecular:
Ci15H7CI2NO4. Massa Molecular: 336.12638. IR (KBr) (cm™): 3091.1 (C=0); 1724.4
(C=0, carboxil); 1683.9 (C=0, imida); 12209 C-OH). RMN-H
(CDCI3/DMSQuds 1:1) (ppm): 6.65-7.67 (6H, 2Ar). RMN-13C (CDCI3) (ppm): 122.38-
135.39 (12 C; 2 Ar); 164.13 (2 C=0, imida); 164.22 (C=0, carboxila).

Obtencé&o da N-4’-clorofenil-4-acido carboxiftalimida (13)

? 7 Metodologia similar a obtencdo da substancia 2,

HO N@C, utilizando o anidrido 1,2,4-benzenotricarboxilico (1 g) e
4-cloro-anilina (0,66 g) como nucledfilo. Formou um pé

[¢]

branco que, em seguida, foi recristalizado com uma mistura de metano e
cloroformio 1:1 a quente, formando-se cristais brancos. Formula Molecular:
C1sHsCINO4. Massa: 301.68132. IR (KBr) (cm™): 3059.1 (C=0); 1724.4 (C=0,
carboxil); 1701.2 (C=0, imida); 1220.9 C-OH). RMN-!H
(CDCI3/DMSQuds 1:1) (ppm): 6.92-7.98 (7H, 2Ar). RMN-13C (CDCIs) (ppm): 122.71-
136.16 (12 C; 2 Ar); 164.96(2 C=0, imida; C=0, carboxila).

5.3.3 Purificagéo e Caracterizacao

Na analise da Tabela 15, observa-se que a imida ciclica obtida com maior
rendimento bruto foi a 8 (39,49 %), porém, quando submetidas a recristalizacédo
com etanol ou uma mistura de solventes, para aumentar o grau de pureza, houve
uma diminui¢do no rendimento, variando entre 10% a 39,49%, sem alteracéo do Rf.

Apbés a purificacdo, foram determinados os pontos de fusdo (Tabela 16),
havendo uma variacdo entre 174,8°C a 201°C dependendo do tamanho do grupo R
substituinte do anel aromatico, onde os pontos de fusdo encontrados possuem um

pequeno intervalo, o que pode ser considerado um indicativo de pureza.
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Esta Série C também foi de facil obtencdo e as reacbes ocorreram de
forma limpa, com pouca formagéo de subprodutos. Todas as substancias obtidas
foram submetidas a recristalizacdo com etanol ou uma mistura de solventes (alcool
etilico/cloroférmio 8:2 e metanol/cloroférmio 1:1) para aumento do grau de pureza
havendo perdas significativas, mas o Rf foi mantido. Apds, foram analisadas e
caracterizadas.

Na mesma Tabela 15, estdo descritos os rendimentos e purificacées das
substéancias, tendo a 11 com maior rendimento bruto (60,90%), através da Rota
Sintética indireta, ou seja, primeiro houve a formacdo do acido amico para em
seguida, ocorrer o fechamento do anel.

ApOGs a recristalizacdo as substancias foram caracterizadas através da
determinacao do ponto de fusdo (Tabela 15), havendo uma variagéo entre 243 °C a
296 °C.

Tabela 15: Rendimentos e Purificacdo das substancias sintetizadas na Série C

9 o
ot
HO
N—&

\ X
o
Cadigo R RENDIMENTO PURIFICACAO RENDIMENTO P.F.(°C)
BRUTO (%) PURO (%) Recrist.
2 -CHs 37,37 Recristalizagdo com etanol 21,0 268 -269.3
5 -O-CHs; 54 Recristalizacdo com etanol 19,44 265 - 267
8 -H 53,81 Recristalizacdo com 39,49 243,3-244,4

etanol/cloroférmio 8:2

11 3,4-Cl, 60,9 Recristalizacdo com 10,0 291 -292,9
metanol/cloroférmio 1:1

13 p-Cl 56,05 Recristaliza¢cdo com 37,45 296 —297.5
metanol/cloroformiol:1

Cédigo= Ftalimidas obtidas para a Série C. R= Grupo substituinte; P.F.(°C) Recrist.= Ponto de Fuséo das
substancias Recristalizadas,

Os espectros de IV (Figura 25), RMN 'H (Figura 26) e RMN 3C (Figura 27) da
substéancia 2, foram selecionados a titulo de ilustracédo para esta série.

Em relacdo aos dados de Infravermelho descritos na Figura 25, pode-se
evidenciar a presenca de absorcdo de C-OH na regido de 1217.1 cm™? e de

absorcdo de OH do grupo carboxila na regido de 3250.5 cm™. Na regido de 1699.3
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-1 2 ;s . e . .
cm *, ha uma banda caracteristica das duas carboxilas simétricas, confirmando que
o anel imidico esta fechado. Pode-se evidenciar também presenca de uma
absorcdo de na regido de 1716.5 cm correspondentes a carboxila C=0, de &cido

carboxilico, para a substancia 2.

As figuras 26 e 27 ilustram os espectros de RMN-H e “c para a
substancia 2, cujos sinais correspondem a estrutura proposta, e estao indicados no
préprio espectro.

Figura 25: Espectro de IV da substancia 2
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Figura 26: Espectro de RMN-!H da substancia 2
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Figura 27: Espectro de RMN-*3C da substancia 2
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5.3.4 Andlise In silico: Calculos tedricos computacionais (Séries C)

e

Na avaliacdo in silico da predicdo das propriedades moleculares das

substancias sintetizadas para esta Série (Tabela 16), foi utilizado 0 mesmo método

de calculos tedricos e computacionais dos parametros descritos no item 5.1.3.

Verifica-se que o Indice de Biodisponibilidade (ABS) para todas as

substancias é de 0,55 e para a Contagem de Violacdes de Egan (EVC), ndo houve

nenhuma violacdo por parte dessas substancias.

Para a Contagem de Violacdes de Veber (VVC) e para a regra dos 5 de

Lipinski (LRF), ndo se observou quaisquer violacdes para esta série.
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O TPSA (érea de superficie polar total) ficou entre 76.370 e 85.600 e o
namero de ligacdes rotacionais (RBC) ficou entre 2 e 3. As substancias avaliadas
apresentaram 1 doador de ligacdes hidrogénio (HBD) e o niumero de aceptores de
ligacdes hidrogénio (HBA) variou entre 4 e 5. Além disso, apresentaram de 1 a 2
ligacdes rotacionais (RBC).

Apbs esta andlise, sugere-se dizer que estas substancias apresentam boa
permeacéo celular e boa biodisponibilidade (BALI; OHRI; DEB, 2012)
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Tabela 16: Descritores envolvidos na avaliacdo teérica ADME da Série C

(@]
ot
HO
N—Q
\

)

X

Codigo R MW (amu) HBD HBA RBC logP TPSA (A ABs EVC VWWC LRF
NC+NHET XlogP  AlogP

02 -CHs 281.2628 1 4 2 26700  2.9670 1.7953  76.370 0,5500 0 0 0
05 -O-CHs  297.7622 1 5 3 25600  2.6560 1.4955  85.600 0,5500 0 0 0
08 -H 267.2362 1 4 2 25600  2.7410 1.4869  76.370 0,5500 0 0 0
11 34-Cl2  336.1263 1 4 2 2.3400  3.9850 2.7937  76.370 0,5500 0 0 0
13 -Cl 301.6813 1 4 2 2.4500  2.4300 1.7261  76.370 0,5500 0 0 0

Caodigo= ftalimidas obtidas na Série C; R= grupo substituinte; MW = peso molecular ; HBD = n? doadores de ligacGes hidrogénio ;
HBA = n2 aceptores de ligacdes hidrogénio; RBC = n2 de liga¢des rotacional; TPSA = &rea total de superficie polar; ABS = escore de
biodisponibilidade; EVC = contagem de violacdes de Egan; VVC = contagem de viola¢des de Veber; LRF = contagem de violacfes da
regra dos 5 — Lipinski; logP = coeficiente de particdo octano/agua; NC + NHET= método de previsdo do logP baseado no niumero de
carbonos (NC) e no numero de heteroatomos (NHET); XlogP= método atomo-aditivo para o calculo do coeficiente de particdo octanol-
agua (logP); AlogP= método de previsdo do coeficiente de particdo octanol-agua que foi desenvolvido com 12908 moléculas, a partir
do banco de dados PHYSPROP.
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5.3.5 Atividade Bioldgica

5.3.5.1 Atividade anticancer in vitro

Nos resultados descritos na Tabela 17, o efeito citotoxico das ftalimidas
da Série C foi testado em inUmeras linhagens de células cancerigenas. Pode ser
observado que as substancias sintetizadas apresentam atividade antiproliferativa
contra a maioria das linhagens principalmente cancer de ovario (OVCAR-03),
onde a variagao de inibicdo total de crescimento celular ocorreu entre as
concentracbes de 34,5 a 1,1 ug/mL. A ftalimida 13 apresentou melhor efeito
citotoxico contra esta linhagem, com uma inibicdo total de 1,1 pug/mL, quando
comparado com o controle.

Salienta-se que a substancia 13 apresenta na sua estrutura molecular o
atomo de cloro na posi¢cdo quatro, sugerindo que parametros estéricos ou
conformacionais estéo envolvidos no efeito observado.

Durante a avaliacdo da atividade biologica verifica-se que parametros
hidrofébicos (1), eletrbnicos (o) e estéricos (Es) dos substituintes no anel
aromatico influenciam diretamente na melhora da atividade farmacolbgica das
substancias (BUZZI; CECHINEL FILHO; CORREA, 2010; CAMPOS;
MALHEIROS; NIERO; CECHINEL FILHO, 2014).

Novos estudos e testes mais complexos devem ser realizados, com
outras linhagens celulares, a fim de verificar novas possibilidades para estas
moléculas e descrever seus possiveis mecanismos de acdo. Estes estudos
serdo promissores, pois estdo de acordo com os trabalhos anteriormente
citados, onde derivados de imidas ciclicas apresentaram atividade
anticancerigena (CECHINEL FILHO et al., 2003; FOURNEL et al., 2002;
KENDALL et al., 2007; LOH; COSBY; SARTORELLI, 1980; PRADO et al., 2004).
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Tabela 17: Efeito anti-proliferativo de imidas ciclicas (Série C) em diversas
linhagens de células cancerigenas

o o
ot

HO
N

~R

fy x

T NT

Cédigo R 2 m a 7 4 p o} h k Q

Controle - 0,025 <0,025 0,13 0,028 0,041 <0,025 0,092 023 0,10 0,029
2 -CHs >250 >250 >250 >250 >250  149,7 32,9 >250 >250 >250
5 -O-CHs  >250 >250 217,1 >250 >250 241,2 345 >250 >250 >250
-H >250 >250 >250 >250 >250 >250 21,9 >250 >250 >250

11 34-Cl 1169 103,0 1916 >250 485 49,6 26,9 117,3 >250 250
13 p-Cl >250 >250 >250 >250 >250 1234 1,1 >250 >250 >250

T: Linhagens tumorais humanas - 2 = U251 (glioma); m = MCF-7 (mama); a = NCI-ADR/RES (ovario com
fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos); 7 = 786-0 (rim); 4 = NCI-H460 (pulm&o, tipo ndo pequenas
células); p = PC-3 (préstata); o = OVCAR-03 (ovério); h = HT29 (colon); k = K562 (leucemia); NT: Linhagem
ndo-tumoral humana - Q = HaCat (queratindcito); Cédigo= Ftalimidas obtidas na Série C; Controle=
Doxorrubicina; R= Grupo substituinte; TGI= Inibi¢&o total de crescimento (ug/mL)

5.3.5.2 Atividade in vitro das substancias sintetizadas na inibicdo das

enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e MAO-B)

Observando a Tabela 18, verifica-se que as substancias desta série

apresentaram resultados pouco promissores para

inibicdo da atividade

enzimatica da MAO-B, enquanto 2 e 11 também apresentaram resultados pouco

promissores para MAO-A. As substancias 5 e 13 apresentaram uma seletividade

para MAO-A, tendo uma inibicdo da atividade enzimatica de aproximadamente

60%, indicando que seu ICso devera ficar préximo a 100 uM. Por fim, a ftalimida

8 se destaca por ter apresentado uma atividade inibitéria bem superior aos

demais (91%) na inibicdo da MAO-A, indicando que esta € uma substancia que

apresenta uma promissora atividade, necessitando de futuros testes na tentativa

de melhorar a atividade para MAO-A.
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Tabela 18: Atividade in vitro nas enzimas monoamina oxidase A e B (MAO-A e
—B), das substancias ftalimidicas da Série C

Inibicdo (%)

Cddigo R MAO-A MAO-B
2 -CHs <50 <50
5 -O-CHs 60 <50
8 -H 91 <50
11 3,4-Clz <50 <50
13 -Cl 62 <50
Clorgilina - 100 N.T.
Pargilina N.T. 100

Cdédigo= Ftalimidas obtidas na Série C (100 uM); ICso da clorgilina= 0,004 uM; ICso da pargilina=
0,13 pM; N.T.= Nao testado; MAO-A= Enzima monoamina oxidase A; MAO-B= Enzimas
monoamina oxidase B; R= Grupo substituinte.

5.3.5.3 Atividade antifungica

Os resultados das atividades antifungicas da Série C, foram pouco
promissores, onde a substancia 13 que apresentou melhor atividade antifiingica
contra a linhagem M. gypseum DSM3824, com uma inibicdo minima de 16
pg/mL, quando comparado com o controle Fluconazol. Esta substancia
apresenta na sua estrutura molecular o 4&tomo de cloro na posi¢cdo quatro,
sugerindo mais uma vez que 0s parametros estéricos ou conformacionais estao
envolvidos no efeito observado.

Futuros testes devem ser conduzidos na tentativa de melhorar a
atividade antifingica, com outros micro-organismos, a fim de verificar seus

possiveis mecanismos de acao.

5.3.5.4 Atividade antiparasitaria

Os resultados de concentragdo inibitéria minima obtida na atividade
antiparasitaria para a Série C, estdo descritos na Tabela 19. Observa-se o

resultado da substéncia 11, onde apresenta concentragéo inibitoria minima
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contra a Lma na concentracao de 43,4 y/L e 74 p/L para M2904. As demais
substancias apresentaram inibicAo somente contra cepas de M2904. Na
estrutura da sunstancia 11, observa-se que ha dois atomos de cloro ligados, na
posicdo trés e quatro do anel benzénico, sugerindo, em funcdo do cloro ser um
atomo elétron retirador, uma interferéncia eletrbnica sobre o grupo
farmacoforico.

A analise através do método de Topliss, mostra que esta série seguiu 0s
parametros fisico-quimicos (Tabela 1), apresentando atividade contra L.
braziliensis, sendo mais efetivo aquele que possui dois atomos de cloro nas
posicoes 3 e 4 (substancia 11), seguido pela substancia 13 (cloro na posi¢ao
quatro), o que nao possui substituintes (substancia 8), com grupo metil na
posicdo quatro (substancia 2), finalizando com aquele que possui grupo metoxi
na posicdo quatro (substancia 5). Baseado nestas observacdes, sugere-se que
0s parametros eletronicos (11) estéo relacionados com o efeito encontrado. Pode
ser observado que a substancia 11 apresentou uma atividade inibitéria mais
significativa contra L. amazonensis, reforcando a hipotese da importancia dos
efeitos eletronicos.

Tabela 19: Atividade antiparasitaria das substancias da Série C in vitro através
do método colotimetrico XTT

Cddigo R ICsoLma IC50M2904
CAT - 19,3+0,3 20,2+0,2

Anfotericina - 0,25+0,05 0,07+0,01
B
2 -CHs >100 98+2
5 -O-CHs >100 >100
8 -H >100 92+4
11 3,4-Cl 43,415 74+2,6
13 p-Cl >100 7815

Valores de ICso pg/mL= AvaliagBes a 100 — 50 — 25 - 12,5- 6,2 - 3,1 - 1,5 pg/mL;
Cddigo= Ftalimidas obtidas na Série C; CAT= alcaloides totais de Galipea
longiflora; Anfotericina B= droga controle; Lma= L. amazonensis; M2904= L.
brasiliensis.
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5.3.5.5 Avaliacao da atividade gastroprotetora induzida por etanol

No modelo de lesbes gastricas induzidas por etanol (Figura 28), a
substancia ftalimidica sintetizada nesta série, N-fenil-4-carboxilftalimida (8),
apresentou diminuicao significativa no indice de lesbes, na dose de 30 mg/Kg,
quando comparada com o controle negativo (veiculo). Além disso, apresentou
similaridade na diminuicdo da porcentagem de lesbes, quando comparada ao
controle positivo (carbenoxolona, 200 mg/kg).

Por outro lado, foi possivel observar, em alguns animais, emese
e hematuria. Véarias hipéteses podem ser sugeridas entre elas o uso de uma
dose concentrada da substancia em teste, a estrutura molecular apresenta um
grupamento sacador de elétrons (acido carboxilico) no anel aromético da porcéo
ftalimidica, o que pode estar relacionado com a toxicidade encontrada. Sugere-
se futuros ensaios com doses menores e/ou modificagdes estruturais para
verificar a manutencdo do efeito gastroprotetor e a possivel diminuicdo dos

efeitos toxicologicos.

Figura 28: Avaliacdo da atividade gastroprotetora da N-fenil-4-acido
carboxiftalimida sintetizada nesta série, in vivo, no modelo de
Ulcera induzida por etanol
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Os resultados expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM) de % de lesde

induzidas por etanol. Os animais foram tratados com veiculo (agua destilada), cart

(200 mg/kg), substancia 8 (30 mg/Kg). *p<0,05 substancia 8; **p<0,01 carbenoxolona (cunuuie
positivo).Testes realizados pela comparacdo multipla de Dunnett's.
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5.4. Imida-chalcona derivada da imida ciclica N-4’-acetilfenil-4-
metilftalimida

Vérias tentativas foram utilizadas para obter a imida-chalcona da figura
30, a partir da reacdo da imida N-4’-acetilfenil-4-metilftalimida com 4-cloro-
benzaldeido, usando-se o método convencional de condensacdo alddlica ou
ainda uso de micro-ondas, porém os rendimentos foram muito baixos, com
formacdo de outros produtos indesejaveis. Um destes, possivelmente, € a
substancia imidica (acido amico) aberto.

Por outro lado, € importante mencionar que ha a formacdo da imida-
chalcona 2-{4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoiljfenil}-5-metil-1H-isoindole-
1,3(2H)-diona (Figura 30), conforme demonstrado pelo espectro de massas da
substancia extraida da CCD com Rf em cerca de 0,4 e mancha amarela no

visivel, caracteristica de ligacdo CH=CH de chalconas.

A reacdo seguiu a rota sintética da Figura 29, utilizando etanol como
solvente e hidroxido de sédio como catalisador, sob agitacdo magnética por uma
hora e trinta minutos, a temperatura ambiente, conforme descrito por Vogel em
1989, com pequenas modificacdes. Apds confirmacdo do término da reacéo,
através de CCD, verteu-se o produto da reacdo sob agua-gelo e neutralizou-se
com HCI 1 Molar, formando um precipitado branco. Este foi filtrado e mantido em
dessecador a vacuo com silica gel por 24 horas. Uma nova CCD indicou varios

produtos, 3 majoritarios, incluindo um de mancha amarela.

Figura 29: Rota sintética para obtencéo da imido-chalcona derivada da imida 4-
acetilfenil-4-metilftalimida
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Figura 30: Estrutura molecular de uma hibrida imida-chalcona 2-{4-[(2E)-3-(4-
clorofenil)prop-2-enoil]fenil}-5-metil-1H-isoindole-1,3(2H)-diona

(0]
(0]

Formula Molecular: C24H16CINO3
Massa Molecular: 401.84174

O Espectro de massas da imido- chalcona (Figura 31) indica claramente
o PM de 401, e as seguintes rupturas na cadeia principal, indicadas a seguir,
com PM de 137, 165, 236 e 264, confirmando a estrutura proposta. Embora o
rendimento seja ainda baixo em funcdo da mistura complexa formada, a
substancia-alvo € obtida, abrindo perspectivas para novas tentativas e
aprimoramento de metodologia de sintese desta e outras imido-chalconas a

partir das imidas em estudo.
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Figura 31: Espectro de massas da substancia amarela da CCD (imido-chalcona

2-{4-[(2E)-3-(4-clorofenil)prop-2-enoil]fenil}-5-metil-1H-isoindol 1,3
(2H)-diona)
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

v

Foram sintetizadas com rendimentos satisfatorios 3 séries de imidas
ciclicas bioativas a partir dos anidridos ciclicos de acidos dicarboxilicos:
anidrido itacénico (Série A), anidrido 4-metilftalico (Série B) e anidrido 2,4-
benzenotricarboxilico (Série C) e aminas aromaticas, nas quais 0

nitrogénio esta ligado diretamente ao anel aromatico, com substituintes.

Duas rotas diferentes foram utilizadas com o intuito de obter substancias
capazes de atuarem em diferentes alvos terapéuticos e serem candidatas
a farmacos. Entre elas, a RSifoi escolhida por apresentar maior
rendimento reacional, sendo viavel a formacdo das respectivas imidas

ciclicas.

As reacbOes ocorreram normalmente, sob agitacdo e temperatura
ambiente, embora a formacdo das imidas ciclicas necessitassem
condicbes especiais, ou seja, da formacdo de uma substancia
intermediaria (4cido amico) e do refluxo na ciclizagcdo do anel imidico,
utiizando como agente desidratante o acido acético, apresentando

rendimentos moderados a satisfatorios.

As substancias estudadas foram caracterizadas inequivocamente através
de espectro de IV, no qual pdde-se detectar a formacéo do anel imidico,
através da presenca das bandas de absorcédo caracteristicas de hidroxilas
e de grupos carbonila. Por meio dos espectros de RMN-H e RMN-13C, foi
possivel comprovar que as substancias sintetizadas foram as propostas

por este trabalho.

As substancias sintetizadas foram analisadas in silico, a fim de avaliar a
probabilidade das substancias serem bons candidatos a farmacos por via
oral, Percebeu-se que nenhuma das trés séries de substancias

apresentaram violagGes das regras propostas por Egan, Lipinski e Veber,
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demonstrando possuirem perfil de biodisponibilidade por via oral, boas
condi¢des para absorcéo intestinal passiva e permeacao celular.

Os Estudos bioldgicos In Vitro realizados para verificar a atividade
antifingica mostraram que as substancias da Série B ndo apresentaram
atividade frente as inUmeras cepas testadas. Dentre as substancias da
Série C, destaca-se a substancia 13, que apresentou melhor atividade
contra M. gypseum DSM3824, na concentragao de 16 pg/mL. Ja na Série
A, que foi a mais promissora, a substancia 15 apresentou baixa
concentracdo minima inibitéria 0,25 pg/mL para T. mentagrophytes

DSM4870, demonstrando poténcia promissora.

A maioria das substancias sintetizadas foram avaliadas quanto a inibicao
da MAO-A e MAO-B, onde apresentaram uma inibicdo da atividade
enzimatica de aproximadamente 60% (substancias 3, 5 e 13 para MAO-A
e substancias 1, 4, 10 e 14 para MAO-B). Destaca-se a substancia 8,
tendo apresentado uma atividade inibitéria bem superior aos demais
(91%) na inibicdo da MAO-A, indicando apresentar uma promissora
atividade.

A avaliagao da atividade anticancer in vitro das substancias, demonstrou
gue a maioria das imidas sintetizadas, apresentam atividade antitumoral
onde as substancias 4 (Série B) e 13 (Série C) reduzem
significativamente a viabilidade celular da linhagem de células do ovario
(OVCAR-03), na concentracdo de 3.0upug/mL e 1,1 pug/mL,
respectivamente. Destaca-se a substancia 15 (Série A), que apresenta
efeitos significativos contra glioma (U251), na concentragcdo de 0,95

png/mL.

Estudos da agéo anti-inflamatoria foram realizados com as substancias da
Série B, demonstrando que todas apresentam inibicdo potencial da COX-

1 e COX-2, destacando-se a substancia 1. Para COX-2 observou-se a
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relacdo estrutura-atividade seguindo Topliss, tendo como ordem

crescente de poténcia o parametro 11-20.

v' Para a atividade antiparasitaria verifica-se que as substancias da Série A
nao apresentam atividade frente as cepas de Leishmania testadas,
enquanto a substancia 1 (Série B) apresentou baixa atividade contra L.
braziliensis, com CI de 98 pg/mL. O destaque € da substancia 11 da Série
C, que apresentou concentracao inibitéria minima contra a Lma na

concentragéo de 43,4 pg/mL e 74 pg/mL para M2904.

v A atividade gastroprotetora para as substancias 7 e 8, apresentaram
diminuicdo significativa no indice de lesbes, na dose de 30 mg/Kg,
gquando comparados com o controle negativo. Ambos apresentaram
similaridade na diminuicdo da porcentagem de lesdes, quando
comparadas ao controle positivo. Porém, a substancia 8 apresentou, em

alguns animais, émese e Hematuria.

v" Foi sintetizada uma imida-chalcona derivada da imida N-4’-acetilfenil-4-
metilftalimida com 4-cloro-benzaldeido, usando o método convencional de
condensacdo alddlica. A reacdo resultou em um baixo rendimento da
substancia desejada, a qual foi caracterizada através de espectroscopia

de massas.

Em virtude da quantidade de novas moléculas desenvolvidas neste
trabalho e das possibilidades de estudos que elas podem desencadear, abrem-
se perspectivas para a continuidade deste, modificando outras partes das
moléculas, como a distancia entre o anel imidico e aromético, introducdo de
novos substituintes no anel aromatico e em outras partes das moléculas, com a
possibilidade de obtencdo de substancias com potencial para atuar como novos

e eficientes farmacos.
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