UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

TESE

SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIACAO ANTIMICROBIANA
DE NOVOS COMPOSTOS AMIDOESTERES E DIESTERES
DERIVADOS DA FTALOILGLICINA E DA
TETRACLOROFTALOILGLICINA

RAFAEL FARIAS DE OLIVEIRA

Jodo Pessoa — PB

Fevereiro/2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

TESE

SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIACAO ANTIMICROBIANA
DE NOVOS COMPOSTOS AMIDOESTERES E DIESTERES
DERIVADOS DA FTALOILGLICINA E DA
TETRACLOROFTALOILGLICINA

RAFAEL FARIAS DE OLIVEIRA*

Trabalho apresentado ao Programa de Pds-Graduacao
em Quimica da Universidade Federal da Paraiba, em
cumprimento as exigéncias para a aprovacao no
doutorado.

Orientador: Prof. Dr. Petronio Filgueiras Athayde Filho

*Bolsista CAPES

Jodo Pessoa — PB

Fevereiro/2021



Catalogagdo na publicacgdo
Secao de Catalogacao e Classificacao

048s Oliveira, Rafael Farias de.

Sintese, caracterizacde e avaliacdo antimicrobiana de
novos compostos amidoésteres e diésteres derivados da
ftaloilglicina e da tetracloroftaleilglicina / Rafael
Farias de 0Olivelira. - Jodc Pessoa, 2021.

195 £. @ il.

Orientacdc: Petrénio Filgueiras Athayde Filho.
Tese (Doutorado) - UFPEB/CCEN.

1. guimica - Farmacologia. 2. Farmacoguimica. 3.
Ftaloilglicina. 4. Tetracloroftaloilglicina. 5.
N-aril-2-cloroacetamida. 6. Atividade antimicrcbiana.
I. Athayde Filho, Petrdnic Filgueiras. II. Titulo.

UFPB/BC CDU 54:615(043)




SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIACAO ANTIMICROBIANA DE
NOVOS COMPOSTOS AMIDOESTERES E DIESTERES DERIVADOS DA
FTALOILGLICINA E DA TETRACLOROFTALOILGLICINA.

Tese de Doutorado apresentada pelo aluno Rafael Farias de Oliveira e aprovada pela

banca examinadora em 24 de Fevereiro de 2021.

| T [ 1
| \

\
+ il . \

-Qjo":. 2 ) ¢ -

Prof. Dr. Petronio Filgueiras de Athayde Filho
Orientador/Presidente

p’&
> 4
A

fa. Dra. Gabriela Fehn Fiss

Examinadora

N

N
*w /Aa A l\ A = (

{ / Prof. Dr. José Alixandre de Souza
Examinador

hodagy (o]

Prof. Dr. Rodrigo Cristiano
Examinador

Hade GAndl Ra Auon

Prof. Dr Cliudio Gabriel Lima Jan%or

Examinador



Dedico esta dissertagédo aos meus pais — Carlos
(in memorian) e Vera pelo seu amor

incondicional.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por estar comigo em todos 0s momentos da minha vida.

A minha mée Vera pela confianga, dedicacdo, compreensdo, forca durante toda essa
caminhada.

A minha esposa Josilene e ao meu filho Samuel, pela paciéncia e carinho. Obrigado por
fazer parte da minha vida.

Ao Prof. Dr. Petronio Filgueiras de Athayde Filho por me aceitar como orientando, pela
paciéncia e principalmente pela confianca para tornar a realizagéo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Bruno de Freitas Lira, pela orientacdo que foi adquirida ao longo desses
anos. Muito obrigado.

Ao Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho, por colaborar com a aquisi¢cdo de reagentes
necessarios para o desenvolvimento dessa pesquisa.

A Prof.2 Dra Gabriela e a doutoranda Priscila por me ajudar no estudo cristalografico das
substancias.

A Prof.2 Dra Edeltrudes do Laboratorio de Micologia (CCS) que realizou os estudos de
atividade antifangica.

A minha familia LPBS e amigos da UFPB: Normando, Thalisson, Min Fu, Graci, Jeane,
Genilson, Adailton, Welisson, Thamires, Priscila, Abrado, Michelle, Fernanda pela ajuda,
conversas, alegria e pela preocupacédo. Agradeco a cada um pela amizade. Meu agradecimento
especial a Helivaldo pela amizade e ajuda indispensavel, sem ele esse doutorado ndo seria
possivel.

Aos colegas da Central Analitica Vicente, Evandro e Alexandro. Ao secretario da Pos-
Graduacao em Quimica, Marcos Pequeno. A Capes, pelo apoio financeiro.

E a todos aqueles que, de maneira direta ou indireta, contribuiram para a realizacdo deste
trabalho.



RESUMO

Titulo: Sintese, Caracterizacdo e Avaliacdo Antimicrobiana de Novos Compostos
Amidoésteres e Diésteres Derivados da Ftaloilglicina e da Tetracloroftaloilglicina.

InfeccBes causadas por bactérias multidrogas-resistentes sdao muito dificeis de tratar
por acdo de antibidticos devido a sua capacidade de desenvolver resisténcia. O
desenvolvimento de novos farmacos e o uso racional dos antibidticos é de fundamental
importancia, sendo as principais medidas para evitar ou diminuir a resisténcia bacteriana.
Entre os compostos heterociclicos a isoindolina-1,3-diona (ftalimida) representa-se como um
importante bloco de construcdo para o planejamento e desenvolvimento de novas variedades
de farmacos, sabendo que compostos com este bloco estrutural possuem grande diversidade
de atividades biologicas tais como: antibacteriana, antifingica, analgésica, anti-inflamatoria,
antiviral, antitumoral, analgésica, anticonvulsivante, entre outros. Neste trabalho, descreve-se
a sintese, caracterizacdo de 27 compostos heterociclicos inéditos derivados da ftaloilglicina e
tetracloroftaloilglicina através de reagfes Sn2 com N-Aril-2-cloroacetamidas e 2-
cloroacetatos de alquila. Todos os novos compostos amidoésteres e diesteres foram
devidamente caracterizados por técnicas espectroscopicas de 1V, RMN de 'H e *C e estudos
cristalograficos. As reacGes apresentaram rendimentos variando de 77-95% para 0S
amidoésteres e 38-75% para os diesteres. Os estudos in silico mostraram que todos os 27
compostos obedeceram a “regra de 5” de Lipinski, o que indica uma boa biodisponibilidade
oral durante a administracao da droga, sendo assim um bom candidato a novo farmaco. Foram
comparados os dados estruturais dos estudos cristalograficos e tedricos do amidoéster 47a. Os
resultados dos testes antimicrobianos mostraram que os diésteres 48h e 48i apresentaram
atividade antibacteriana com CIM 3,072 umol mL? e os diésteres 48a-c, 48e, 48g e 48h-i
apresentaram atividade antifingica com CIM variando entre 0,191-3,693 umol mL™?. Os
diésteres tetraclorados 49a-i apresentaram atividade antibacteriana com CIM variando entre
0,560-2,386 umol mL™ e atividade antifingica com CIM variando entre 0,144-0,280 pmol
mL™. Os amidoésteres 47a-i ndo apresentaram atividade antimicrobiana para as cepas

testadas.

Palavras-chave: isoindolina-1,3-diona, acido 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila)acético, N-aril-2-

cloroacetamida, 2-cloro-acetato de alquila e tetracloroftaloilglicina.



ABSTRACT

Title: Synthesis, Characterization and Antimicrobial Evaluation of Novel Esters amides and
Diesters Compounds Derived from Phthaloylglycine and Tetrachlorophthaloylglycine.

Infections caused by multidrug-resistant bacteria are very difficult to treat due to the
action of antibiotics due to their ability to develop resistance. The development of new drugs
and the rational use of antibiotics is of fundamental importance, being the main measures to
prevent or decrease bacterial resistance. Among heterocyclic compounds, isoindoline-1,3-
dione (phthalimide) represents an important building block for the planning and development
of new varieties of drugs, knowing that compounds with this structural block have a great
diversity of biological activities such as antibacterial, antifungal, analgesic, anti-
inflammatory, antiviral, antitumor, analgesic, anticonvulsant, among others. In this work, we
describe the synthesis, characterization of 27 unpublished heterocyclic compounds derived
from phthaloylglycine and tetrachlorophthaloylglycine through Sn2 reactions with N-Aryl-2-
chloroacetamides and alkyl 2-chloroacetates. All new amidoester and diester compounds have
been properly characterized by IR spectroscopic techniques, *H and *C RMN and
crystallographic studies. The reactions showed yields varying from 77-95% for esters amides
and 38-75% for diesters. In silico studies showed that all 27 compounds followed Lipinski's
“rule of 5, which indicates good oral bioavailability during drug administration, thus being a
good candidate for a new drug. Structural data from crystallographic and theoretical studies of
starch 47a were compared. The results of the antimicrobial tests showed that the diesters 48h
and 48i showed antibacterial activity with CIM 3,072 umol mL-1 and the diesters 48a-c, 48e,
48g and 48h-i showed antifungal activity with MIC ranging between 0,191-3,693 pmol mL™.
The 49a-i tetrachlorinated diesters showed antibacterial activity with MIC ranging between
0,560-2,386 pmol mL* and antifungal activity with MIC ranging between 0,144-0,280 pumol

mL. Compounds 47a-i did not show antimicrobial activity for the strains tested.

Keywords: isoindoline-1,3-dione, 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl) acetic acid, 2-chloro-N-

arylacetamide, 2-chloroacetate and tetrachlorophthaloyl glycine.
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas e parasitarias sdo responsaveis por 23% do percentual de
mortes no mundo e a segunda causa de morte segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS). Na lista da OMS consta trés categorias de acordo com a urgéncia de novos
antibioticos: prioridade critica, alta ou média. O grupo de prioridade critica inclui todos os
microorganismos, que sdo particularmente perigosos em hospitais. Entre elas, estdo as
Enterobacteriaceae (incluindo Klebsiella, E. coli, Serratia e Proteus), bactérias que podem

causar infeccdes graves e frequentemente mortais?.

Atualmente o Brasil estd em alerta com a bactéria Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC), que causa infeccdo e morte em pacientes hospitalizados, principalmente os mais debilitados,
pois é resistente a diversos antibioticos utilizados. Essa resisténcia surge da mutagéo em decorréncia
do uso abusivo e irracional desta classe de medicamentos e pela falta de higiene e cuidados,
ocasionando transmissdo de infeccdes hospitalares?. As bactérias desenvolvem diferentes
mecanismos de resisténcia para inibir a acdo dos antibioticos, como por exemplo, o efluxo
ativo de antibidticos que é o mecanismo atraves do qual as bactérias diminuem a concentragédo

citoplasmatica de drogas pelo bombeamento do antibidtico para o meio extracelular®.

Infeccbes causadas por bactérias multidrogas-resistentes sdo muitas vezes incuraveis
ou muito dificeis o sucesso do tratamento por agdo de antibidticos*®. O desenvolvimento de
novos farmacos contra bactérias ¢ de fundamental importancia na atualidade, sendo uma das

principais medidas para evitar ou diminuir a resisténcia bacteriana.

Derivados de ftalimida estdo envolvidos com uma gama de atividades bioldgicas,
como agentes antiinflamatdrios, anti-hipertensivos, anticonvulsivantes, anti-inflamatérios,
analgésicos, antimicrobianos, entre outras. Os derivados aminoacidos da ftalimida em especial
apresentam excelente atividade antibacteriana e antifingica®. Além disso, eles também s&o
empregados como inibidores de pré-vulcanizacdo usado em sistemas de polimeros de

borracha sulfuradas’.

A sintese de novas imidas ciclicas e a investigacdo do comportamento de suas
propriedades quimicas e bioldgicas ganharam mais importancia nas Gltimas décadas. A cada

ano o numero de trabalhos cientificos com esses compostos estd aumentando



20

consideravelmente®. Com base no exposto acima, ha necessidade de se buscar novos

derivados de ftalimida com atividade antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivos Gerais

O presente trabalho teve por objetivo obter novos derivados da ftaloilglicina (FTG) e
da tetracloroftaloilglicina (TCF) combinados a N-Aril-2-cloroacetamidas e 2-cloroacetatos de
alquila, bem como a avaliacdo de suas potencialidades farmacolégicas como agentes

antimicrobianos.

2.2 Ojetivos Especificos

o Sintetizar a ftaloilglicina a partir do anidrido ftalico e da glicina;

o Sintetizar a tetracloroftaloilglicina a partir do anidrido tetraftalico e da glicina;

o Obter o sal de potassio da ftaloilglicina e o sal de potassio da tetracloroftaloilglicina;

o Obter as N-Aril-2-cloroacetamidas substituidas a partir de respectivas aminas;

o Obter os 2-cloroacetatos de alquila substituidos a partir dos respectivos alcoois;

o Avaliar a biodisponibilidade oral dos amidoésteres e diésteres da ftaloilglicina e dos

diésteres da tetraftaloilglicina pela sua estrutura quimica através do estudo in silico;
o Analisar a existéncia de relacdo estrutura-atividade a partir dos resultados das
atividades antimicrobiana dos amidoesteres e diésteres da ftaloilglicina e dos diésteres

da tetraftaloilglicina frente as cepas de fungos e bactérias.



Capitulo 3
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Ftalimidas

A ftalimida é uma imida ciclica em que dois grupos carbonila sdo ligados a uma
unidade de amina, possui caracteristica estrutural (-CO-N(R)-CO-). Podem ser dividos em
subclasses quanto as diferencas na estrutura quimica (Figura 1)2,

E[éNH [:NH NH ©:‘<\<NH Q NH
o) o) o) o] o

N-Succinimida N-Maleimida N-Glutarimida  N-Ftalimida N-Naftalimida
(1) (2) (3) (4) (5)

Figura 1 - Estruturas caracteristicas das imidas.

A maioria das imidas sdo compostos ciclicos derivados de &cidos dicarboxilicos e seus
nomes refletem o acido original. Exemplos sdo maleimida derivada de &cido maléico e
ftalimida derivada do &cido ftalico. Devido ao grupo —NH- a imida exibe boa solubilidade em

meio polar, podendo participar da ligagdo de hidrogénio®.

Imidas tais como a ftalimida dissolvem-se prontamente em hidroxido de sodio ou
potassio aquoso formando sais solveis em agua. A ftalimida tem natureza acida, devido a isso
pode doar facilmente o préton e formar sais solGveis em agua com bases fortes (Figura 2). E
muito conhecido também o uso da ftalimida de potassio com halogenetos de alquila na

preparacdo de aminas através de um método conhecido como sintese de Gabriel°
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0 o
NH + KOH —_— N'K*  + H,0
o) o)

(4) (6)

Figura 2 - Formacgéo do sal de sddio da ftalimida.

Essa acidez é devido a estabilizacdo da estrutura por ressonancia do par de elétrons
deslocalizado e capacidade eletroretiradora dos oxigénios da carbonila C=0 que enfraquecem
a ligacdo N-H (Figura 3).

0y ¢p 7
@ - Q N - / N
o] Qo 0

(7) (8) (9)

Figura 3 — Formas candnicas para a ftalimida.

Frequentemente, as ftalimidas sdo resistentes a oxidacdo, resistentes ao calor e a
solventes. A reatividade das imidas € um resultado da acidez relativa do grupo -NH, uma
consequéncia direta da presenca dos dois grupos carbonila®. As principais caracteristicas
estruturais responsaveis pela sua atividade sdo o anel de arilo hidrofébico, capacidade de

formar ligacio de hidrogénio e um grupo doador de elétrons®?,

As imidas ciclicas aromaticas ou alifaticas e os seus derivados podem ser obtidos pela
reacdo de acidos dicarboxilicos ou seus anidridos correspondentes com reagentes com um
grupo funcional amino -NH; reativo, através de ataque nucleofilico de grupo amino®2. A
ftalimida ainda pode ser sintetizada via reacdo de Mathews, pela hidrélise de nitrilas por acido
ftalico ou amidas por anidrido ftalico para dar o correspondente &cido carboxilico e a
ftalimida. Uma via sintética geral e interessante para a sintese de imidas é por condensagéo
direta usando anidridos ciclicos ou seus acidos dicarboxilicos correspondentes. Esta

abordagem tem a vantagem de que este reagente especifico também pode servir como
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solvente, especialmente para imidas alifaticas. Para as imidas ciclicas aroméaticas com menor
solubilidade na formamida, pode ser complementado outro solvente apropriado para manter
um meio de reacdo homogéneo e permitir que o produto principal seja obtido com altos
rendimentos (Esquema 1).

o)
NH
[o]
g/ @ ©
Raig N"No
S R N -HCoOY NH
o) 0/ oo H
oH P20s4 (12) © 0
OH N, o (4)
o)
o A
NH
(10)
(4 O
o
NH
(4 ©

Esquema 1 — Possibilidades de rotas sintéticas para a obtencdo da ftalimida.

As ftalimidas ou isoindolina-1,3-dionas possuem um anel imida o qual geralmente
apresenta atividades bioldgicas e farmacéuticas. As ftalimidas receberam atencdo por uma
gama versatil de aplicacdes biolégicas como anticancer®®, analgésicos e antiinflamatdrios,
anticonvulsivantes®®, antimicrobianos'®, hipoglicémicos®’, antitumorais*®, ansioliticos!®, anti-
helminticos® e até atividades anti-HIV-1?1. Vérios trabalhos demonstram que os derivados de
ftalimida possuem grande atividade antimicrobiana??. Os derivados de ftalamida de analogos
de aminoéacidos se destacam pela atividade anti-helmintica?®. As ftalimidas sdo utilizadas
como materiais de partida e intermediarios para a sintese de muitos tipos de alcaldides e sdo

farmacdforos® importantes.

As ftalimidas sdo uma classe importante de compostos, pois, podem ser utilizadas em
sintese organica e em outros campos industriais. Muitas amidas podem ser usadas para a
preparacdo de polimeros sintéticos, que podem ser utilizados como revestimento isolante em
equipamentos elétricos e fibra de vidro e plastico resistente ao calor?*. As imidas ciclicas

também podem ser usadas como reguladores de crescimento de plantas, atuando como
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herbicidas?, fungicidas® e inseticidas?’. Além disso, eles também sdo empregados como
inibidores de prevulcanizagdo usados em sistemas de polimero de borracha sulfurada 2. Outra
funcdo fundamental ¢ a de grupo protetor de aminas primarias?. Seus derivados provaram ter
efeitos bioldgicos semelhantes ou superiores as moléculas bioativas conhecidas, justificando o
interesse pelo desenvolvimento de novos derivados bioativos®®. Alguns exemplos de produtos
comerciais derivados da ftalimida como a talidomida (1), o folpet (11)% e taltrimida (111)*

podem ser vistos na Figura 4 abaixo.

0 0 o % N
N/\/\\\l/
N o N— o
CO- Oy 3K
O O (o)

U () (1)

Figura 4 - Exemplos de produtos comerciais derivados da ftalimida com atividade antiepilético e teratogénica
(1), fungicida (I1) e anticonvulsionante (I11).

3.2 Derivados de Ftalimida com Atividade Antimicrobiana

Zeglam e colaboradores?® verificaram que a presenca do grupo funcional ftalimida dos
compostos derivados da N-aminoftalimida (Esquema 2) é responsavel pela atividade
antimicrobiana e mostraram boas atividades antifingicas e antibacterianas em comparacao

com o antifangico e antibacteriano padrao.

O NyH, EtOH o o o
A,2h J|_ EtOH, A, 30 min N
o — N-NH, + -
2 T HR N\ g
0 o} o]
(11) (13) (14) (15)

A
|

oA OO0

Esquema 2 - Sintese de iminas derivadas da N-aminoftalimida.

Sinica e colaboradores®® sintetizaram complexos metalicos de Zn, Cd e Hg da N-

(Morfolinometil)ftalimida (MMP) (Esquema 3). Com base nos valores das zonas de inibi¢&o



28

medidas, foi observado que os complexos metal cloro e sulfato de MMP exibem maior
atividade do que o ligante MMP livre contra os organismos bacterianos Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. A atividade aumentada dos complexos metélicos pode ser explicada
com base na teoria da quelacdo®*. A quelagdo reduz a polaridade do ion metalico e aumenta o
carater lipofilico do quelato metalico, favorecendo a difusdo do quelato metéalico através da
membrana celular, quanto a sua fungitoxicidade empregando Aspergillus niger e Candida
albicans. Os complexos metélicos sdo invariavelmente mais toxicos para as espécies fungicas
do que o ligante livre. Os complexos metalicos a uma concentracdo mais elevada de 100 ug /

mL apresentam uma atividade comparavel a dos farmacos padréo utilizados.

o) [o MSO0,.2H,0, o
O, Agitagio (48 h) A, EtOH N,\(\
NH+HCH0+E14> N— \
’
N N \O-M:8H2
o] H (o] H.o!
200/
an © "o
M = Zn, Cd e Hg MCI,.2H,0, u
(4) (16) A, EtOH (19)

N/\l;l\ J

> MO

-M<oH,
(0] I\OHZ
(18)

Esquema 3 - Sintese de complexos metélicos de Zn, Cd e Hg da N-(Morfolinometil)ftalimida (MMP).

3.3  Ftaloilglicina e Tetracloroftaloilglicina

A ftaloilglicina é um aminoacido que apresenta caracteristicas estruturais interessantes
na formacdo de complexos metalicos. Seus derivados possuem uma variedade de atividades
biologicas como antidiabéticos e cardioprotetorres®, anticancer®, antimicrobianos®’,
analgésicos e antipiréticos®®, antiinflamatérios e imunomoduladores®®, anti-convulsionante® e
antiepilético** . Devido a sua estrutura os aminoacidos tém a vantagem de apresentar uma
melhor seletividade e especificidade com alvos bioldgicos e assim melhorar sua absorgédo e

biodisponibilidade nos respectivos alvos biologicos, o que, por sua vez, 0s torna mais seguros.

A ftalacdo de um aminoécido é conseguida convenientemente por condensacdo do

aminoacido com o anidrido ftalico a 170-185 °C. Esta reacdo pode ser realizada quer pela
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fusdo de uma mistura equimolar dos reagentes*?, quer por reagdo num solvente adequado, tal

como acido acético glacial ou dimetilformamida’® (Esquema 4).

O

(0] 0O O
oH AcOH, A )—OH A
0 + H,N N o H,N OH
@Q Y Oii S
o o

o

(11) (20) (21)

Esquema 4 - Rotas sintéticas para a obtencéo da ftaloilglicina

Homsi e Kasideh*® sintetizaram uma série de derivados de aminoacidos da N-ftalimida
(Esquema 5) os quais exibiram alta atividade contra Staphylococcus epidermidis, E. Coli e C.
Albicans em todas as concentracfes estudadas, com exce¢do do (R = CH(CHzs)2), que

apresentou uma baixa atividade em comparagdo com os demais aminoacidos.

o R 0 0
OH
0 AcOH, A, 4h _?_
0] + HzN& N
OH R
o)

(0]

(11) (22) (23)
R = H, CH;, CH,(CgHs), CH(CH;),, CH,CH(CH;), e CH,COOH

Esquema 5 - Sintese de derivados aminoacidos do anidrido ftalico.

Reddy e colaboradores® sintetizaram uma série de derivados de aminoacidos da N-
ftalimida (Esquema 6). Todos o0s compostos sintetizados apresentaram atividade
antibacteriana contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus cereus, Micrococcus leteus, Staphylococcus aureus na concentracdo 1mg mL™? e

atividade antifangica contra Aspergillus niger a concentragio de 1mg mL™.
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R
OH
OH R
0 o}
(11) (24) (25)

R = CH,CH,CONH, CH; CH,COOH, CH,CH,COOH, CH,CH,CH,N,H,CNH,,
CH,OH, CH,SH, CH,CgHgOH, CH,CH,SCH; e CH,(C3N,Hs3).

Esquema 6 - Sintese de derivados aminoacidos do anidrido ftalico.

Tella e colaboradores* sintetizaram trés complexos de N-ftaloilglicina e N-
ftaloiltirosina (Esquema 7). Os complexos apresentaram maior atividade contra os trés
microrganismos (Pseudomonas aerugenosa, E. coli, S. aureus e C. albicans) em comparagéo
aos ligantes. Em alguns casos, os ligantes e seus complexos tiveram atividade similar contra
bactérias. A maior atividade dos complexos metalicos pode ser devido aos quelatos metalicos
possuirem propriedades polares e ndo polares juntas; isso 0s torna adequados para permeacao

nas células e tecidos®.

0
N
(M(CH3COOH)2) ,(; :
OH o=
HN*)L sowente (:E‘é}

OO’

°C, S
«95'200 )
(27)
O (21) —)_
o OH
o)
Cry | A

M =2Zn, Nie Cu

(1) ’ 95‘200 °°
S°’Vent (M(CH;COOH),)
_ A MetoH
(26) 1 : E (28)

Esquema 7 - Sintese de N-ftaloilglicina e N-ftaloiltirosina e seus complexos metalicos de Zn, Ni e Cu.

Existem pouquissimas aplicacBes bioldgicas da tetracloroftaloilglicina (TCF). Seus
derivados foram testados como possiveis analgésicos e antipiréticos*® e como inibidores da
enzima a-glucosidade que estd relacionada ao tratamento de doencas como diabetes,
hiperlipoproteinemia, obesidade, céancer e sindrome da imunodeficiéncia adquirida

(AIDS)*'“8, Qutras aplicagBes limitam-se a grupos protetores de aminoacidos*®, atividades
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Oticas e térmicas®, por exemplo. A TCF apresenta-se como um excelente candidato a ndcleo-

base na construgdo de novas moléculas com uma extensa capacidade bioativa.

3.3 N-aril-2-cloroacetamidas

A amida é um grupo funcional originado a partir das reacdes de aminas com derivados
de acido carboxilicos como haletos de acidos, anidridos de acidos carboxilicos e os ésteres.
Em destaque a reacdo de aminas com cloretos de &cido é bem relatada na literatura (Esquema
8) 51,52_

AcONa, AcOH, ta; 1,5 h, 0-5°C

>
- VH2 0o H
KOH, Dioxane, 0-5°C; 5-6 h, ta N
R &, (0]
R
(29) (30) (Et3N ou K,CO3), (DCM, DMF ou THF), 3-8h, 0 °C -t; (31)

Esquema 8 — Possibilidades de rotas sintéticas para a obtencao de N-Aril-2-cloroacetamidas.

As amidas sdo as menos reativas dos derivados acidos e sua estabilidade € a razdo de
sua abundancia em proteinas, acidos nucléicos nos organismos vivos, na forma de ligacdes
peptidicas resultantes da reacdo entre a funcdo acido carboxilico com a amina com saida de
uma molécula de agua®*. Um exemplo de amida com atividade bioldgica bem conhecida é o
paracetamol, que possui atividade analgésica e antipirética e ja é utilizada como farmaco®3.

Pode ser obtida pela reagdo do aminofenol com anidrido acético em THF (Figura 5) >

NH, OJ\NH

(CH5C0),0

THF, 60 °C, 30 min

OH OH
Paracetamol
(32) (33)

Figura 5 - Sintese do paracetamol a partir do p-aminofenol (32).

Al-Janabi®® testou a atividade antibacteriana do paracetamol contra sete bactérias
isoladas, incluindo bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e

Gram-negativas (E. coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Salmonella typhi e
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Paracoccus yeei). O paracetamol apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus e Paracoccus yeei em concentracdes menores que (CIM = 1,25 mg ml™), no entanto,

as Enterobactérias tiveram o crescimento pouco inibido.

Uma importante classe de amidas sdo as N-Aril-2-cloroacetamidas que apresentam
atividades  bioldgicas, como por exemplo, antibacteriana®®®’, antifiingica®*® e
antileishmania®®. Nosso grupo de pesquisa ja vem trabalhando com N-Aril-2-
cloroacetamidas como intermediarios sintéticos estratégicos em reacdes com derivados
mesoidnicos®?, aroilselenoglicolicamida®® e tereftalato®. Cabe destacar os excelentes
resultados antimicrobianos obtidos para derivados de aroilselenoglicolicamida®?.

Katke e colaboradores®’ relataram o uso das N-Aril-2-cloroacetamidas como agentes
antifingicos e antibacterianos. Na sua metodologia (Esquema 9), o cloreto de cloroacetila
reagiu com amina a fim de obter as N-Aril-2-cloroacetamidas. Mostraram boa atividade
inibindo o crescimento de bactérias gram-positivos e gram-negativas e fungos.

R=H

: R=Ar
R=3-CH;

: R=3-CIAr

: R=2-ClAr

: R=2-H;COAr

R=2-OCH3
: R=4-N(CH3),

hT0Q0CTY

o 12h, t.a e
Ar/R-NH, -+ _ 12h,ta.
r 5 \)L oo \)LH,R/Ar

(30)

ST Sae

Esquema 9 - Metodologia de Katke (2011).

Aschale® relatou agdo antifingica das N-aril-2-cloroacetamidas. Na sua metodologia
(Esquema 10), o cloreto de cloroacetila reagiu com amina em bezeno, a fim de obter as N-aril-
2-cloroacetamidas. Para as cepas de fungos testadas 0os compostos apresentaram boa atividade
antifangica contra A. Niger, em especial 0os compostos com R=Br e R=4-N(CH3)> que se

mostraram com resultados melhores que o farmado de referéncia (Bavistin).
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: R=H
NH, a
o \)LNH b: szi-gr
QF N Celle, t.a. d: R=3.Cl
B ——— : -_=
R 34-86% A
(30) XM R=4-N(CHy),

Esquema 10 - Metodologia de Aschale (2012).

Cordeiro e colaboradores® relataram o wuso da 2-cloro-N-(4-fluoro-3-
nitrofenil)acetamida como agente antibacteriano contra Klebsiella pneumoniae. Na sua
metodologia (Esquema 11), 2-cloro-N-(4-fluoro-3-nitrofenil)acetamida foi obtida pela reacéo
do cloreto de cloroacetila com a 4-fluor-3-nitroanilina em presenca de trimetilamina (EtsN).
Para a cepa testada o composto apresentou boa atividade antibacteriana comparada a anédloga
N-(4-fluoro-3-nitrofenil)acetamida n&o clorada.

o]
NH, .-
o Et;N,DMC, 0 °
+ \)L Cta, 20h
NO, 80% NO
2
(34) (30) (35)

Esquema 11 - Metodologia de Cordeiro (2012).

3.4 2-Cloroacetatos de Alquila

O 4cido cloroacético puro € um composto quimico incolor, higroscopico de formula
molecular CICH,COOH. E muito utilizado como intermediéario em sintese organica e como
matéria prima de agentes pesticidas, corantes e farmacos. Acido cloroacético é sintetizado por
cloracdo de &cido acético na presenca de fosforo vermelho, enxofre, ou iodo como catalisador®.
A alta reatividade do grupo de acido carboxilico e a facilidade de substitui¢ao do atomo de a-
Cl sdo caracteristicas que o definem como um excelente intermediario organico sintético
comum, quer como o proprio acido quer como um derivado de acido (por exemplo, sal, éster,

anidrido, cloreto de acilo, amida, hidrazida, etc.). Pode ser formado tanto por hidrolise de
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1,1,2-tricloroetileno catalisada com &cido sulfarico como pela cloragdo catalisada de acido

acético com cloro (Esquema 12).

H2804 O
/=< + 2H,0 — +  2HCI

A OH
(37) (38)
fo) Cat. fo)

+ e +

)LOH A \)LOH

(39) (38)

Esquema 12 - Rotas sintéticas para a obtencédo do acido cloro acético.

Os ésteres de acido cloroacético sdo obtidos por reacdo com alcoois ou olefinas que
sdo importantes industrialmente. O éster metilico derivado do &cido cloroacético é um liquido
transparente com um odor pungente utilizado como solvente e na sintese organica como
intermediario quimico. E irritante e corrosivo para os tecidos podendo causar queimaduras

quimicas por hidrolise para formar etanol e acido cloroacético®®.

Os esteres podem ser sintetizados por uma reacdo de substituicdo acilica nucleofilica
de um é&cido carboxilico com um alcool, catalisada por acido tal como HCI ou H2SOs4, uma
reacdo chamada de esterificacdo de Fischer (Esquema 13), sendo um dos principais métodos

utilizados na producéo de ésteres®’.

iy oI
+ — A H,O
R” “OH R'—OH RJLO,R 2
A
(39) (40) (41)

Esquema 13 — Reagdo de esterificacdo de Fischer.

Um outro método de sintese é a partir da reacdo do cloreto de cloroacetila com alcool
em meio basico formando éster do acido cloroacético. A reatividade do cloroéster, torna-o
adequado para muitas sinteses para produtos farmacéuticos. Esses ésteres sdo muito usados na
sintese de uma vasta gama de compostos heterociclicos, como tiazois, imidazois e tiofenos,

que apresentam atividades bioldgicas diversas®.
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4, ESTRATEGIA DE SINTESE ORGANICA

O planejamento de experimentos € uma etapa fundamental no desenvolvimento e
sucesso de moléculas com potencialidades bioldgicas, a estratégia sintética € um processo
fundamental, pois norteia o estudo e economiza valiosos recursos. Uma nova atividade
biologica pode surgir ou ser potencializada em uma molécula a partir da inclusdo de outra
molécula bioativa ou ndo, por exemplo. Neste estudo optou-se por investigar a existéncia ou
potencializagdo da atividade antimicrobiana de amidoésteres e diésteres derivados da

ftaloilglicina e diésteres da tetracloroftaloilglicina.

4.1 Ftaloilglicina e Tetracloroftaloilglicina

A atividade antimicrobiana dos derivados de ftalimida sdo bem reportados na
literatura®%, o que torna novos derivados de ftalimida muito atrativos para o seu estudo
como moléculas bioativas. Neste trabalho, escolheu-se investigar a ftaloilglicina e
tetracloroftaloilglicina (Figura 6), que sdo derivados ftalimidicos formados a partir do

anidrido ftalico e do anidrido tetracloroftalico com o aminoacido glicina.
o

O
N N
_>—0H _>_OH

Acido 2-(1,3-dioxoisoindolina-2-ila)acético  Acido 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolina-2-ila)acético

(21) (42)
Figura 6 - Estrutura quimica do &cido 2-(1,3-dioxoisoindolina-2-ila)acético e do acido 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-
dioxoisoindolina-2-ila)acético.

4.2 2-N-Aril-2-cloroacetamidas

A atividade antimicrobiana dos derivados das N-Aril-2-cloroacetamidas séo reportados na
literatura, o que torna seus derivados interessantes para o estudo como moléculas bioativas.

Neste trabalho, nove N-Aril-2-cloroacetamidas (Figura 7) foram utilizadas.
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R1

R2

R' = H, NO, CH,CH; CH; Br, Cl, CH(CH), e F

R2=He NO,

Figura 7 — Estrutura dos N-Aril-2-cloroacetamidas.

4.3 2-Cloroacetatos de alquila

A variagdo do numero de carbonos da cadeia alquilica dos ésteres dos derivados de

2-cloroacetatos de alquila permitem variar a lipofilicidade da molécula, que estd associado a

absorcdo de farmacos pelo organismo, o que torna interessante sua investigacdo como

potencial molécula bioativa. Neste trabalho, nove moléculas de 2-cloroacetatos de alquila

(Figura 8) foram obtidas e utilizadas.

(o}

\)Lo’ R?

2-cloroacetatos

(44)

Rs-\( \(\\(\/\8\\(\/\

(b) (c) (d) (e)

Figura 8 - Estrutura dos 2-cloroacetatos de alquila.

NENUUINSL

(9)

Para a sintese dos compostos 47a-i, 48a-i e 49a-i, duas rotas sintéticas foram

estudadas. O esquema 14 mostra uma breve analise retrossintética para a obtencdo dos

amidoésteres 47a-i e 0 esquema 15 uma breve analise retrossintética para a obtencdo dos

diésteres 48 e 49a-i.
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Esquema 14 - Retrossintese dos amidoésteres 47a-i.

A primeira desconexdo baseia-se numa reacdo de alquilacdo via substituicdo
nucleofilica Sn2 onde o ftaloilglicinato de sodio (45) reage com N-aril-2-cloroacetamidas
(43a-i) para a obtencdo dos amidoésteres (47a-i). Os compostos (45) e (43a-i) sé@o
intermediarios chaves para a obtencdo dos compostos finais e suas desconexdes baseiam-se
nas reacdes de neutralizacdo da ftaloilglicina (21) com hidréxido de potassio em etanol e na
acetilacdo entre anilinas substituidas e cloreto de 2-cloroacetila, respectivamente. O
intermediario chave (21), por sua vez, apresenta desconexdes provenientes da condensacéo

com anidrido ftalico (11) com a glicina (20).
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° oH & N
X 3 _>-OH o o
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= X=H(21) 3 3
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Esquema 15 - Retrossintese dos diésteres 48 e 49a-i.

A primeira desconexdo baseia-se numa reacdo de alquilacdo via substituicdo
nucleofilica Sn2 onde o ftaloilglicinato de sodio (45) ou tetracloroftaloilglicinato de sddio

(46) reage com 2-cloroacetatos de alquila (44a-i) para a obtencdo dos diésteres (48a-i) ou
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(49a-i), respectivamente. Os compostos (45) ou (46) sdo intermediérios-chaves para a
obtencdo dos compostos finais e suas desconexdes baseiam-se nas reacoes de neutralizacéo da
ftaloilglicina (22) ou tetracloroftaloilglicina (42) com hidroxido de potassio em etanol. A
obtencédo dos ésteres (44a-d e 44f) baseiam-se na esterificacdo entre acido cloroacético (38) e
alcoois, enquanto, os ésteres (44e e 44g-i) baseiam-se na reacdo entre alcoois e cloreto de
2-cloroacetila (29). O intermediario chave (21) ou (42), por sua vez, apresenta desconexdes
provenientes da condensacdo com anidrido ftalico (11) ou anidrido tetracloroftélico (43) com

a glicina (20).



Capitulo 5
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e Caracteriza¢do da Ftaloilglicina e Tetracloroftaloilglicina e sais de Potassio
correspondentes

A FTG e a TCF podem ser obtidas pela reacdo do anidrido ftalico e do anidrido
tetracloroftalico, respectivamente, com a glicina em acido acético glacial sob refluxo. A
formacdo do ftaloilglicinato e do tetracloroftaloilglicinato de potassio foram obtida pela

reacdo acido-base em solugdo etandlica de hidroxido de potéssio. (Esquema 16).

X o0
X AcOH, 3-8 h, X oo X o0 o
OH 130 °C (refluxo) X )_OH KOH, EtOH X _>_0.K+
+
o HZN/\n/ ' y
X 0 X «
0
X x © x O
X=H(1) Cl43) (20) X = H (21), CI (42) X = H (45), CI (46)
85% 93% 98%  96%

Esquema 16 - Sintese de acidos e sais da ftaloilglicina e da tetracloroftaloilglicina.

A FTG e TCF foram purificadas pelo método de recristalizacdo e apresentaram,
respectivamente, ponto de fusdo (189-190 °C) e (310-315 °C) semelhante aos da literatura
(192°C e 306 °C). A metodologia de obtencao a partir dos anidridos correspondentes com a
glicina apresentou um rendimento de 85% e 93%.

Os acidos foram caracterizados pelos métodos espectroscéopicos de infravermelho e
ressonancia magnética nuclear (RMN) *H e $3C. O espectro de infravermelho da ftaloilglicina
apresenta bandas de absorcdo que sdo caracteristicas para as confirmacdes de sua formacéo.
As principais bandas de absorcdo observadas neste composto sdo: estiramento de C=0 de
amida, C=0 de acido carboxilico e estiramento de C=C de anel aromatico. Nos espectros
analisados, foi possivel identificar um padrdo de absor¢fes dos grupos citados acima, o que
possibilitou uma facil interpretacdo da mesma. A banda de absorcdo referente ao grupo
funcional (C=0) de amida aparece em 1718 cm™. A banda de absor¢do de deformacdo axial
de O-H de &cido carboxilico é observada entre 3200-3600 cm™. Absorcdes de estiramentos de
C-H sp? do anel aromatico variaram de 2965-2933 cm™ e as absorces de estiramentos de
C=C de anéis aromaticos variaram entre de 1612-1467 cm™X. Como exemplo representativo de

absorc¢0es na regido do infravermelho, tem-se o espectro da ftaloilglicina (Figura 19).
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Figura 9 — Espectro de infravermelho (ATR) do acido 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acético (ATR).

Na analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) 'H e *C da
ftaloilglicina, pode ser observado dois sinais caracteristicos que confirmam a formacdo do
composto. No espectro de RMN H podemos observar trés sinais tipicos: um singleto para 1
hidrogénio atribuido ao préton do acido carboxilico -COOH em 13,25 ppm, um singleto para
2 hidrogénios atribuido aos protons metilicos vizinhos a amida -N-CHz- em de 4,32 ppm e um
sinal alargado atribuido aos protons do anel aromético -C-H na regido de 7,89-7,85 ppm. No
espectro de RMN 3C se pode observar sinais de C=0 do &cido carboxilico em 168,92 ppm
(C-6), C=0 da amida em 167,26 ppm (C4-C4’), C-C aromatico em 134,83 ppm (C3-C3”), do
—C-H aromatico variando entre 131,44-123,42 ppm (C1-C1’ ¢ C2-C2’) e carbono metilico —
CHz- em 38,92 ppm (C-5). Como exemplo representativo, tem-se os espectros de RMN *H e
RMN 13C da ftaloilglicina (Figura 10 e 11).
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Figura 10 — Espectro de RMN de *H da ftaloilglicina (DMSO-ds, 400 MHz).
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Figura 11 — Espectro de APT do ftaloilglicina (DMSO-ds, 100 MHz).
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Na anélise dos espectros de RMN 'H e ®C da tetracloroftaloilglicina pode ser
observado um singleto com é&rea de integracdo para 2 hidrogénios atribuido aos prétons
metilicos vizinhos a amida -N-CH2- em 4,35 ppm. No espectro de RMN *C pode ser
observado sinais de C=0 do &cido carboxilico em 168,31 ppm (C-6), C=0O da amida em
162,78 ppm (C-4 e C-4%), C-C aromatico em 138,86 ppm (C-1 e C-1¢), do C-Cl aromatico em
128,58 ppm (C-3 e C-3°) e 127,90 ppm (C-2 e C-2°) e carbono metilico —CH.- em 39,54 ppm
(C-5). Como exemplo representativo, tem-se os espectros de RMN 'H e RMN 3C da
tetracloroftaloilglicina (Figuras 12 e 13).

—4.35
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Figura 12 — Espectro de RMN de ‘H da tetracloroftaloilglicina (DMSO-ds, 400 MHz).
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Figura 13 — Espectro APT do tetracloroftaloilglicina (DMSO-dg, 100 MHz).

A proposta do mecanismo de formacdo da FTG e TCF a partir dos seus respectivos
anidridos com a glicina em &cido acético glacial baseado no mecanismo proposto por Homsi e
Kasideh*® podem ser vistas no Esquema 17. A amina atua como um nucledfilo e ataca o
carbono da carbonila. Ocorre formacdo de uma nova ligacdo covalente e a formacdo de um
intermediario tetraédrico, troca de protons entre 0s oxigénios e nitrogénio e abertura do anel.
Enquanto a agua é formada, a amina novamente ataca a carbonila fechando anel e

restabelecendo o equilibrio do meio acido.
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X 0 O
X )—OH X _>—OH
H,0* + N —_— N + H,0
X X
0 X JH\—/

Esquema 17 - Proposta de mecanismo de obtencéo da FTG e TCF a partir dos seus anidridos.

5.2 Sintese e Caracterizacao das N-Aril-2-cloro-acetamidas

As N-Aril-2-cloroacetamidas foram preparadas pela reacdo a temperatura ambiente do
cloreto de 2-cloroacetila com arilaminas em presenca de trietilamina usando THF como

solvente (Esquema 18).
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Esquema 18 - Sintese das N-Aril-2-cloroacetamidas 43a-i.

As N-Aril-2-cloroacetamidas foram purificadas pelo método de recristalizagdo em
uma solucdo etanol-agua (7:3) e apresentaram ponto de fusdo semelhante ao da literatura. Na

Tabela 1 séo observados os pontos de fusdo e os rendimentos das N-Aril-2-cloroacetamidas.

Tabela 1-Rendimentos e pontos de fusdo das N-Aril-2-cloroacetamidas.

COMPOSTOS R? RZ %  P.F(°C)
43a H H 93  133-135
430 NO; H 85  188-190
43¢ CH2CH3 H 92 140-142
43d CHs H 95  182-184
43e Br H 85  184-186
43f cl H 79 170-172
43g CH(CHs)2 H 77 141-143
43h F NO, 85  119-120
43i cl NO, 80  120-122

As N-Aril-2-cloroacetamidas foram caracterizadas pelos métodos espectroscépicos de
infravermelho e RMN *H e 3C. Os espectros de infravermelho das N-Aril-2-cloroacetamidas
apresentam bandas de absorcdo caracteristicas para as confirmacfes de sua formacdo. As
principais bandas de absorcdo observadas nestes compostos sdo: estiramento de C=0O de
amida secundaria, estiramento N-H de amida secundaria, estiramento de C=C de anel
aromatico e bandas de vibrac6es de outros grupos como, por exemplo, os halogénios no anel
benzénico.

Nos espectros analisados, € possivel identificar um padrdo de absor¢des dos grupos
funcionais acima, o que possibilitou a interpretacéo estrutural dos compostos. A banda de

absorcéo referentes ao grupo funcional (C=0) da amida secundaria aparece em 1670 cm™. As
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bandas de absorcéo das ligaces N-H variaram de 3263-3070 cm™. Absorcdes de estiramentos
de C-H sp? do anel aromético variaram de 3124-3076 cm™. Absorcdes de estiramentos de C-H
de sp® variaram de 2999-2953 cm™. Absorcdes de estiramentos de C=C de anéis aromaticos
variaram de 1610-1550 cm™. E absorc¢Ges de estiramentos de C-Cl alifatico variaram de 1281-
1246 cm™ e C-Br aromatico em 1188 cm™. Os compostos contendo halogénio na posicio
para do anel aromatico 43h e 43i as absor¢des foram observadas em torno de 1346-1301 e
1300-1265 cm™. Como exemplo representativo de absorces na regido do infravermelho,
tem-se 0 espectro do composto 2-cloro-N-(4-bromofenil)acetamida (Figura 14).
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Figura 14 — Espectro infravermelho (APT) da 2-cloro-N-(4-bromofenil)acetamida.

Nas analises dos espectros de RMN *H e *C de todas as N-Aril-2-cloroacetamidas
sdo observados dois sinais caracteristicos que confirmam a formacao dos compostos. Pode ser
observado dois sinais tipicos: um singleto para 2 hidrogénios atribuido aos hidrogénios
metilénicos do -CH>-Cl (H-7) na faixa de 4,16-4,36 ppm e um sinal alargado atribuido ao
hidrogénio do N-H da amida na regio de 8.20-10.93 ppm. No espectro de RMN 3C se pode
observar sinais de C=0 da amida (C-1) entre 163.86-165.54 ppm e sinais do CH,-Cl (C-2)
gue variam entre 42.66-43.63 ppm (Tabela 2).
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Tabela 2- Deslocamentos quimicos de *H e 13C (H-7, N-H, C-7 e C-8) para as N-Avril-2-cloroacetamidas.

e
e
8 "N~ 10 12" R2
H 1

7

0 43a 43b  43c 43d  43e 43f  43g  43h 43i
H (H-7) 4,16 4,36 4,17 4,17 4,27 4,27 4,17 4,33 4,32
H (N-H) 8,28 10,93 8,23 8,21 1045 1045 8,21

B3¢ (C-7) 43 43,62 43 42,66 43,56 4354 43,01 43,45 43,42

10,81 10,87

B3¢ (C-8) 16401 16562 163,89 16386 164,83 164,81 163,87 16536 165,54

Como exemplo representativo dos sinais quimicos dos prétons e carbonos, tem-se o
espectro de RMN H e *C do composto 2-cloro-N-(4-bromofenil)acetamida (Figura 15 e 16).
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Figura 15 - RMN de *H da 2-cloro-N-(4-bromofenil)acetamida (DMSO-ds, 400 MHz).
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Figura 16 - RMN 3C da 2-cloro-N-(4-bromofenil)acetamida (DMSO-dg, 100 MHz).

Uma proposta de mecanismo da reacdo pode ser vista no Esquema 19. A amina atua
como um nucledfilo e ataca o carbono da carbonila. Ocorre formacdo de uma nova ligacao
covalente e a formacdo de um intermediario tetraédrico. A trietilamina captura o hidrogénio,
deixando o nitrogénio neutro. O grupo carbonilico é regenerado pela expulsdo do ion cloreto,
como um grupo de saida, formando a amida, e o ion cloreto é ‘‘capturado’® pelo ion

trietilamonio, formando o cloridrato de trietilamonio.
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Esquema 19 - Mecanismo de obten¢do das N-Avril-2-cloroacetamidas.
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5.3 Sintese dos Amidoésteres (47a-i).

Os compostos amidoésteres derivados da FTG foram obtidos através da reacdo de
substituicdo nucleofilica do sal de potéssio da ftaloilglicina com N-aril-2-cloroacetamidas em
DMF sob refluxo (Esquema 20).

fo) O
N R2 DMF, A @:\f
N + /Y ’ N
_>‘°K 0 \©[1 60-69% _>_° 0
0 O R o o
HN

(43a-i) (47a-i)

Esquema 20 - Sintese dos amidoésteres 47a-i.

Os amidoésteres foram purificados pelo método de recristalizacdo em solugéo etanol-

agua (7:3) e seus rendimentos e pontos de fusdo sdo observados na Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimentos e pontos de fusdo dos amidoésteres da ftaloilglicina (47a-i).

COMPOSTOS R? R? %  P.F(°C)
47a H H 60  175-178
470 NO; H 65  242-245
47¢ CH,CH3 H 62  148-150
47d CHs H 65  165-167
47e Br H 65  175-177
47f cl H 69  175-176
479 CH(CHs3): H 67 55-56
47h F NO; 65 86-87
47 cl NO; 60 98-100

Os amidoésteres (47a-i) foram caracterizados pelos métodos espectroscdpicos de
infravermelho e RMN H e 3C. Os espectros de infravermelho dos amidoésteres apresentam

bandas de absorcdo que sdo caracteristicas para as confirmagdes de sua formacgdo. As
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principais bandas de absor¢do observadas nestes compostos sdo: estiramento de C=0O de
amida secundaria, estiramento N-H de amida secundaria, estiramento C=0 da imina,
estiramento C=0 do éster, estiramento de C=C de anel aromético e bandas de vibracGes de
outros grupos tais como os halogénios no anel benzénico.

Nos espectros analisados, foi possivel identificar um padrédo de absor¢Ges dos grupos

citados acima, o0 que corroborou para a interpretacdo dos compostos (Tabela 4).

Tabela 4 - Principais bandas de absorcéo na regido do infravermelho em cm™ dos amidoésteres 47a-i.

Composto  v(N-H)  v(C-Har)  v(C-Haiif) v(C=0)
47a 3257  3197,3093 2987,2949 1755, 1724, 1681
47b 3367  3109,3061 2961,2945 1751,1712, 1616
47c 3512  3194,3074 2960,2929 1751, 1724, 1678
47d 3292  3072,3043 2945,2927 1751, 1716, 1660
47e 3275  3097,3059 2980,2941 1759, 1720, 1680
47f 3361 3201, 3132 2987,2964 1751, 1708, 1602
479 3263  3194,3064 2956,2870 1751, 1724, 1678
47h 3539  3267,3091 2960, 2870 1747, 1720, 1683
47i 3541 3266, 3070 2960, 2881 1747, 1720, 1685

As bandas de absorcdes referentes ao grupo funcional (C=0) da amida secundaria em
1680 cmt, do (C=0) do éster em 1759 cm™ e do (C=0) da imina em 1720 cm™. As bandas de
absorcdo das ligagdes N-H variaram de 3275-3194 cm™. Absorcdes de estiramentos de C-H
sp? do anel aromatico variaram de 3094-2941 cm™. Absorcdes de estiramentos de C-H de sp®
variaram de 2999-2953 cm™. AbsorgOes de estiramentos de C=C de anéis aromaticos
variaram entre de 1610-1550 cm™. Como exemplo representativo de absorcdes na regido do

infravermelho, tem-se o espectro do amidoéster 47e (Figura 17).
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Figura 17 — Espectro de infravermelho (ATR) do do amidoéster 47e.

Na analise dos espectros de RMN *H e *C do todos os amidoésteres (47a-i), podem
ser observados sinais caracteristicos a todos os compostos. No espectro de RMN *H foi
observado um singleto com area de integracdo para 2 hidrogénios atribuido aos hidrogénios
metilénicos do (CH2) em (H-7) na faixa de 4,85-4,75 ppm e um singleto com area de
integracdo para 2 hidrogénios atribuido aos hidrogénios metilénicos do (CH.) em (H-5) na
faixa de 4,60-4,58 ppm (Tabela 4). Foi observado um sinal alargado atribuida aos hidrogénios
do N-H da amida na regido de 8,18-10,75 ppm. No espectro de RMN *3C é possivel observar
variaces de sinais da imida (C-4 e C-4’) entre 167,85-167,4 ppm, sinais de C=0 da amida
(C-8) entre 166,14-164,46 ppm e sinais de C=0 do éster (C-6) entre 167,52-165,98 ppm. Os
sinais para os carbonos metilénicos do (CH2) em (C-5) e (C-7) na faixa de 39,21-38,67 ppm e

63,69-63,35 ppm, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5 - Deslocamentos quimicos de *H e *3C (H-2, N-H, H-7, C8, C-7, C-1, C-2 e C-3) dos amidoésteres
(47a-i).

w2 R
N
o 9
/\ﬁ/ \%LH 105712 R2
o
(0]

0 47a 47b 47c 47d 47e A7f 479 47h 471

'H (H-5) 4,60 4,59 4,60 4,59 4,58 4,58 4,58 4,59 4,59
'H (N-H) 10,11 10,75 8,18 10,01 10,24 10,24 10,02 10,59 10,70

H (H-7) 4,79 4,85 4,77 4,76 4,77 4,78 4,76 4,81 4,82
13C (C-8) 164,71 165,77 164,49 164,46 164,92 164,90 164,94 165,94 166,14
(e (o) 63,46 63,49 6369 6345 6345 6343 6345 63,35 63,36
13C (C-4,4" 167,4 167,42 167,76 167,39 167,38 167,39 167,84 167,85 167,84
13C (C-5) 38,69 3867 3921 38,70 38,67 38,67 38,72 38,69 38,67
13C (C-6) 167,06 167,06 16598 167,06 167,04 167,05 167,52 167,51 167,49

O espectro de RMN *H o amidoéster (47g) apresenta um multipleto metinico (H-14)
do substituinte isopropil em 6 2.88-2,74 ppm e um dubleto metilico (H-15 e H-15") em 6 1,15
ppm, o amidoéster (47d) apresentam um singleto metilico (H-14) em & 2,25 ppm e 0
amidoéster (47c) apresenta um quarteto metilénico (H-14) em & 2,61 ppm e um tripleto
metilico (H-15) em 6 1,21 ppm.

No espectro de RMN *3C do amidoéster (47g) sdo observados dois sinais adicionais na
regido de alifaticos, um em & 32,99 ppm (C-14) e outro em & 24,03 ppm (C-15 e C-15%)
atribuidos aos carbonos do grupo isopropila na posicdo para do anel aromatico. No espectro
do amidoéster (47¢) sdo observados dois sinais adicionais na regido de alifaticos, um em 6
28,39 ppm (C-14) e outro em & 15,68 ppm (C-15) atribuidos aos carbonos do grupo etila na
posicdo para do anel aromatico. No espectro do amidoéster (47d) observamos um sinal
adicional na regido de alifatico em & 20,45 ppm (C-14) atribuido ao carbono do grupo metila
na posicao para do anel aromatico.

Como exemplo representativo dos sinais quimicos dos prétons e carbonos, tem-se o
espectro de RMN *H e 3C do composto 47e (Figura 18 e 19).
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Figura 18 - RMN de 'H do acetato de 2-((4-bromofenil)amino)-2-oxoetil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila)
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Uma proposta de mecanismo da reacdo pode ser visto no Esquema 21. O carboxilato
atua como um nucleofilo que ataca o carbono halogenado. Ocorrendo a saida/substituicdo do

cloro e formacéo do éster e concomitantemente se forma o sal cloreto de potéssio.
O O
N
N K\ —_— N
_>—o ‘//\Q/ \©\ 1 _>—o o +K
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0 O gt ) o O \—«
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Esquema 21 - Mecanismo de reacédo para formagao de amidoésteres.

5.3.1 Determinacgédo de Estrutura Cristalina e Estudo Computacional

A representacdo realista da estrutura molecular e calculo das propriedades fisico-
quimicas associadas podem ser aplicadas no planejamento de farmacos, na tentativa de se
obter parametros eletrénicos e estéricos e compreender as interagdes dos complexos ligante-
receptor que elucidem as relagfes estrutura-atividade bioldgica. Estudos tedricos permitem
explorar aspectos moleculares e gerar hipoteses que levam ao planejamento e sintese de novos
candidatos a farmacos’.

O cristal do amidoéster (47a) foi obtido dissolvendo-se 5mg do respectivo composto
em 2 mL de solvente (cloroférmio e metanol), apés lenta evaporacdo do solvente para
cristalizacdo numa proporcdo (9:1) a temperatura ambiente. Os cristais formados foram
submetidos a anélise por difratometria de raios-X, técnica que possibilita a identificacdo das
posicBes atdmicas, levando a obtencdo da distribui¢do das moléculas no cristal.

Os arquivos de informacdes cristalograficas carregando os conjuntos de dados do
amidoéster (47a) foram depositados na Base de Dados Cambridge Structural sob o depoésito
do cdédigo CCDC 1843242. Os dados cristalograficos dos compostos e refinamento de

estrutura estdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Dados cristalogréficos e refinamento da estrutura do composto (47a).

47a
Formula Molecular Ci1sH124N20s5
Peso Molecular (g mol™) 338,31
Temperatura (K) 293 (2)
Comprimento de Onda (A) 0,71073
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial P 21/c
a=12.45(2) A
b=16.25(3) A
Parametros da Unidade da célula 0:8'2225)107) A
B=102.4(1)°
y=90°
Volume (A3) 1592(6)
Z 4
Densidade Calculada (Mg/m?®) 1,411
Coeficiente de Absorgdo (m n™) 0,105
Tamanho do cristal (mm?) 0.107 x 0.095 x 0.029
0-intervalo para coleta de dados 2.506 to 27.216 deg.
F(000) 704,0
indice de Variacéo -15<=h<=15, -20<=k<=20, -10<=I<=10
Reflexdes coletadas 39998
Reflexdes independentes 3541 [R(int) = 0.1806]
Perfei¢iio para 0 = 25° (%) 99.9 %
Parametros refinados 231
Goodness-of-fit em F? 1.049
R1 para | > 26(l) R1=0.0726
WR2 para todos os dados 0,1268
Maior dif.. pico/orificio (eA) 0.267/-0.280

Para o composto (47a) foi observada uma Gnica molécula na cela unitaria, como pode
ser observado em representacdo ORTEP do composto (47a) na Figura 21. As elipsoides estdo
representadas a 50% de probabilidade e os atomos de hidrogénio estdo demonstrados por

circulos de raios arbitrarios.
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Figura 20 - Representacdo ORTEP do composto (47a).

A geometria de uma ligacdo de hidrogénio pode ser descrita por trés parametros: a
distancia H-A, onde A ¢ aceitador, a distancia DA, onde D é doador, e 0 angulo entre D-H~A.

Normalmente, em sistemas envolvidos em ligacfes de hidrogénio, a distancia HA
esta na faixa de 1,8 a 2,0 A, e a distancia DA na faixa de 3 a 3,5 A."*"> Como podemos
observar na Tabela 6, a distancia na ligagdo de hidrogénio intermolecular classica H--O para o
composto 47a, obtido do cluster supramolecular®, é 1,958 A, e a distancia N--O é 2,801 A.
As ligacOes de hidrogénio ndo sdo necessariamente lineares, correspondendo a 180°.7472 Para
0 composto 47a, o angulo da ligacdo de hidrogénio intermolecular N-H--O é 165,73 °. Este
angulo menor que 180 ° pode ser atribuido de forma coerente a aproximacao entre 0s atomos

doadores e aceitadores N-~O na ligacdo de hidrogénio.
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Tabela 7 - Principais medidas para o composto 47a.

Cluster Supramolecular Distancia Intermolecular da Ligacgo de
Hidrogénio (1,958 A)

Angulo Intermolecular da Ligac&o de

Distancia N0 (2,801 A) Hidrogenio (165,73°)

Os calculos teoricos para o amidoéster (47a) foram realizados usando o pacote de
programa Gaussian 0974, A geometria da fase gasosa do composto foi otimizada usando o
funcional B3LYP"® com conjunto de base 6-311 ++ G ** incluindo funcdes difusas e de
polarizacdo. As frequéncias vibracionais harmonicas sdo calculadas para confirmar que a
geometria otimizada corresponde corretamente a um minimo local, que tem apenas
frequéncias reais.

A estrutura cristalografica do amidoéster (47a) comparada com sua contraparte

otimizada, divergéncias conformacionais sdo observadas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Parametros geométricos experimentais (raios-X) e tedricos do amidoéster 47a utilizando método

B3LYP/6-311++G(d,p).

Comprimentos de Ligacéo

Ligacdes e Angulos de torgio

A o

Atribuicdes E(X[)) Calc. Atribuices O Exp. Calc.
C2-C3 1,491 1,492 C2-N1-C9 1125 1124
C2-N1 1,388 1,404 C2-N1-C10 1233 1233
C2-01 1,201 1,209 C9-N1-C10 123,7 1241
C3-C4 1,380 1,385 C10-C11-012 109,7  109,6
C3-C8 1,382 1,394 C10-C11-03 1256 1259
C4-C5 1,383 1,399 03-C11-012 1247 1244
C5-C6 1,385 1,398 012-C13-C14 108,4 1112
N1-C10 1,443 1,441 04—-C14-N15 125,1 125,6
C10-C11 1,499 1,523 C14-N15-C16 127,4  129,2
C11-03 1,201 1,201 N15-C16-C21 1225 1232
C11-012 1,346 1,351 C21-C16-C17 1196 1196
012-C13 1,436 1,424 C2-N1-C10-C11 -87,4  -74,6
C13-C14 1,514 1,539 N1-C10-C11-03 -3,4 -14,3

C14-04 1,228 1,213 03-C11-012-C13 -15,8 -4,8
C14-N15 1,337 1,371 C11-012-C13-C14 -63,1  -757

N15-C16 1,408 1,415 04-C14-N15-C16 15 -2,5

C16-C17 1,394 1,402 C14-N15-Cl6-C21 -32,9 -0,2

RMSD=0,7670 A

N
SN

VW

Figura 21 - Superposi¢do entre a estrutura calculada com o método B3LYP/6-311++G(d,p) (azul) e a estrutura

obtida por raios-X (marrom) para o composto 47a.

O desvio médio quadratico da raiz da superposi¢do de todos os atomos (RMSD)

entre os dados geométricos tedricos e experimentais foi calculado usando a equacéo:

N [z, o 2
RMSDSup — \/Zi:l(rl,exp rl,Calc) (1)

N
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Na Eq. (1), Fiexp, representa as coordenadas cartesianas do vetor 3D para o a4tomo i na
estrutura de raios-X e Fjcac, @ mesma quantidade para o mesmo atomo i calculado. N é o

numero de 4tomos de cada estrutura.

As orientagdes dos aromaticos apresentaram a diferenca mais notavel nos angulos de
torcdo, sendo a maior diferenca para a amida aromatica em C14—-N15-C16—-C21 = -32,9° e
calculado em -0,2° para o nivel B3LYP / 6-311++G (d, p). Como pode ser visto na Tabela 7,
a diferenca entre os dados de raios-X e os valores calculados para os comprimentos de ligacdo
em C-C, C-N e C-O variaram de 0,001 a 0,025 A, 0,002 a 0,034 A e 0,001 a 0,015 A,
respectivamente. Da mesma forma, a diferenca para os angulos de ligagéo variam de 0° a 2,8°,
sendo a maior diferenca de 2,8° para O12—C13—C14. Essa diferenca provavelmente ocorre
devido as ligagbes de hidrogénio intermolecular N-H+O, como visto no cluster
supramolecular na Tabela 6. A comparacdo realizada sobrepondo-se as estruturas
moleculares, obtido por difracdo de raios-X e calculada atomo por atomo (Figura 21), levou a
valores de RMSD de 0,7670 A. Este valor de RMSD pode ser explicado pelo fato do calculo
teorico de minimizacdo de energia ser feito no vacuo, ndo considerar as interagdes
intermoleculares com as moléculas vizinhas, enquanto que o resultado experimental

corresponde a molécula dentro de uma rede cristalina.

5.4 Sintese e Caracterizacao de 2-cloroacetatos de alquila

Os 2-cloroacetatos de alquila 44a-d e 44f foram preparados por reacdo de esterificacdo
de Fischer a partir do acido cloroacético e alcool apropriado como solvente, catalisado por
acido sulfarico, e os 2-cloroacetatos de alquila 44e e 44g-i foram preparados pela reacdo a
temperatura ambiente do cloreto de 2-cloroacetila com os alcoois apropriados em presenca de
trietilamina e diclorometano como solvente (Esquema 22). Os compostos foram obtidos com

rendimentos que variaram de 65-93%.
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Esquema 22 - Preparacdo de 2-cloroacetatos de alquila via esterificacdo de Fischer e reacdo Sny2 a partir de

cloreto de 2-cloroacetila.

Os 2-cloroacetatos de alquila foram caracterizados pelos métodos espectroscopicos de
infravermelho e RMN H. Os espectros de infravermelho das 2-cloroacetatos de alquila
apresentam bandas de absor¢@o que sdo caracteristicas para as confirmacdes de sua formagéo
a partir de reacOes apresentadas no Esquema 16 entre o &cido cloroacético ou cloreto de 2-
cloroacetila e os alcoois correspondentes. As principais bandas de absorcao observadas nestes
compostos séo: estiramento de C=0 do éster e estiramento C-O.

Nos espectros analisados, foi possivel identificar um padrdo de absor¢des dos grupos
citados acima, o que possibilitou uma facil interpretacdo dos mesmos. As bandas de absor¢oes
referentes ao grupo funcional (C=0) do éster variaram de 1747-1736 cm™. As bandas de
estiramento C-O variaram de 1186-1024 cm™. Como exemplo representativo de absorcdes na

regido do infravermelho, tem-se o espectro do composto 2-cloroacetato de etila (Figura 22).
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Figura 22 - Infravermelho do 2-cloroacetato de etila.
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Na analise dos espectros de RMN *H de todos os 2-cloroacetatos de alquila podem ser
observados dois sinais caracteristicos que confirmam a formacdo dos compostos. Nos
espectros de RMN H de todos os compostos obtidos, de forma geral podemos observar um
sinal tipico de singleto para 2 hidrogénios atribuido aos hidrogénios metilénicos (H-7) na
faixa de 4,03-4,05 ppm. O intermediario 44a apresenta um singleto para 3 hidrogénios com
CHs terminal ligado ao oxigénio do éster em 5,60 ppm. Nos intermediarios (44b, 44c e 44d),
variam apenas em numero de CH> em relacdo ao (44a), os multipletos de grupos CH: ligados
ao oxigénio do éster nestes intermediarios apresentaram sinais em 4,29 ppm, 4,19 ppm e 4,18
ppm, respectivamente. Um multipleto para os dois CH> menos deslocados no (44d) se
apresenta em 1,48 ppm. O intermediario (44e) apresenta um dubleto para um hidrogénio do
CH em 1,90 ppm, um dubleto para dois hidrogénios do CH, menos deslocado em 1,63 ppm e
um multipleto para CH> mais delocado em 4,20 ppm. Os seis hidrogénios metilénicos
terminais se apresentaram como um dubleto em 0,90 ppm. Como exemplo representativo dos
sinais quimicos dos protons e carbonos, tem-se o espectro de RMN *H e *C do composto 2-

cloroacetato de etila (Figura 23 e 24).
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Figura 23 - RMN de *H de 2-cloroacetato de etila (CDCls 500 MHz).
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Figura 24 — APT do 2-cloro-acetato de etila (CDCl3, 126 MHz).
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Para os ésteres 44a-d e 44f 0 mecanismo da reacdo via esterificacdo de Fisher pode ser

visto no Esquema 23. A protonacao do oxigénio carbonilico ativa o carbono da carbonila em

direcdo ao ataque nucleofilico do alcool, fornecendo o intermediario tetraédrico. A seguir,

ocorre uma transferéncia de prétons facilitada entre as hidroxilas, seguida pela perda de uma

molécula de &gua fornecendo o éster protonado. Finalmente, ocorre a desprotonacao

produzindo o éster.

:0 OH OH
SR S

OH + H3o+

0 ESEN it oM~

3 o'
\)Lo'R — \)J\ost + Hy,O: - OH, 0 OH H;0"
+ “R3® *R3
H;0* *
H,0

Esquema 23 - Mecanismo de obtengdo de 2-cloroacetatos de alquila 44a-d e 44f,
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Para os ésteres 44e e 44g-i, uma proposta de mecanismo da reacdo € descrito no
Esquema 24. O &lcool atua como um nucleofilo e ataca o carbono da carbonila. Ocorre
formacdo de uma nova ligacdo covalente e um intermedidrio tetraédrico. A trietilamina
captura o hidrogénio da hidroxila deixando o oxigénio neutro. O grupo carbonilico é
regenerado pela expulsdo do ion cloreto, como um grupo de saida, formando o éster, o ion

cloreto é capturado pelo ion trietilaménio, formando o cloridrato de trietilaménio.

RS, 0) {0
« R
\\/ )O\Rs

Et;N

102

0
\)LO,R3 + Et;NH*CI

Esquema 24 - Mecanismo de obtencdo de 2-cloroacetatos de alquila 44e e 44g-i.

5.5 Sintese dos Diésteres (48 e 49a-i).

Os produtos finais diésteres (48a-i) e (49a-i) foram obtidos a partir da reacdo de
substituicdo nucleofilica Sn2 dos 2-cloroacetatos de alquila (44a-i) com o ftaloilglicinato de
potassio (45) e o tetracloroftaloilglicinato de potassio (46) usando dimetilformamida como

solvente e iodeto de sodio 1% mol como catalisador em refluxo (Esquema 25).

X
. 0 DMF, Nal(1mol %), X o
" o 100 °C (refluxo) X
+ “R3 N
X _>‘°K /\Q/ 56-72% X _>—o o +K
0-R3
X =H (45) (44a-i) X = H (48a-i)
=C1(46) = C1 (49a-i)

Esquema 25 - Sintese dos diésteres 48 e 49a-i.

Na Tabela 9 sdo apresentados os pontos de fusdo e os rendimentos dos diésteres do
(48a-i) e (49a-i).
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Tabela 9 — Condices de reacdo, rendimentos e pontos de fusdo dos diésteres (48 e 49a-i).

COMPOSTOS % P.F(°C) COMPOSTOS % P.F (°C) R?
48a 75 95-96 49a 56 150-152 \(
48b 75  85-86 49b 70 210-212 L'
48¢ 72 7677 49¢ 72 255-257 \(\/
48d 38  74-75 49d 60 137-139 \g\
48e 68 5859 49 60 110112 XN
48f 66  69-70 49f 63 144-146 \(\r
48g 60  68-69 49g 61 123125 \a\/
48h 67  39-40 49h 67 8586 \(\/\/
48i 64 - 49i 65 95-96 \(\)\

As estruturas dos diésteres (48a-i) foram confirmadas usando técnicas
espectroscopicas de infravermelho, RMN H e C, incluindo as técnicas bidimensionais
COSY, 'H, BC (HSQC e HMBC). Os espectros de RMN de *H e *C do composto 48c
(Figura 25 e 26) foram utilizados para auxiliar na caracterizacéo da série de diéster 48a-i.

Foram observados sinais na regido de aromaticos entre 7,90-7,74 ppm, referentes aos 4
hidrogénios aromaticos. Os experimentos bidimensionais (COSY) mostraram as correlacdes
entre o tripleto e o multipleto [6 = 4,13 (t, J = 6,7 Hz)] e [6 = 1,67 (m)] para os hidrogénios do
grupo (-CO2CH2CH>CHz3); entre o tripleto, o multipleto e o tripleto [6 = 4,13 (t, J = 6,7 HZ)], o
=1,67 (m) e 5=0,94 (t, J = 7,4 Hz)] para os hidrogénios do grupo (-CO.CH>CH-CH?3) e entre
o multipleto e o tripleto [6 = 1,67 (m) e 6= 0,94 (t, J = 7,4 Hz)] para os hidrogénios do grupo
(-CO2CH2CH2CH3). No espectro bidimensional de correlacdo direta (HSQC) foram
observadas correlacdes entre os sinais em 4,56 ppm, referente ao hidrogénio metilénico (H-5)
e 38,64 ppm (C-5) e entre os sinais 4,69 ppm, referente ao hidrogénio metilénico (H-7) e
61,60 ppm (C-7).
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Com base na analise comparativa do composto 48c, os demais diésters apresentam um
singleto para o hidrogénio metilénico (H-5), referente a porcdo de ftaloilglicina, com
deslocamentos entre 4,71-4,66 ppm e um singleto para o hidrogénio metilénico (H-7),
referente a parte do éster, entre 4,57-4,55 ppm. Os sinais dos hidrogénios do anel aromético
aparecem entre 7,92-7,67 ppm.

No espectro do composto 48a se observa um singleto com area de integracdo para 3
hidrogénios com CHs terminal ligado ao oxigénio do éster em 3,75 ppm (-CO2CHs). Os
compostos 48e e 48h apresentaram um tripleto com area de integracdo com area de integracao
para 2 hidrogénios metilénicos (-CO.CH»-) entre 4,13-4,18 ppm, um multipleto para 2
hidrogénios metilénicos (-CO,CH2CH>-) entre 1,71-1,59 ppm, um multipleto com érea de
integragdo para 2 hidrogénios metilénicos (-CO.CH>CH2CH>-) entre 1,42-1,29 ppm e um
tripleto com éarea de integracdo para 3 hidrogénios metilénicos entre 1,26-0,90 ppm. O
composto 48d apresentou um multipleto com area de integracdo para 1 hidrogénio metilénico
em 5,09 ppm e um dubleto com &rea de integracdo para 6 hidrogénios metilénicos em 1,26
ppm. O composto 48f apresentou um multipleto com area de integracdo para 1 hidrogénio
metilénico em 1,95 ppm, um dubleto com area de integracdo para 2 hidrogénios metilénicos
em 3,96 ppm e um dubleto com &rea de integracdo para 6 hidrogénios metilénicos em 0,93
ppm. O composto 48g apresentou um multipleto com area de integracdo para 1 hidrogénio
metilénico entre 4,98-4,89 ppm, um multipleto com area de integracdo para 2 hidrogénios
metilénicos entre 1,67-1,53 ppm, um dubleto com é&rea de integracdo para 3 hidrogénios
metilénicos em 1,23 ppm e um tripleto com area de integracdo para 3 hidrogénios metilénicos
em 0,88 ppm. Por fim o composto 48i apresentou um tripleto com area de integracao para 2
hidrogénios metilénicos em 4,20 ppm, um duplo dubleto para 1 hidrogénio metilénico em
4,02 ppm, um quarteto com area de integracdo para 2 hidrogénios metilénicos em 1,54 ppm e
um dubleto com area de integracdo para 6 hidrogénios metilénicos em 0,92 ppm.

Nos espectros de RMN de 3C, todos os diésteres (48a-i) apresentaram trés sinais
caracteristicos atribuidos as carbonilas (C-4 e C-4’, C-6 e C-8) variando na faixa de 167,54-
166,45 ppm.

Pela analise do espectro bidimensional (HMBC) do composto 48c foi possivel atribuir
os deslocamentos das carbonilas a partir dos acoplamentos entre 3C e *H distantes 2 e 3

ligacOes (Figura 27).
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Figura 27 — Espectro de RMN H, 3C-HMBC do diéster 48c.

Os hidrogénios metilénicos do éster H-9 em 4,13 ppm acoplam com os carbonos C-10
e C-11 em 21,85 e 10,24 ppm respectivamente e com a carbonila C-8 em 167,25 ppm. O
hidrogénio metilénico de H-7 a 4,70 ppm acopla com os carbonos das carbonilas do C-6 e C-8
em 166,99 e 166,88 ppm, respectivamente. Os hidrogénios metilénicos do H-5 a 4,57 ppm
acoplam com os carbonos das carbonilas em C-4, C-4’ e C-6 em 166,88 e 166,99 ppm,
respectivamente. Os compostos registram mais dois sinais caracteristicos referentes aos
carbonos metilénicos de C-5 e C-7, um observado na faixa de 38,61-38,73 ppm e outro na
faixa de 61,56-61,83 ppm, respectivamente (Tabela 10). Em todos 0s compostos 0s sinais
atribuidos aos carbonos aromaticos se encontram na faixa entre 123,67-134,45 ppm.

Com base nas analises do composto 48c, as carbonilas dos compostos 48a-i podem ser

vistos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Dados de RMN **C (101 e 126 MHz) dos diésteres 48a-i em CDCls.

12
] 3 0
2 3 NU?\ Y 8_0O
4 60/\[r *R3
5
o o

Carbono 6 (ppm)

48a 48b 48c 48d 48e 48f 489 48h 48i
4-4 167,54 167,34 167,25 167,28 167,26 167,26 167,26 167,24 167,22
5 38,73 38,71 3864 3863 3862 3861 3862 38,64 38,63
6 167,40 167,00 166,99 166,91 166,90 167,00 166,91 166,99 166,98
7 6156 61,70 6160 61,83 61,60 6157 61,78 61,60 61,61
8 167,03 166,99 166,88 166,45 167,02 166,90 166,60 166,88 166,88

No espectro do composto 48a foi observado um sinal para o grupo metila na regido de
alifatico em 52,56 ppm. Para o composto 48e foram observados quatro sinais para 0 grupo
butila, em 65,52 ppm, 30,44 ppm, 19,00 ppm e 13,64 ppm. Para o composto 48h foram
observados cinco sinais para 0 grupo pentila, em 65,80 ppm, 28,14 ppm, 27,89 ppm, 22,25
ppm e 13,91 ppm. Para o composto 48d foram observados dois sinais, um sinal para o
carbono -CO2CH- em 69,62 ppm e outro sinal para as metilas do grupo isopropil em 21,67
ppm. Para o composto 48f foram observados trés sinais, dois sinais para os carbonos -
CO.CH2CH- em 71,59 ppm e 27,63 ppm e um sinal para as metilas do grupo isopropil em
18,94 ppm. Para o composto 48i foram observados quatro sinais, trés sinais para os carbonos -
CO,CH2CH>CH em 64,33, 37,09 e 24,98 ppm e um sinal para as duas metilas -CH(CHz)2 em
22,38 ppm. Para o composto 48g foram observados quatro sinais, um sinal para -CO,CH- em
74,13 ppm, um sinal para uma metila em 28,65 ppm e dois sinais para uma etila em 19,30 e
9,56 ppm.

No espectro de infravermelho foi observada uma banda de estiramento referente as
carbonilas (C=0), traco marcante nas estruturas dos diésteres. Todos 0s compostos 48a-i
apresentaram bandas de absorc¢éo referente ao grupo funcional -NCH2COO- entre 1755-1728
cm?, grupo funcional -OCH,COO- entre 1776-1747 cm™ e grupo funcional -N(CQ), entre
1720-1706 cm™. Para todos os compostos, os estiramentos dos hidrogénios aromaticos da
ftalimida variaram entre 3111-3043 cm™. Também se observa estiramento de duas bandas de
C-0, uma forte e uma fraca na faixa de 1193-1107 cm™ (Tabela 11).
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Tabela 11 - Principais bandas de absorc&o na regido do infravermelho em cm dos diésteres 48a-i.

Composto  v(C-Har) v(C-Haiif) v(C=0)
48a 3074 2995, 2948 1759, 1728, 1708
48b 3068 2987,2935  1747,1747,1718
48c 3111, 3076 2980, 2928 1754, 1754, 1714
48d 3105, 3078  2984,2943 1768, 1753, 1720
48e 3101, 3068 2964, 2943 1763, 1748, 1716
48f 3099, 3079  2965,2935 1750, 1750, 1707
48¢ 3099, 3082  2974,2939 1776, 1755, 1707
48h 3100, 3043 2959, 2929 1774, 1752, 1706
48i 3097, 3080 2958 1753, 1716
As estruturas dos diésteres (49a-i) foram confirmadas

usando

técnicas

espectroscopicas de infravermelho, RMN 'H e '3C, incluindo as técnicas bidimensionais
COSY, !H, BC (HSQC e HMBC). Os espectros de RMN de *H e *C do composto 49c
(Figura 28 e 29) foram utilizados para auxiliar na caracterizacéo da serie de diéster 49a-i.
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Figura 28 - Espectro de RMN de *H de diéster 49¢c (CDCls, 500 MHz).
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Figura 29 - Espectro de RMN de APT de diéster 49c (CDCls, 126 MHz).

Com base nas analises espectroscépicas, 0os compostos diesteres (49a-i) mostram um
singleto caracteristico de hidrogénio metilénico (H-5) referente a tetracloroftaloilglicina com
deslocamentos quimicos variando de 4,79-4,66 ppm e um singleto para o hidrogénio
metilénico (H-7), referente a parte do éster com deslocamento quimico variando entre
0 =4,58-4,57 ppm.

O espectro do composto 49a mostra um singleto com éarea de integracdo para 3
hidrogénios, caracteristico de um CHs terminal ligado ao oxigénio do éster em 3,78 ppm -
CO.CHs. O diéster 49b apresentou um tripleto com area de integracdo para 2 hidrogénios
metilénicos -CO,CH2- em 1,29 ppm e quarteto para 3 hidrogénios -CO>CH>CH3z em 4,24
ppm. O diéster 49¢ apresentou um tripleto para 2 hidrogénios metilénicos -CO,CH.- em 4,14
ppm, um multipleto para 2 hidrogénios metilénicos -CO>CH>CH>- em 1,69 ppm e um tripleto
para 3 hidrogénios -CO>CH>CH>CHz em 0,94 ppm. Os compostos 49e e 49h apresentaram
um tripleto para 2 hidrogénios metilénicos -CO2.CH>- entre 4,18-4,17 ppm, um multipleto
para 2 hidrogénios metilénicos -CO2CH2CH».- em 1,65-1,63 ppm, um multipleto para 2
hidrogénios metilénicos -CO,CH>CH.CH»- entre 1,36-1,32 ppm e um tripleto para 3
hidrogénios metilénicos variando entre 0,93-0,90 ppm. O composto 49d apresentou um
hepteto para 1 hidrogénio metilénico em 5,09 ppm e um dubleto para 6 hidrogénios

metilénicos em 1,27 ppm. O composto 49f apresentou um hepteto para 1 hidrogénio
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metilénico em 1,96 ppm, um dubleto para 2 hidrogénios metilénicos em 3,96 ppm e um
dubleto para 6 hidrogénios metilénicos em 0,93 ppm. O composto 49g apresentou um sexteto
para 1 hidrogénio metilénico em 4,94 ppm, um multipleto para 2 hidrogénios metilénicos em
1,59 ppm, um dubleto para 3 hidrogénios metilénicos em 1,23 ppm e um tripleto para 3
hidrogénios metilénicos em 0,89 ppm. Por fim o composto 49i apresentou um tripleto para 2
hidrogénios metilénicos em 4,13 ppm, um multipleto para 1 hidrogénio metilénico em 1,63
ppm, um quarteto para 2 hidrogénios metilénicos em 1,47 ppm e um dubleto para 6
hidrogénios metilénicos em 0,87 ppm.

Todos os diésteres 49a-i apresentaram trés sinais caracteristicos atribuidos as
carbonilas (C-4 e C-4°, C-6 e C-8) com deslocamentos quimicos variando na faixa de 166,25-
167,23 ppm e mais dois sinais caracteristicos de grupos metilénicos referentes aos C-5 e C-7,
um na faixa de 39,52-39,14 e 61,99-61,60 ppm, respectivamente (Tabela 12). Em todos os
compostos 0s sinais atribuidos aos carbonos clorados se encontram na faixa entre 140,55-
138,96 e 127,87-127,55 ppm.

Tabela 12 - Dados de RMN *3C (101 e 126 MHz) dos diésteres 49a-i em CDCls.

49a 49b 49c 49d 49e 49f 499 49h 49i
4-4 162,57 162,55 162,57 162,55 162,54 162,54 162,55 162,55 162,55
39,15 39,18 39,14 39,17 39,15 39,14 39,17 39,16 39,52
166,21 166,23 166,23 166,22 166,21 166,21 166,21 166,20 166,80
61,60 61,79 61,73 61,99 61,75 61,72 6195 61,75 61,74
167,23 166,75 166,85 166,25 166,83 166,81 166,40 166,83 167,12

No espectro de RMN *C do composto 49a foi observado um sinal caracteristico para
o grupo metila na regido de alifatico em 52,52 ppm. Para o composto 49e foram observados
quatro sinais atribuidos para o grupo butila, em 65,62, 30,45, 19,00 e 13,64 ppm.

Para o composto 49h foram observados cinco sinais atribuidos para o grupo pentila,
em 65,91, 28,12, 27,87, 22,25 e 13,92 ppm. Para o composto 49d foram observados dois

sinais, um sinal de carbono ligado ao elemento mais eletronegativo atribuido para o carbono -
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CO.CH-, em 69,76 ppm e outro sinal caracteristicos para as metilas do grupo isopropil em
21,68 ppm. Para o composto 49f foram observados trés sinais, dois sinais para os carbonos -
CO2CH,CH-, em 71,76 ppm e 27,64 ppm e um sinal para as metilas do grupo isopropil em
18,94 ppm. Para o composto 49i foram observados quatro sinais, trés sinais para os carbonos -
CO2CH,CH>CH-, em 63,41 ppm, 36,67 ppm, 24,38 ppm e um sinal para as metilas do grupo
isopropil em 22,24 ppm. Para o composto 49g foram observados quatro sinais, um sinal para -
CO2CH- em 74,29 ppm, um sinal para uma metila em 28,66 ppm e dois sinais para uma etila
em 19,31 ppm e 9,55 ppm.

Na analise do espectro bidimensional (COSY) do diéster 49c observou-se correlagGes
ja esperadas do multipleto -OCH2CH>CH3 [0 = 1,69 (m)] com o tripleto -OCH.CH>CHj3 [6 =
4,14 (t, J = 6,7 Hz)] e o multipleto (-OCH2CH>CH3) [0 = 1,67 (m)] com o tripleto de -
OCH,CH>CH3 [0 = 0,94 (t, J = 7,4 Hz)]. No espectro bidimensional de correlacdo direta
(HSQC) foram observadas correlacGes entre os sinais 4,58 ppm, referente ao hidrogénio
metilénico (H-5), com o sinal de carbono 39,14 ppm (C-5) e entre os sinais 4,71 ppm,
referente ao hidrogénio metilénico (H-7), com o sinal de carbono 61,73 ppm (C-7).
Analisando o espectro bidimensional (HMBC) do composto 49c, foi possivel atribuir os
deslocamentos das carbonilas a partir dos acoplamentos entre *3C e 'H distantes 2 e 3 ligagGes
(Figura 30).

Os hidrogénios metilénicos -OCH>CH.CHs em 4,14 ppm acoplam com o carbono -
OCH2CH.CH3 em 21,82 ppm e com a carbonila (C-8) em 166,95 ppm. O hidrogénio
metilénico (H-7) em 4,71 ppm acoplam com os carbonos das carbonilas (C-6) e (C-8) em
166,34 e 166,95 ppm, respectivamente. Os hidrogénios metilénicos (H-5) em 4,58 ppm
acoplam com os carbonos das carbonilas (C-4 e C-4°) e (C-6) em 162,69 e 166,34 ppm,

respectivamente.
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Figura 30 - Espectro de RMN *H, **C-HMBC do diéster 49c.

Nos espectros de infravermelho para todos os compostos 49a-i foram observadas
bandas vibracionais de estiramento referente as carbonilas (C=0), para a imida -N(CO). da
ftalimida entre 1768-1745 cm™ e para as carbonilas do éster -NCH,COO- e -OCH,COO-
entre 1719-1714 cm™. As bandas vibracionais dos cloros aromaticos da ftalimida séo
observadas variando entre 734-732 cm™. Também é observado um estiramento de duas
bandas de (C-O), uma forte e uma fraca na faixa de 1195-1130 cm™ e ainda estiramentos

referentes aos carbonos alifaticos (C-H) na faixa de 2985-2870 cm™ (Tabela 13).



Tabela 13 - Principais bandas de absorc&o na regido do infravermelho em cm dos diésteres 49a-i.

Composto  v(C-Haiif) v(C=0)
49a 2951 1764, 1714
49b 2985, 2947 1747, 1716
49c 2951 1764, 1714
49d 2981, 2937 1745, 1714
49e 2972,2953 1762,1718
49f 2958, 2875 1751, 1718
499 2980, 2966 1755, 1714
49h 2956, 2870 1768, 1749
49i 2958, 2872 1753, 1716
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O mecanismo da reacdo € similar ao visto no Esquema 23. O carboxilato atua como
um nucleofilo e ataca o carbono ligado ao halogénio. Ocorre a substituicdo do cloro e

formacéo do éster. O ion cloreto forma sal de potéssio ap6s sua saida do haleto de alquila

(Esquema 26).
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Esquema 26 - Mecanismo de obtengao dos diésteres (48 e 49a-i).

5.6 Estudo in Silico

As etapas de desenvolvimento de novos candidatos a farmacos demandam um grande
custo de recursos e tempo. Afim de reduzir esses custos, estudos tedricos tem sido de
fundamental importancia na indicacdo de fatores que qualifiquem novos compostos quimicos
como potenciais drogas. Varios autores destacam a importancia dos parametros
farmacocinéticos ADME (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo), que dao
informacdes sobre a permeabilidade e a concentracdo de determinados compostos em alvos
terapéuticos e sua consequente eliminacdo no organismo.’”:’® Os pardmentros ADME podem
ser verificados por estudos in silico baseados em célculos de propriedades fisico-quimicas

como lipofilicidade (clogP) e peso molecular (MW).
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Na década de 1990 Lipinski et al.,”® apresentaram uma relagio entre os pardmetros
farmacocinéticos e fisico-quimicos, indicando que as moléculas com alto potencial para se tornar
um farmaco eram as que se assemelhavam, em propriedades medidas, aos dos farmacos
existentes. Seu estudo cuminou na chamada por Lipinski de “Regras de 57, que dispde de quatro
fatores: massa molar < 500 g/ mol, log P <5, nimero de aceitadores de ligagdes de hidrogénio <
10 (contabilizados em fungdo de &tomos de N ou O na molécula), e nimero de doadores de
ligacdo de hidrogénio < 5 (representados em funcao dos grupos NH ou OH na molécula).

Neste trabalho, o estudo in silico dos diésteres (47a-i), (48a-i) e (49a-i) foram
realizados para verificar os parametros de Lipinski usando OSIRIS Property Explorer® e
Swiss ADMES®! software. Além desses, outros parametros como ligacdes rotativas (Rb), a area
de superficie topologica polar (TPSA), percentagem de absor¢do (%ABS), drug-likeness e
drug score também foram incluidos no estudo, visto que ndo importantes parametros no
planejamento de novos candidatos a farmacos. A percentagem de absorcéo foi calculada pela
equacdo %ABS = 109-(0.345 x TPSA) de acordo Zhao et al.8? Os valores calculados nesse

estudo sdo mostrados nas Tabelas 14, 15 e 16.

Tabela 14 — Estudo In silico dos amidoésteres 47a-i.

Parametros de Lipinski Rb TPSA %  Drug Drug
Comp. MW HBDHBAclog PnV (A ABS likenessScore

47a 33831 1 5 164 0 7 92,78 76,99 -13,05 0,44
47b 383,31 1 7 0,72 0 8 138,60 61,18 -26,74 0,41
47c 366,37 1 5 240 0 8 92,78 76,99 -11,56 0,32
47d 352,34 1 5 199 0 7 92,78 76,99 -12,78 0,42
47e 41721 1 5 237 0 7 92,78 76,99 -13,35 0,22
47f 372,776 1 5 225 0 7 92,78 76,99 -10,59 0,40
479 380,39 1 5 2,83 0 8 92,78 76,99 -13,73 0,38
47h 401,30 1 8 0,82 0 8 138,60 61,18 -23,04 0,39
471 417,76 1 7 1,33 0 8 138,60 61,18 -20,34 0,36

Propriedades Fisico-quimicas: MW = peso molecular, HBD = doador de liga¢do de hidrogénio; HBA = aceitador
de ligacdo de hidrogénio; clog P = coeficiente de particdo octanol / &gua com base no modelo Molinspiration
milog P; nV = numero de violagdes; Rb = ligacdes rotatdrias; TPSA (A)? = Area total de superficie polar; %
ABS = porcentagem de adsorcao.

Os resultados in silico obtidos na Tabela 14 mostraram que todos os amidoésteres

(47a-i) obedeceram a regra de 5 de Lipinski, indicando assim que esses compostos podem
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apresentar uma boa disponibilidade oral. Os valores de TPSA dos amidoésteres (47a) e (47c-
g) foram de 92,78 A% (47b), (47h) e (47i) foram de 138,60 A? indicando uma boa
permeabilidade na membrana plasmatica das células e uma percentagem de absorcéo
moderada variando de 61,18-76,99 %. O nimero de ligacGes rotativas Rb variaram entre 7 e 8
para 0s compostos (47a-i), o que indica, junto de TPSA abaixo de 140 A2 alta probabilidade
de boa biodisponibilidade oral.””

O valor de drug-likeness dos diésteres (47a-i) variam entre -10,57 e -26,74, onde o
maior valor foi referente ao (47b) e o menor ao (47f). Quanto mais proximo de um valor
positivo, mais a molécula contém predominantemente fragmentos que estdo freqlientemente
presentes em drogas comerciais, idealmente o valor de drug-likeness deve ser positivo. O
valor de Drug Score combina o cLogP, logS, peso molecular e riscos de toxicidade em uma
espécie de valor numérico variando de 0,0 a 1,0 que pode ser usado para prever o potencial
global de um composto como novo candidato a medicamento. Os valores obtidos a partir
desta abordagem variaram entre 0,22 para o amidoéster (47¢) e 0,44 para o amidoéster (47a),
sugerindo que a série de compostos amidoeésters (47a-i) tém potencial para se tornarem novos

candidatos a farmacos.

Tabela 15 - Estudo In silico dos diésteres 48a-i.

Parametros de Lipinski Rb TPSA % Drug Drug
Comp. MW HBD HBA clog P nV (A ABS likeness Score

48a 277,23 0 6 011 0 6 8998 779 -10,6 0,38
48b 291,26 O 6 052 0 7 8998 779 -121 0,38
48c 305,28 O 6 097 0 8 8998 7795 -85 0,37
48d 305,28 O 6 087 0 7 8998 7795 -109 0,37
48e 319,31 O 6 142 0 9 8998 77,95 -133 0,22
48f 319,31 O 6 1,19 0 8 8998 7795 -85 0,22
48g 319,31 O 6 133 0 8 8998 7795 -99 0,27
48h 333,34 0 6 188 0 10 89,98 7795 -17,6 0,23
48i 333,34 0 6 164 0 9 8998 7795 -81 0,21

Propriedades Fisico-quimicas: MW = peso molecular, HBD = doador de liga¢do de hidrogénio; HBA = aceitador
de ligacdo de hidrogénio; clog P = coeficiente de particdo octanol / &gua com base no modelo Molinspiration
milog P; nV = numero de violagdes; Rb = ligacdes rotatdrias; TPSA (A)? = Area total de superficie polar; %
ABS = porcentagem de adsorcao.
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Os resultados in silico obtidos na Tabela 15 mostraram que todos os diésteres (48a-i)
obedeceram a regra de 5 de Lipinski, indicando assim que esses compostos podem apresentar
uma boa disponibilidade oral. Os valores de TPSA de todos os diésteres (48a-i) foram de
89,98 A?, indicando uma boa permeabilidade na membrana plasmatica das células e uma
percentagem de absor¢cdo moderada de 77,95 %. O nimero de ligacGes rotativas Rb variaram
entre 6 e 10 para os compostos (48a-i), o que indica, junto de TPSA abaixo de 140 A?, alta
probabilidade de boa biodisponibilidade oral.””

O valor de drug-likeness dos diésteres (48a-i) variam entre -8,1 e -17,6, onde o0 maior
valor foi referente ao (48i) e 0 menor ao (48h). Os valores de Drug Score variaram entre 0,21
para o diéster (48i) e 0,38 para os diésteres (48a) e (48b), sugerindo que a série de compostos

diésteres (48a-i) tém potencial para se tornarem novos candidatos a farmacos.

Tabela 16 - Estudo In silico dos diésteres 49a-i.

Parametros de Lipinski R TPSA % Drug Drug
Comp. MW HBD HBA clog P nV (A ABS likeness Score

49a 41501 O 6 253 0 6 8998 7795 -1,23 0,07
49b 429,04 O 6 294 0 7 8998 779 -281 0,06
49c 443,06 O 6 339 0 8 8998 779 0,78 0,08
49d 443,06 0 6 330 0 7 8998 7795 -162 0,06
49e 457,09 O 6 38 0 9 8998 7795 -4,04 0,03
49f 457,09 O 6 361 0 8 8998 779 0,81 0,06
499 457,09 0 6 3,75 0 8 8998 77,95 -0,56 0,06
49h 471,12 0 6 430 0 10 89,98 77,95 -8,28 0,04
491 471,12 0 6 407 0 9 8998 7795 1,18 0,07

Propriedades Fisico-quimicas: MW = peso molecular, HBD = doador de liga¢do de hidrogénio; HBA = aceitador
de ligacdo de hidrogénio; clog P = coeficiente de parti¢do octanol / &gua com base no modelo Molinspiration
milog P; nV = numero de violagdes; Rb = ligacdes rotatdrias; TPSA (A)? = Area total de superficie polar; %
ABS = porcentagem de adsorcao.

Os resultados in silico obtidos na Tabela 16 mostraram que todos os diésteres
tetraclorados (49a-i) obedeceram a regra de 5 de Lipinski, indicando assim que esses
compostos podem apresentar uma boa disponibilidade oral. Os valores de TPSA de todos 0s
diésteres tetraclorados (49a-i) foram de 89,98 A? indicando uma boa permeabilidade na
membrana plasmética das células e uma percentagem de absor¢do moderada de 77,95 %. O

numero de ligacOes rotativas Rb variaram entre 6 e 10 para os compostos (49a-i), 0 que
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indica, junto de uma TPSA abaixo de 140 A?, alta probabilidade de boa biodisponibilidade
oral.””

O valor de drug-likeness dos diésteres tetraclorados (49a-i) variam entre 1,18 e -8,28,
onde o maior valor foi referente ao (49i) e o menor ao (49h). Em comparacdo com as demais
séries 47 e 48a-i O valor de Drug Score variaram entre 0,03 e 0,08 para os diésteres
tetraclorados (49c) e (49e) respectivamente, sugerindo que a série de compostos diésters (49a-
i) tém potencial para se tornarem novos candidatos a farmacos.

De acordo com os dados dos estudos in silico, os diésteres 49a-i apresentaram
melhores valores de drug-likeness entre as trés séries de compostos finais sintetizados
indicando a presenca de fragmentos que estdo freqientemente em drogas comerciais. Em
contraposi¢do, 0s amidoésteres 47a-i tiveram os melhores valores de Drug Score
apresentando “potencial global” como novo candidato a medicamento, enquanto que 0S

diésteres 49a-i tiveram os piores resultados nesse critério.

5.7 Estudo Farmacoldgico

5.7.1 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana dos Compostos 47a-i

A atividade antibacteriana in vitro dos compostos 47a-i foi avaliada pelo método de
microdiluicdo com duas cepas de bactérias patogénicas Gram-positivas, Staphylococcus
aureus ATCC-6538 e Staphylococcus epidermidis ATCC-12228 e duas cepas de bactérias
Gram-negativas, Escherichia coli ATCC-18739, Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027,
utilizando a Gentamicina (0,209 pumol/mL) como o farmaco padrdo e contra 8 fungos
leveduriformes, Candida albicans ATCC-76645 e LM-111, Candida tropicalis ATCC-13803
e LM-07, Candida parapsilosis ATCC-22019 e LM-302, Candida krusei ATCC-6258 e LM-
656, utilizando Anfotericina B (0,108 umol/mL) como o fa&rmaco padrdo no controle negativo

com antimicrobianos.



Tabela 17 - Concentrag&o Inibitéria Minima (CIM) dos amidoésteres 47a-i.
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Concentracéo Inibitdria Minima (umol mL™

Cepas de Bactérias e Fungos

Q N ® o)
S S 2 S O N
8 3 SR % 5 8 s
o)} ) ‘ L0

Compostos &8 & @ © [ o O 5 8§

Q = X9 ke O < o EI RY) - 8] e}

o < = < g s & 2 L8

< = O <] » 0 2 2 2 =2 < 3

%) e = = C C < o] S 'S - -

= oy < (= S S 2 L = o Iy I}

5 S © S £ o S S S o g 2 >

© [} o I © © = = S o X X

%) %) i o @) @) o o O R0 @) @)

47a + + + + + + + + + + + +

47b + + + + + + + + + + + +

47c + + + + + + + + + + + +

47d + + + + + + + + + + + +

47e + + + + + + + + + + + +

47f + + + + + + + + + + + +

479 + + + + + + + + + + + +

47h + + + + + + + + + + + +

47i + + + + + + + + + + + +

Controles

Meio de - - - - - - - - - - - -
cultura

Micro- + + + + + + + + + + + +
organismo

Gentamicina - - - - X X X X X X X X

Anfotericina X X X X - - - - - - - -

B

(+): Crescimento do micro-organismo (-): N&o houve crescimento microbiano

Os compostos amidoésteres 47a-i ndo apresentaram atividade inibitéria contra

nenhuma das cepas de bactérias e fungos testadas na tabela 17.
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5.7.2 Avalicdo da Atividade Antibacteriana dos Compostos 48a-i

A atividade antibacteriana in vitro dos compostos 48a-i foi avaliada pelo método de
microdiluicdo com duas cepas de bactérias patogénicas Gram-positivas, Staphylococcus
aureus ATCC-6538 e Staphylococcus epidermidis ATCC-12228 e duas cepas de bactérias
Gram-negativas, Escherichia coli ATCC-18739 e Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027,

utilizando a Gentamicina (0,134 umol mL™) como o farmaco padréo (Tabela 18).

Tabela 18 - Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) dos diésteres 48a-i.

Concentragao Inibitéria Minima (umol mL™

Cepas de Bactérias

COMPOSTOS s % é § g g ) é
=9 2o 29 8
v E g2 8 W o
< o < o < <
48a + + + +
48b + + + +
48c + + + +
48d + + + +
48e + + + +
48f + + + +
489 + + + +
48h 3,072 3,072 3,072 3,072
48i 3,072 3,072 3,072 3,072
Controles
Meio de cultura - - - -
Micro-organismo + + + +

Gentamicina - - - -

(+): Crescimento do micro-organismo (-): N&o houve crescimento microbiano

De acordo com os resultados apresentados na tabela 18 apenas os diésters (48h) e (48i)

podem ser considerados bioativos. Ambos os diésteres n-pentil (48h) e isopentil (48i)
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apresentaram uma CIM de 3,072 umol mL* para as cepas de bactérias Staphylococcus aureus
ATCC-6538, Staphylococcus epidermitis ATCC-12228, Escherichia coli ATCC-18739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027.

Apenas os diésteres n-pentil (48h) e isopentil (48i) de maior cadeia alquilica
mostraram atividade antibacteriana tanto para as Gram-positivas como para as Gram-
negativas. Embora os diésteres (48h) e (48i) ndo tenham apresentado diferenca nas atividades
entre Gram-positivas e Gram-negativas, trabalhos na literatura mostram que a atividade de
compostos com propriedades antibacterianas Gram-positivas e Gram-negativas s&o
potencializadas aumentando a lipofilicidade dos mesmos.83 Compostos com maior cadeia
alquilica sdo mais ativos, provavelmente devido a interacdo do tipo surfactante com a
membrana bacteriana.8*® Os demais compostos diésteres (48a), (48b), (48c), (48d), (48e),

(48f) e (48g) ndo apresentaram qualquer inibi¢do no crescimento das cepas bacterianas.

5.7.3 Avalicao da Atividade Antifungica dos Compostos 48a-i

A atividade antifangica in vitro dos compostos (48a-i) foi avaliada pelo método de
microdiluicdo com oito cepas de fungos leveduriformes patogénicas, Candida albicans
ATCC-76645 e LM-111, Candida tropicalis ATCC-13803 e LM-07, Candida parapsilosis
ATCC-22019 e LM-302, Candida krusei ATCC-6258 e LM-656, utilizando a Anfotericina B
(0,034 umol mL™) como o farmaco padrdo. Dos nove diésteres testados, apenas 0s compostos
(48a), (48b), (48c), (48e), (48h) e (48i) apresentaram atividade antifingica contra todas as
cepas de Candida (Tabela 19).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 19 os diésters (48a), (48b), (48c),
(48e), (48h) e (48i) podem ser considerados bioativos. O diéster (48a) com o grupo metil
apresentou uma CIM de 3,693 pmolmL™ para as cepas de fungos leveduriformes de Candida
albicans ATCC-76645 e LM-111, Candida tropicalis ATCC-13803 e LM-07, Candida
parapsilosis ATCC-22019 e LM-302, Candida krusei ATCC-6258 e LM-656. Em
comparacdo com o diéster (48a), os diésteres com grupos etil (48b), propil (48c), n-butil
(48e), isopentil (48i) e n-pentil (48h) apresentaram um aumento crescente da atividade
fangica nessa ordem para as cepas de Candida albicans ATCC-76645 e LM-111, Candida
tropicalis ATCC-13803 e LM-07, Candida parapsilosis ATCC-22019 e LM-302, Candida
krusei ATCC-6258 e LM-656. Destaca-se nesse resultado a CIM de 0,191 pmol mL™? do
diéster (48h) contra a cepa de Candida tropicalis LM-07.
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Tabela 19 - Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) dos compostos diésteres 48a-i.

Concentracéo Inibitoria Minima (umol mL™

Cepas de Fungos

Compostos : g 2 % % 2 é % é 8 3 % 50
sk 237 33 €3 8% 8% 285 28
S8 =3 =6 23 55 83 52 o3
o © Y« ¢ s< ¢ <
48a 3,693 3,693 3,693 3,693 3,693 3,693 3,693 3,693
48b 3,515 3,515 3,515 3,515 3,515 3,515 3,515 3,515
48c 3,354 3,354 3,354 3,354 3,354 3,354 3,354 3,354
48d + + + + + + + +
48e 3,206 3,206 3,206 3,206 3,206 3,206 3,206 3,206
48f + + + + + + + +
48¢ + + + + + + + +
48h 0,767 0,767 0,767 0,191 0,767 0,767 0,767 0,767
48i 3,071 3,071 3,071 3,071 3,071 3,071 3,071 3,071
Controles
Meio de cultura - - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + + +

Anfotericina B - - - - - - - .

(+): Crescimento do micro-organismo (-): N&o houve crescimento microbiano

Os resultados corroboram com os descritos na literatura®87 que indicam melhores
atividades e menores CIM para compostos com maior cadeia alquilica e consequentemente

maior lipofilicidade.

5.7.4 Avalicao da Atividade Antibacteriana dos Compostos 49a-i

A atividade antibacteriana in vitro dos compostos (49a-i) foi avaliada pelo método de
microdiluicdo com trés cepas de bactérias patogénicas Gram-positivas, Staphylococcus aureus
ATCC-25923, Staphylococcus epidermidis ATCC-12228 e Bacillus subtilis ATCC-6633 e

quatro cepas de bactérias Gram-negativas, Escherichia coli ATCC-25922, Pseudomonas
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aeruginosa ATCC-9027, Klebsiella pneumoniae ATCC-700603 e Proteus mirabilis ATCC-

25933, utilizando a Gentamicina (0,134 pmol mL™) como o farmaco padréo (Tabela 20).

Tabela 20 - Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) dos diésteres 49a-i.

Concentraco Inibitoria Minima (umol mL™

Cepas de Bactérias

™ 2 Q o © @ 8
Compostos o S S Q © o 3 '§ 2 § >
2 8 EY <9 =8  §9 ES 28
® O 20 =i i O g 20 |
n = CD — > = - Q‘I— =
< v < @ < o ¢ < (S
m o
49a 1,233 1,233 1,233 0,616 0,616 0,616 0,616
49b 2,386 2,386 2,386 0,596 0,596 0,596 0,596
49c 2,311 2,311 2,311 2,311 2,311 2,311 2,311
49d 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155 1,155
49e 1,120 1,120 1,120 0,560 0,560 0,560 0,560
49f 2,240 2,240 2,240 2,240 2,240 2,240 2,240
499 1,120 1,120 0,560 0,560 1,120 1,120 1,120
49h 2,173 2,173 2,173 2,173 2,173 2,173 2,173
49i 1,086 1,086 1,086 1,086 1,086 1,086 1,086
Controles
Meio de cultura - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + +

Gentamicina - - - - - - .

(+): Crescimento do micro-organismo (-): N&o houve crescimento microbiano

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 20 todos os diésters (49a-i)
podem ser considerados bioativos. O diéster (49a) com o grupo metil apresentou uma CIM de
1,233 pmolmL™? para as cepas de Staphylococcus aureus ATCC-25923, Staphylococcus
epidermidis ATCC-12228, Bacillus subtilis ATCC-6633 e 0,616 umolmL™ para as cepas de
Escherichia coli ATCC-18739, Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027, Klebsiella
pneumoniae ATCC-700603 e Proteus mirabilis ATCC-25933. Em comparagdo com o diéster
(49a), os diésteres com grupos n-pentil (49h), isobutil (49f), propil (49c) e etil (49b)

apresentaram uma diminuigéo crescente da atividade antibacteriana nessa ordem para as cepas
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Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC-25923, Staphylococcus epidermidis ATCC-
12228, Bacillus subtilis ATCC-6633. Os diésteres isopentil (49i), sec-butil (49g), isopropil
(49d), n-pentil (49h), isobutil (49f) e propil (49c) apresentaram uma diminuicdo crescente da
atividade antibacteriana nessa ordem para as cepas Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa
ATCC-9027, Klebsiella pneumoniae ATCC-700603 e Proteus mirabilis ATCC-25933. Os
diésteres isopentil (49i), isopropil (49d), n-pentil (49h), isobutil (49f) e propil (49c)
apresentaram uma diminuicdo crescente da atividade antibacteriana nessa ordem para a cepa
Gram-negativa Escherichia coli ATCC-18739. Os diésteres isopropil (49d), sec-butil (49g),
n-butil (49e) e isopentil (49i) apresentaram um aumento crescente da atividade antibacteriana
nessa ordem para as cepas Staphylococcus aureus ATCC-25923, Staphylococcus epidermidis
ATCC-12228. Os diesteres isopropil (49d), n-butil (49e), isopentil (49i) e sec-butil (499)
apresentaram um aumento crescente da atividade antibacteriana nessa ordem para a cepa de
Bacillus subtilis ATCC-6633. Os diésteres etil (49b) e n-butil (49e) apresentaram um
aumento crescente da atividade antibacteriana nessa ordem para as cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC-9027, Klebsiella pneumoniae ATCC-700603 e Proteus mirabilis ATCC-
25933. Os diésteres etil (49b), sec-butil (499) e n-butil (49e) apresentaram um aumento
crescente da atividade antibacteriana nessa ordem para a cepa Escherichia coli ATCC-18739.

Diésteres de cadeias menores e lineares (49a e 49b), com excecdo do n-butil (49e)
demonstram atividades inibitorias melhores nas cepas de Escherichia coli ATCC-18739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027, Klebsiella pneumoniae ATCC-700603 e Proteus
mirabilis ATCC-25933 em comparagdo com as cepas Staphylococcus aureus ATCC-25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC-12228, Bacillus subtilis ATCC-6633.

Na literatura se relata que a atividade de compostos com propriedades antibacterianas
Gram-positivas e Gram-negativas é melhorada aumentando a lipofilicidade dos mesmos®3. Os
resultados da tabela 20 demonstram que para as cepas Staphylococcus aureus ATCC-25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC-12228, Bacillus subtilis ATCC-6633, a maioria dos
diésteres de cadeia alquilica longa e ramificadas apresentam-se mais ativos contra bactérias
que os diésteres de cadeia menor e 0s analogos de cadeia alquilica linear, a tendéncia inversa
sdo os diésteres (49e) e (49f) onde a cadeia linear tem atividade superior ao analogo de cadeia

ramificada.
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5.7.5 Avalicao da Atividade Antifangica dos Compostos 49a-i

A atividade antifingica in vitro foi avaliada pelo método de microdiluicdo com quatro
cepas de fungos patogénicas, C. parapsilosis ATCC-22019, C. albicans ATCC-90028, C.
tropicalis ATCC-13803, C. krusei ATCC-6258, utilizando como o farmaco padrdo a
Anfotericina B (0,0346 umol mL™) (Tabela 21). A anélise das relaces estrutura-atividades
dos compostos (49a-i) foram baseados nos resultados da concentracdo inibitéria minima
(CIM) considerando suas estruturas similares, com mudangas apenas nos tamanhos dos
grupos alquil, inseridas propositalmente com a intencdo de promover mudancas significativas

nas propriedades dos compostos e resultar em poténcias antifungicas distintas.

Tabela 21 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos diésteres 49a-i.

Concentracéo Inibitéria Minima/CIM (umolmL™)

Cepas de Fungos

Compostos é % % § é % 5 g
R
S-S

49a 0,154 0,154 0,154 0,154
49b 0,149 0,149 0,149 0,149
49c 0,144 0,144 0,144 0,144
49d 0,280 0,280 0,280 0,280
49e 0,271 0,271 0,271 0,271
49f 0,144 0,144 0,144 0,144
499 0,280 0,280 0,280 0,280
49h 0,280 0,280 0,280 0,280
49i 0,271 0,271 0,271 0,271
Controles
Meio de cultura - - - -
Micro-organismo + + + +

Anfotericina B - - - -

(+): Crescimento do micro-organismo (-): N&o houve crescimento microbiano
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Em relacdo aos ensaios contra as cepas de Candida parapsilosis ATCC-22019,
Candida albicans ATCC-90028, Candida tropicalis ATCC-13803 e Candida krusei ATCC-
6258 e de acordo com os resultados apresentados na Tabela 21, todos os diésteres (49a-i)
podem ser considerados bioativos. Observou-se que o diéster (49a) com o grupo metil
apresentou uma CIM de 0,154 pmol mL*. Os diésteres com grupos etil (49b), propil (49c) e
isobutil (49f) produziram um pequeno aumento na atividade antifingica diminuindo
levemente a CIM comparacdo com a CIM do diéster (49a). A substituicdo usando grupos
isopropil (49d), n-butil (49e), sec-butil (49g), n-pentil (49h) e isopentil (49i) produziram um
diminuicdo na atividade antifingica aumento consideravelmente a CIM em comparagdo com
o diéster (49a). O aumento da cadeia alquilica acima de trés carbonos para os compostos (49e,
49g, 49h e 49i), com exce¢do do composto isobutil (49f) com CIM de 0,144 pmolmL™ e do
composto isopropil (49d) com CIM de 0,280 pmol mL™, elevaram a CIM em relagdo ao
composto (49a), o que sugere que a valor da CIM e consequentemente a atividade biologica
antifingica varia tanto com o aumento do comprimento como com 0 arranjo estrutural da
cadeia alquilica.

Uma substancia antifingica pode apresentar acao fungistatica (inibe o crescimento) ou
fungicida (mata o fungo) de acordo com a concentracdo e o tempo de exposi¢do ao fungo.
Essa informacdo € importante, pois individuos imunocompetentes podem fazer uso de uma
substancia fungistatica para conseguir tratar uma infeccdo, enquanto que, individuos
imunodebilitados necessitam de uma substancia fungicida. Uma maneira de analisar se um
composto € fungicida ou fungistatica se da através do calculo da razdo entre a CFM e a CIM.%

Os resultados apresentados na tabela 22 indicam que todos os compostos (49a-i)
apresentaram a capacidade de inibir o crescimento frente a todas as cepas testadas, exibindo

assim uma atividade fungistatica de acordo com a razdo CFM / CIM.

Tabela 22 — Valores de CFM (umolmL™) e razdo CFM/CIM para os compostos 49a-i.

C. parapsilosis C. albicans C. tropicalis ATCC- C. krusei
Compostos ATCC-22019 ATCC-90028 13803 ATCC-6258
CFM  CFM/CIM CFM CFM/CIM  CFM CFM/CIM CFM CFM/CIM

49a 0,616 4 0,616 4 0,616 4 0,616 4
49b 0,596 4 0,596 4 0,596 4 0,596 4
49c 0,576 4 0,576 4 0,576 4 0,576 4
49d 1,12 4 1,12 4 1,12 4 1,12 4
49 1,08 4 1,08 4 1,08 4 1,08 4
49f 0,576 4 0,576 4 0,576 4 0,576 4
49g 1,12 4 1,12 4 1,12 4 1,12 4
49h 1,12 4 1,12 4 1,12 4 1,12 4
49i 1,08 4 1,08 4 1,08 4 1,08 4

CFM/CIM > 4: atividade fungistatica. CFM/CIM < 4: atividade fungicida %.
* CFM: Concentrac¢do fungicida minima; CIM: Concentracédo inibitoria minima.
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A partir dos resultados observados para as mesmas cepas de fungos e bactérias dos

diésteres 48a-i e 49a-i (Tabela 23), fica claro o efeito da presenca dos quatro cloros

aromaticos no surgimento e ou aumento da atividade inibitoria contra fungos e bactérias.

Tabela 23 — Comparacdo da (CIM) de cepas de bactérias e fungos dos diésteres 48 e 49a-i.

Concentracéo Inibitdria Minima/CIM (umolmLt)

Cepas de Bactérias

2 X N 3 2 X N &
EX 238 =& EQ £3 =
o= o o o o o i
8O = 20 8O o Q o
20 g © u O 50 g© w o
o = = o E
v < o < < v < o < <
48a + + + 49a 1,233 0,616 0,616
48b + + + 49b 2,386 0,596 0,596
48c + + + 49c 2,311 2,311 2,311
48d + + + 49d 1,155 1,155 1,155
48e + + + 49e 1,12 0,56 0,56
48f + + + 49f 2,24 2,24 2,24
48¢ + + + 49¢ 1,12 1,12 0,56
48h 3,072 3,072 3,072  49h 2,173 2,173 2,173
48i 3,072 3,072 3,072 49i 1,086 1,086 1,086
Concentragéo Inibitdria Minima/CIM (umolmL™)
Cepas de Fungos
g2 28 .3 g2 28 .3
2§ £ 3% 2§ £ S
58 28 &f s8 g8 ¢&o
S8 ok 9k St ok 9k
48a 3,693 3,693 3,693 49a 0,154 0,154 0,154
48b 3,515 3,515 3,515 49b 0,149 0,149 0,149
48c 3,354 3,354 3,354  49¢ 0,144 0,144 0,144
48d + + + 49d 0,28 0,28 0,28
48e 3,206 3,206 3,206 49 0,271 0,271 0,271
48f + + + 49f 0,144 0,144 0,144
489 + + + 499 0,28 0,28 0,28
48h 0,767 0,767 0,767  49h 0,28 0,28 0,28
48i 3,071 3,071 3,071 49i 0,271 0,271 0,271
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Os dados da Tabela 23 indicam que os quatro cloros aromaticos provavelmente séo 0s
responsaveis pela inibicdo nas cepas de bacérias S. epidermidis ATCC-12228, P. aeruginosa
ATCC-9027 e E. coli ATCC-18739 para os diésteres com até quatro carbonos terminais (49a-g)
e melhoraram atividade inibitdria dos diésteres com cinco carbonos terminais (49h-i). Para as
cepas de fungos C. parapsilosis ATCC-22019, C. tropicalis ATCC-13803 e C. krusei ATCC-
625 os diésteres 49d e 49f-g apresentaram atividade em comparacdo com os diésteres 48d e
48f-g sem cloro. Para os demais diésteres 49a-c, 49e e 49h-i, houve um aumento da atividade
inibitéria em comparacdo com os diésteres 48a-c, 48e e 48h-i. Comparando as CIM, todos os
diésteres tetraclorados apresentaram atividade inibitria em concentracbes menores que 0S

respectivos diésteres sem cloro, tanto para bactérias como para fungos.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusotes

A rota sintética utilizada para a sintese das moléculas-alvos mostrou-se simples e
eficaz e os rendimentos obtidos moderados a bons. Foram sintetizadas ao todo 27 moléculas,
sendo dez amidoésteres 47a-i e dezoito diésteres 48 e 49a-i, todas sendo estruturas inéditas. O
estudo in silico mostrou que todos 0s 27 compostos sintetizados obedeceram a “regra de 5 de
Lipinski, o que indica uma boa biodisponibilidade oral durante a administragdo da droga,
sendo assim um bom candidato a novo farmaco. No estudo de atividade antibacteriana
amidoésteres (47a-i) ndo apresentaram atividade inibitoria contra nenhuma das cepas de
bactérias e fungos testadas. Para a série de diésteres 48a-i, apenas o n-pentil (48h) e isopentil
(48i) apresentaram atividade com uma CIM de 3,072 umol mL™ para as cepas de bactérias
testadas. Para a série de diésteres tetraclorados 49a-i, para a maior parte dos compostos da
série, as bactérias Gram-negativas foram mais fortemente inibidas que as Gram-positivas.
Para as Gram-negativas os diésteres etil (49b), sec-butil (49g) e n-butil (49¢e) apresentaram
melhores atividades que o diéster metil (49a), os demais propil (49c), isobutil (49f), n-pentil
(49h), isopropil (49d) e isopentil (49i) tiveram uma atividade menor que o metil (49a). Para
as Gram-positivas os diésteres, isopropil (49d), sec-butil (499), n-butil (49¢) e isopentil (49i)
apresentaram melhores atividades que o diéster metil (49a), os demais etil (49b), propil (49c),
isobutil (49f) e n-pentil (49h) tiveram uma atividade menor que o metil (49a). No estudo de
atividade antifangica os compostos diésteres 48a-c, 48e, 48h e 48i tiveram atividade contra
todas as cepas de Candida testadas, destaca-se o diéster 48h que obteve as melhores
atividades (CIM = 0,191 umol mL* e CIM = 0,767 umol mL™) contra as cepas de Candida
testadas. Os resultados indicam que tanto o aumento na cadeia alquilica linear dos ésteres
terminais quanto seus diferentes arranjos geométricos tem influéncia na atividade
farmacoldgica. A presenca dos quatro cloros provavelmente esta relacionada com o um
aumento na atividade antimicrobiana em comparacdo aos diésteres analogos sem cloro.
Futuros estudos envolvendo a sintese de novos diésteres com cadeias alquilicas maiores de
cinco carbonos serdo realizados para verificar até que ponto o aumento da cadeia influéncia

na atividade farmacoldgica.
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6.2 Perspectivas Futuras

o Sintetizar novos amidoésteres derivadas da tetracloroftaloilglicina combinados com N-
Avril-2-cloroacetamidas.

o Sintetizar novos derivados diésteres da ftaloilglicina e da tetracloroftaloilglicina
combinados com 2-cloroacetatos de alquila com maior nimero de carbonos na cadeia
alquilica do éster.

o Realizar testes bioldgicos anti-Leishmania com os produtos finais 48 e 49a-i e avaliar
seus potenciais bioldgicos visto que existem na literatura derivados de ftalimida com
atividade anti-Leishmania.

o Realizar estudo tedrico computacional de modelagem molecular em conjunto com
testes farmacologicos antibacterianos e antifungicos para elucidar as relagdes estrutura-

atividade dos compostos 48 e 49a-i.



Capitulo 7

EXPERIMENTAL
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1. EXPERIMENTAL

7.1 Material

Os solventes e reagentes utilizados de diversas procedéncias continham grau PA ou
espectrométrico, os que ndo apresentavam qualidades adequadas, quando necessério e
dependendo da finalidade do uso, foram purificados e secos.

7.2 Instrumentos

Os espectros na regido de Infravermelho (V) foram obtidos no espectrémetro FTIR
modelo IRPrestige-21, do fabricante Shimadzu. Os espectros de RMN *H e RMN *C foram
obtidos por trés tipos de aparelho: Oxford NMR200 marca Varian (200 MHz para 'H e 50
MHz para *3C), Varian 400 NMR200 (500 MHz para 'H e 125 MHz para **C) e EFT-60
NRM Spectrometer (60 MHz para *H e 15 MHz para **C). Dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-d6) e cloroformio deuterado (CDCls) foram wusados como solventes e
Tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Os deslocamentos quimicos () foram medidos
em unidade de parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As
multiplicidades das bandas em RMN *H foram indicadas segundo as convencdes: s (singleto),
sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), dI (dubleto largo), t (tripleto), dt (duplo
tripleto), g (quarteto), sept (septeto) e m (multipleto). A purificacdo dos compostos foi
realizada pela técnica de recristalizacdo em etanol ou etanol/agua e sua confirmacdo foi
verificada pela determinacdo da faixa de fusdo obtidos em placa de aquecimento da marca
MQAPF-3.
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7.3 Preparacao dos Compostos Intermediérios

7.3.1 Preparacéo da Ftaloilglicina e da Tetracloroftaloilglicina.

Foi adicionado anidrido ftalico (5 mmol) ou anidrido tetracloroftalico (5 mmol) e
glicina (5 mmol) em um baldo de fundo redondo com &cido acético glacial (100 mL), a
mistura reacional foi agitada sob refluxo por 6h (anidrido ftalico) e 8h (anidrido
tetracloroftalico). Apds esse tempo o solvente foi evaporado a pressao reduzida e o residuo
solido foi lavado com &gua destilada, filtrado, seco e recristalizado. Rendimento: 85%

(ftaloilglicina) e 93% para (tetracloroftaloilglicina).

3.7.1.2 Ftaloilglicina (22)

(22)

Solido branco; Rendimento: 85 %; p.f.: 189-190 °C; IV (vicm™) (ATR): 3475 (OH),
3099-3051 (CHar) 1612-1467 (C=Ca), 2985-2872 (Caiif), 1770-1718 (C=0); RMN de *H
(400 MHz, DMSO-d6) ¢ (ppm) 13,25 (s, 1H), 7,92 (dt, J = 7,1, 3,7 Hz, 2H), 7,89 — 7,85 (m,
2H), 4,32 (s, 2H), RMN de *3C (400 MHz, DMSO-d6) § (ppm) 168,92 (C-6), 167,26 (C-4 e
C-4’),134,83 (C-1e C-1"), 131,44 (C-3 e C-37), 123,42 (C-2 ¢ C27), 38,92 (C-5).
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3.7.1.3 Tetracloroftaloilglicina (42)

(42)

Solido branco; Rendimento: 93 %; p.f.: 308-310 °C; IV (v/icm™) (ATR): 1784, 1716 (C=0),
1417-1360 (C=Car), 1296, 733; RMN de 'H (500 MHz, DMSO0-d6) & (ppm) 4,35 (s, 2H);
RMN de *C (126 MHz, DMSO-d6) § (ppm) 168,31 (C-6), 162,78 (C-4 e C-4°), 138,86
(C-1eC-19), 128,58 (C-3 e C-3), 127,90 (C-2 e C-29), 39,54 (C-5).

7.3.2 Preparacéo do Ftaloilglicinato de Potassio e do Tetracloroftaloilglicinato de
Potassio.

Uma solucédo etandlica de hidréxido de potassio (5 mmol) foi adicionada lentamente
em uma solucdo etandlica (200 mL) de ftaloilglicina (10 mmol) ou tetracloroftaloilglicina
(5 mmol). A mistura reacional ficou sob agitacdo constante por 3h (ftaloilglicina) e 12h
(tetracloroftaloilglicina). Apos as 3h/12h o precipitado foi evaporado a baixa pressao e seco.

Rendimento: 98% (ftaloilglicinato de potassio) e 96% (tetracloroftaloilglicinato de potassio).

7.3.2.1 Ftaloilglicinato de potassio (45)

N\)LOK

(45)

o

Solido branco; Rendimento: 98 %; p.f.: >320 °C; IV (vicm?) (ATR): 3097-3041
(CHar) 1537-1466 (C=Car), 2987-2927 (Caiif), 1743-1714 (C=0).
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7.3.2.2 Tetracloroftaloilglicinato de potassio (46)

N\)LOK

(46)

o

Solido branco; Rendimento: 96 %; p.f.: >320 °C; IV (v/cm™?) (ATR): 2941 (Caii),
1708 (C=0), 734,17 (Car-Cl).

7.3.3 Preparacéo das N-Aril-2-cloroacetamidas (43a-i)

Num baldo de 50 mL foi colocado para agitar a amina aromética (20 mmol) e
trietilamina (24 mmol) em 20 mL de tetrahidrofurano a uma temperatura de 0°C. Apos 5
minutos de agitacdo foi adicionado lentamente o cloreto de 2-cloroacetila (24 mmol),
mantendo-se a temperatura da solucdo em torno de 0-5°C. O banho de gelo foi retirado e a
reacdo ficou sob agitacdo de 6-12 horas em temperatura ambiente. A mistura reacional foi
acompanhada por TLC (hexano/acetato de etila 1:1). Ao término da reagdo, o solvente foi
removido por rota-evaporacdo e ao residuo foi adicionado &gua destilada gelada. O
precipitado foi filtrado e lavado com agua gelada (3 x 20 mL) e seco. O produto foi purificado

por recristalizacdo com uma mistura de etanol/agua.



99

7.3.3.1 2-cloro-N-fenilacetamida (43a)

H .

7 11
N .
//\1%’94f:::r2
o 4 13

12
(43a)

De acordo com o item 7.3.3 utilizando fenilamina foi obtido sélido marrom;
Rendimento: 93 %; p.f.: 133-135 °C; IV (vicm™) (KBr): 3267 (NH), 3098-3049 (CHar), 2947-
2862 (Caiif), 1672 (C=0), 1604-1496 (C=Ca), 1290-1250 (C-Cl); RMN de *H (200 MHz,
CDCls): 6 (ppm) 4,16 (s, 2H, H-7), 7,15 (t, 1H, CHa), 7,33 (t, 2H, CHa/) 7,52 (d, 2H, CHay)
8,28 (s, 1H, NH), RMN de C (50 MHz, CDCls): 6 (ppm) 164,01, 136,77, 129,22, 125,35,
120,27, 43,00.

7.3.3.2 2-cloro-N-(p-nitrofenil)acetamida (43b)

H .
7 11
N .
//\\ﬁfg 9 12
(0]
1
> 3 'NO,

(43b)

De acordo com o item 7.3.3 utilizando p-nitrofenilamina foi obtido um solido preto;
Rendimento: 85 %; p.f: 188 — 190 °C; IV (v/icm™?) (KBr): 3277 (NH), 3109-3070 (CHa),
2939-2825 (Caiir), 1688 (C=0), 1624-1506 (C=Car), 1597, 1570, 1338 (NO.), 1294-1255
(C-CI); RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6): § (ppm) 4,36 (s, 2H, H-7), 7,85 (d, 2H, CHa/),
8,26 (d, 2H, CHa/), 10,93 (s, 1H, NH), RMN de 3C (50MHz, DMSO): 6 (ppm) 165,62,
144,61, 142,62, 125,07, 119,10, 43,62.
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7.3.3.3 2-cloro-N-(p-etilfenil)acetamida (43c)

7 H "™
8N g .
9
o 4 13 15
12 14

(43¢)

De acordo com o item 7.3.3 utilizando p-etilfenilamina foi obtido um s6lido branco;
Rendimento: 92 %; p.f.: 140 — 142 °C; IV (vicm™) (KBr): 3308 (NH), 3088-2965 (CHa),
2964-2868 (Caiif), 1668 (C=0), 1614-1512 (C=Ca), 1292-1254 (C-Cl); RMN de H (200
MHz, CDCls): 6 (ppm) 1,22 (t, 3H, CH3), 2,63 (q, 2H, CH>), 4,17 (s, 2H, H-7), 7,18 (d, 2H,
CHar), 7,44 (d, 2H, CHar), 8,23 (s, 1H, NH), RMN de *C (50 MHz - DMSO-ds): § (ppm)
163,89, 141,53, 134,37, 128,56, 120,45, 43,00, 28,45, 15,72.

7.3.3.4 2-cloro-N-(p-metilfenil)acetamida (43d)

7 H 1
8 N0 12
/\[rg
O 11 13
2 14

(43d) 1

De acordo com o item 7.3.3 utilizando p-metilfenilamina foi obtido um sélido branco;
Rendimento: 95 %; p.f.: 182 — 184 °C; IV (v/icm™) (KBr): 3307(NH), 3134-3089 (CHar),
2953 (Caiir), 1674 (C=0), 1616-1552 (C=Car), 1292, 1252 (C-Cl); RMN de 'H (200 MHz,
CDCls): 6 (ppm) 2,33 (s, 3H, CHz), 4,17 (s, 2H, H-7), 7,15 (d, 2H, CHa/), 7,42 (d, 2H, CHay),
8,21 (s, 1H, NH), RMN de 3C (50 MHz - DMSO-ds): J (ppm) 163,86, 135,11, 134,21,
129,73, 120,35, 42,66, 21,02.
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7.3.3.5 2-cloro-N-(p-bromofenil)acetamida (43e)

H .
7 11
s_N_ o .
RRG
(0]
"
e 13°Br

(43¢)

De acordo com o item 7.3.3 utilizando p-bromofenilamina foi obtido um sélido
branco; Rendimento: 85 %; p.f.: 184 — 186 °C; IV (v/cm™) (KBr): 3263 (NH), 3124-3076
(CHar), 2999-2953 (Caiif), 1670 (C=0), 1610, 1550 (C=Cas), 1281, 1246 (C-CI), 1188
(C-Br); RMN de *H (200 MHz - DMSO-ds): 6 (ppm) 4,27 (s, 2H, H-7), 7,55 (m, 4H, CHay),
10,45 (s, 1H, NH), RMN de 3C (50 MHz - DMSO-ds): & (ppm) 164,83, 137,85, 131,71,
121,28, 115,51, 43,56.

7.3.3.6  2-cloro-N-(p-clorofenil)acetamida (43f)

H .
7 1
N .
/\ﬁ/9 10 12
o 1" 13

12
(431)

De acordo com o item 7.3.3 utilizando p-clorofenilamina foi obtido um sélido branco;
Rendimento: 79 %; p.f.: 170 — 172 °C; IV (vicm™) (KBr): 3264 (NH), 3128-3080 (CHa),
3003-2951 (Caiif), 1668 (C=0), 1612-1551 (C=Car,), 1281-1246 (C— ClI), 1095 (C-Cl); RMN
de 'H (200 MHz - DMSO-dg): & (ppm) 4,27 (s, 2H, H-7), 7,40 (d, 2H, CHa), 7,63 (d, 2H,
CHar), 10,45 (s, 1H, NH), RMN de 3C (50 MHz - DMSO-ds): 6 (ppm) 164,81, 137,44,
128,81, 127,45, 120,92, 43,54.



102

7.3.3.7 2-cloro-N-(p-isopropilfenil)acetamida (43g)

De acordo com o item 7.3.3 utilizando p-isopropilfenilamina foi obtido um sélido
branco; Rendimento: 77 %; p.f.: 141 — 143 °C; IV (v/icm™) (KBr): 3271 (NH), 3130 (CHa),
2960- 2870 (Caiif), 1674 (C=0), 1612-1548 (C=Car), 1282-1250 (C-Cl), 1300-1282
(isopropil); RMN de *H (200 MHz - DMSO-ds): J (ppm) 1,24 (d, 6H, CH3), 2,90 (s, 1H, CH),
4,17 (s, 2H, H-7), 7,23 (d, 2H, CHa,), 7,45 (d, 2H, CHa/), 8,21 (s, 1H, NH), RMN de 13C
(50 MHz - DMSO-ds): 6 (ppm) 163,87, 146,19, 134,42, 127,16, 120,47, 43,01, 33,76, 24,12.

7.3.3.8 2-cloro-N-(4-fluor-3-nitrofenil)acetamida (43h)

7
N .
/ﬁ’i/s 19 12
o 1" 13
12
NO,
(43h)

De acordo com o item 7.3.3 utilizando 3-nitro-4-fluorofenilamina foi obtido um solido
amarelo; Rendimento: 85 %; p.f.: 119 — 120 °C; IV (vicm™) (KBr): 3296 (NH), 3136-3072
(CHar), 2956-2835 (Caiif), 1666 (C=0), 1605-1548 (C=Ca,), 1485, 1414, 1344 (NOz), 1346,
1301 (C-CIl); RMN de 'H (200 MHz - DMSO-ds): 6 (ppm) 3,79 (s, 3H, OCHs), 4,17 (s, 2H,
H-7), 6,88 (d, 1H, CHa), 7,43 (d, 2H, CHa), 8,20 (s, 1H, NH), RMN de **C (50 MHz -
DMSO-de): 0 (ppm) 163,89, 157,16, 129,79, 122,22, 114,34, 55,61, 42,97.
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7.3.3.9 2-cloro-N-(4-cloro-3-nitrofenil)acetamida (43i)

(43i)

De acordo com o item 7.3.3 utilizando 3-nitro-4-clorofenilamina foi obtido um sélido
amarelo; Rendimento: 80 %; p.f.: 120 — 122 °C; IV (vicm™) (KBr): 3313 (NH), 3122-3094
(CHayr), 2945-2881 (Caiir), 1691 (C=0), 1605-1544 (C=Car), 1483, 1404, 1344 (NO>), 1300,
1265 (C—Cl); RMN de 'H (200 MHz - DMSO-ds): 6 (ppm) 4,32 (s, 2H, H-7), 7,74 (d, 1H,
CHas), 7,81 (dd, 2H, CHay), 8,40 (d, 1H), 10,87 (s, 1H, NH), RMN de *C (50 MHz - DMSO-
de):  (ppm) 165,54, 147,28, 138,33, 132,20, 124,27, 119,16, 115,76, 43,42.

7.3.4 Preparacao dos Esteres 2-cloroacetatos de alquila (44a-i)

Metodo 1 (44a-d e 44f)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL equipado com condensador, uma mistura
do acido cloroacético (10 mmol), alcool (metilico, etilico, propilico, butilico e isopentilico (50
mL) e acido sulfarico concentrado (1 mL) foi aquecida sob condicdes de refluxo por 4 horas.
Apos este tempo, o excesso de solvente foi rota-evaporado e o residuo vertido em agua
gelada. O residuo foi transferido para um funil de separacdo contendo 250 ml de agua e em
seguida adicionou-se 50 mL de éter etilico. A fase organica foi separada e lavada repetidas
vezes com uma solucdo de bicarbonato de sddio (10%) até pH neutro e em seguida seca com
MgSOs anidro. O éter etilico foi destilado em rota-evaporador, obtendo-se o0s respectivos

ésteres, os quais foram usados na préxima etapa da sintese.

Meétodo 2 (44e e 44g-i)

Num baldo de 50 mL foi colocado para agitar a alcool R-substituido (20 mmol) e
trietilamina (24 mmol) em 20 mL de diclorometano a uma temperatura de 0°C. Apos 5
minutos de agitacdo foi adicionado lentamente o cloreto de 2-cloroacetila (24 mmol),

mantendo-se a temperatura da solugcdo em torno de 0-5°C. O banho de gelo foi retirado e a
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reacdo ficou sobre agitacdo de 6-12 horas em temperatura ambiente. Ao término da reacéo, 0
solvente foi removido por rota-evaporacdo e ao residuo foi adicionado agua destilada gelada.
O residuo foi transferido para um funil de separacdo contendo 250 ml de agua e em seguida
adicionou-se 50 ml de éter etilico. A fase orgénica foi separada e em seguida seca com
MgSOs anidro. O éter etilico foi rota-evaporado, obtendo-se os respectivos ésteres, 0s quais

foram usados na proxima etapa da sintese.

7.3.4.1 2-cloroacetato de metila (44a)

/\ﬁ/o\

(0]
(44a)

De acordo com o Método 1, utilizado o metanol foi obtido um liquido incolor;
Rendimento: 80 %; IV (cm™) (ATR): 2957 (Caiif), 1753 (C=0), 1299 e 1002 (O-Caiif), 789
(C-ClI); RMN de H (400 MHz, CDCls) ¢ (ppm) 4,05 (s, 2H, CHaaiif), 3,78 (s, 3H, OCHaaii);
RMN de **C (101 MHz, CDCls) ¢ (ppm) 167,87, 53,12, 40,77.

7.3.4.2 2-cloroacetate de etila (44b)

/\ﬁ/O\/

(o]
(44b)

De acordo com o Método 1, utilizado o etanol foi obtido um liquido incolor;
Rendimento: 93 %; IV (cm™) (ATR): 2985, 2942 (Caiir), 1735 (C=0), 1287 e 1024 (O-Caii),
781 (C-Cl); RMN de ‘H (400 MHz, CDCls) ¢ (ppm) 4,24 (q, J = 7,1 Hz, 2H, OCH2aiir), 4,04
(s, 2H, CHaaiif), 1,29 (t, J = 7,2 Hz, CHaaiif); RMN de 3C (101 MHz, CDCls) 6 (ppm) 167,41,
62,37, 41,04 14,17.
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7.3.4.3 2-cloroacetato de propila (44c)

/7\[8]/0\/\

(0]
(44¢)

De acordo com o Método 1, utilizado o propanol foi obtido um liquido incolor;
Rendimento: 92 %; IV (cm™) (ATR): 2970, 2881 (Caiif), 1737 (C=0), 1290 e 1056 (O-Caii),
792 (C-Cl); RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) ¢ (ppm) 4,14 (t, J = 6,7 Hz, 2H, OCH2aiif), 4,05
(s, 2H, CHaaiif), 1,73-1,64 (hept, 2H, CHaaiif), 0,95 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHaaiir); RMN de 3C
(101 MHz, CDCls) 6 (ppm) 167,51, 67,90, 41,02, 21,97, 10,33.

7.3.4.4 2-cloroacetato de isopropila (44d)

/7\ﬁ,0
Y
(44d)

De acordo com o Método 1, utilizado o isopropanol foi obtido um liquido o incolor;
Rendimento: 80 %; IV (cm™) (ATR): 2983, 2939 (Caiir), 1732 (C=0), 1375 (isopropila), 1287
e 1024 (O-Caiif), 792 (C-Cl); RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 (ppm) 5,12-5,04 (m, 1H,
OCHaiif), 4,01 (t, 2H, CHaaiir), 1,27 [d, J = 6,3 Hz, 6H, (CH3aiir)2]; RMN de 3C (101 MHz,
CDCls) ¢ (ppm) 166,93, 70,25, 41,33, 21,76.
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7.3.4.5 2-cloroacetato de butila (44e)

/7\ﬁ/°\/\/

(0]
(44e)

De acordo com o Método 2, utilizado o butanol foi obtido um liquido incolor;
Rendimento: 80 %; IV (cm™) (ATR): 2960, 2936, 2873 (Caiif), 1737 (C=0), 1288 e 1020
(O-Cauiif), 785 (C-Cl); RMN de *H (400 MHz, CDCls) § (ppm) 4,06 (s, 2H, OCH2aiif), 3,96 (d,
J = 6,7 Hz, 2H, CHaaiir), 1,97 (m, J = 13,4, 6,7 Hz, 1H, CHaaiif), 0,94 (d, J = 6,7 Hz, 6H,
CHsaiif); RMN de *C (101 MHz, CDCls) § (ppm) 167,53, 66,09, 40,87, 30,61, 18,99, 13,73.

7.3.4.6 2-cloroacetato de isobutila (44f)
/7\ﬁ/°\)\
o]
(441)

De acordo com o Meétodo 1, utilizado o isobutanol foi obtido um liquido incolor;
Rendimento: 78 %; IV (cm™) (ATR): 2962, 2875 (Caiir), 1736 (C=0), 1378 (isobutil), 1288 e
1174 (O-Caiir), 788 (C-Cl); RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 (ppm) 4,08 (s, 2H, CH2aiif), 3,98
(d, 2H, OCHzaiif), 1,98 (m, 1H, CHaiif), 0,95 [d, 6H, (CHsaiif)2]; RMN de 3C (101 MHz,
CDCls) ¢ (ppm) 167,51, 72,30, 41,03, 27,79, 19,05.
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7.3.4.7 2-cloroacetato de sec-butila (449)

(0]
(44g)

De acordo com o Método 2, utilizado o sec-butanol foi obtido um liquido incolor;
Rendimento: 65 %; IV (cm™) (ATR): 2976, 2939, 2881 (Caiif), 1732 (C=0), 1381 (sec-butil),
1288 e 1190 (O-Caiif), 792 (C-Cl); RMN de *H (400 MHz, CDClIs) 6 (ppm) 4,93 (h, J = 12,6,
6,3 Hz, 1H, OCHaiif), 4,04 (s, 2H, CHzaiif), 1,71-1,51 (m, 2H, CHaaiif), 1,26 (d, J = 6,3 Hz,
3H, CHsaiir), 0,92 (t, J = 7,5 Hz, 3H, CHaaii); RMN de *C (101 MHz, CDCls) ¢ (ppm)
167,01, 74,69, 41,23, 28,66, 19,31, 9,59.

7.3.4.8 2-cloroacetato de pentila (44h)

/7\6/0\/\/\
o
(44h)

De acordo com o Método 2, utilizado o pentanol foi obtido um liquido incolor;
Rendimento: 90 %; IV (cm™) (ATR): 2958, 2933, 2862 (Caii), 1737 (C=0), 1180 e 1045
(O-Caiir), 792 (C-Cl); RMN de H (400 MHz, CDCls) ¢ (ppm) 4,18 (t, 2H, OCHaaiif), 4,05 (s,
2H, CHaaiif), 1,71-1,61 (qt, 2H, CHzaiir), 1,37-1,30 [m, 4H, (CH2aiir)], 0,90 (t, J = 6,9 Hz, 3H,
CHsaiir); RMN 13C (101 MHz, CDCls) 6 (ppm) 167,51, 66,53, 41,06, 28,26, 22,37, 14,03.
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7.3.4.9 2-cloroacetato de isopentila (44i)

oy

(44i)

De acordo com o Meétodo 2, utilizado o isopentanol foi obtido um liquido incolor;
Rendimento: 75 %; IV (cm™) (ATR): 2960, 2873 (Caiif), 1736 (C=0), 1386 (isopentil), 1184
e 1047 (O-Caiif), 784 (C-Cl); RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 (ppm) 4,21 (t, J = 6,9 Hz, 2H,
CHaaiif), 4,04 (s, 2H, OCHaauif), 1,75-1,69 (m, J = 13,0, 6,3 Hz, 1H, CHaiir), 1,55 (g, J = 6,9
Hz, 2H, CHaaiif), 0,92 [d, J = 6,6 Hz, 6H, (CHazaii)2]; RMN 3C (101 MHz, CDCl3) J (ppm)
167,50, 65,06, 41,06, 37,23, 26,01, 22,51.

7.4 Preparacao dos Produtos Finais.

7.4.1 Preparacao dos Amidoésteres 47a-i.

O sal de potassio da ftaloilglicina (10 mmol) foi colocado em um baldo com (9,9
mmol) da 2-cloro-arilacetamida em 20 mL de dimetilformamida. A mistura foi agitada sob
refluxo por 24h. Decorrido as 24h de reacdo o produto foi colocado para esfriar a temperatura
ambiente e logo depois foi adicionado agua destilada gelada, observou-se a formacao de
precipitado. O precipitado foi filtrado a vacuo, lavado (3 x 20 mL) de agua destildada, seco e

recristalizado em solucgéo etanol/agua.
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7.4.1.1 Acetato de 2-oxo-2-(fenilamino)etil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (47a)
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De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43a foi obtido
um solido branco; Rendimento: 60 %; p.f.:175-178 °C; IV (cm™) (ATR): 3257 (NH), 3197-
3093 (CHar) 1593-1556 (C=Car), 2987-2949 (Caiir), 1755 (C=0), 1724 (C=0), 1681 (C=0);
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,11 (s, 1H, NH), 7,98 — 7,93 (m, 2H, CHa),
7,93 — 7,88 (M, 2H, CHay), 7,57 (d, J = 7,5 Hz, 2H, CHay), 7,36 — 7,28 (m, 2H, CHar), 7,08 (t,
J=7,4 Hz, 1H, CHa), 4,79 (s, 2H, H-7), 4,60 (s, 2H, H-5); RMN de *C (101 MHz, DMSO-
d6) & (ppm) 167,40 (C-4 e C-4°), 167,06 (C-6), 164,71 (C-8), 138,27, 134,94, 131,34, 128,83,
123,71, 123,53, 119,43, 63,46, 38,69.

7.4.1.2 Acetato de 2-((4-nitrofenil)amino)-2-oxoetil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (47b)
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De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43b foi obtido
um solido amarelo; Rendimento: 65 %; p.f.: 242-245 °C; IV (cm™) (ATR): 3367 (NH), 3109-
3061 (CHar) 1595-1560 (C=Car), 2961-2945 (Caiir), 1751(C=0), 1712 (C=0), 1616 (C=0),
1560, 1327 (NO2); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) § (ppm) 10,75 (s, 1H, NH), 8,26 —
8,22 (m, 2H, CHar), 7,97 — 7,93 (m, 2H, CHar), 7,93 — 7,88 (m, 2H, CHar), 7,84 — 7,80 (m,
2H, CHa/), 4,85 (s, 2H, H-7), 4,59 (s, 2H, H-5); RMN de *C (101 MHz, DMSO-d6) 6 (ppm)
167,42 (C-4 e C-4°), 167,06 (C-6), 165,77 (C-8), 144,44, 142,56, 131,34, 125,09, 123,56,
119,10, 63,49, 38,67.
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7.4.1.3 Acetato de 2-((4-etilfenil)amino)-2-oxoetil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (47c)

1’ X N 15
2 \)OL @\
v 6 O 9
N 8 N“10 12
4/\n/ - N X
(o)
(o)

“47¢)

De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43c foi obtido
um sélido branco; Rendimento: 62 %; p.f.: 148-150 °C; IV (cm™) (ATR): 3512 (NH), 3194-
3074 (CHar) 1556-1514 (C=Car), 2960-2929 (Caiir), 1751 (C=0), 1724 (C=0), 1678 (C=0),
1514-1465 (CH>CHs); RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 8,18 (s, 1H, NH), 7,89 (d, J =
2,8 Hz, 2H, CHar), 7,76 (dd, J = 4,6, 2,9 Hz, 2H, CHar), 7,56 (d, J = 8,0 Hz, 2H, CHa/), 7,16
(d, 2H, CHav), 4,77 (s, 2H, H-7), 4,60 (s, 2H, H-5), 2,61 (q, J = 7,6 Hz, 2H, H-14), 1,21 (t, J =
7,6 Hz, 3H, H-15); RMN de *C (101 MHz, CDCls) 6 (ppm) 167,76 (C-4 e C-4¢), 165,98 (C-
6), 164,49 (C-8), 141,01, 134,73, 134,70, 131,78, 128,39, 123,97, 120,42, 63,69, 39,21, 28,39
(C-14), 15,68 (C-15).

7.4.1.4 Acetato de 2-ox0-2-(p-tolilamino)etil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (47d):
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De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43d foi obtido
um sdlido branco, Rendimento: 65 %; p.f.: 167-167 °C; IV (cm™) (ATR): 3292 (NH), 3072-
3043 (CHar) 1593-1533 (C=Car), 2945-2927 (Caiif), 1751 (C=0), 1716 (C=0), 1660 (C=0),
1510-1444 (C-Caiif); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,01 (s, 1H, NH), 7,97 —
7,88 (m, 4H, CHar), 7,45 (d, J = 8,4 Hz, 2H, CHar), 7,12 (d, J = 8,1 Hz, 2H, CHa), 4,76 (s,
2H, H-7), 4,59 (s, 2H, H-5), 2,25 (s, 3H, H-14); RMN de *C (101 MHz, DMSO-d6) J (ppm)
167,39 (C-4 e C-4°), 167,06 (C-6), 164,46 (C-8), 135,74, 134,94, 132,67, 131,34, 129,19,
123,52, 119,46, 63,45, 38,70, 20,45 (C-14).
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7.4.1.5 Acetato de 2-((4-bromofenil)amino)-2-oxoetil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (47e)
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De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43e foi obtido
um solido branco; Rendimento: 65 %; p.f.: 175-177 °C; IV (cm™) (ATR): 3275 (NH), 3097-
3059 (CHar) 1593-1535 (C=Car), 2980-2941 (Caii), 1759 (C=0), 1720 (C=0), 1680 (C=0),
1070(C-Br); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,24 (s, 1H, NH), 7,96 — 7,87 (m,
4H, CHar), 7,56 — 7,51 (m, 2H, CHar), 7,51 — 7,47 (m, 2H, CHar), 4,77 (s, 2H, H-7), 4,58 (s,
2H, H-5); RMN de 3C (101 MHz, DMSO-d6) 5 (ppm) 167,38 (C-4 e C-4°), 167,04 (C-6),
164,92 (C-8), 137,64, 134,94, 131,66, 131,33, 123,52, 121,33, 115,33, 63,45, 38,67.

7.4.1.6 Acetato de 2-((4-clorofenil)amino)-2-oxoetil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (47f)
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De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43f foi obtido
um solido branco; Rendimento: 69 %; p.f.: 175-176 °C; IV (cm™) (ATR): 3361 (NH), 3201-
3132 (CHar) 1602-1539 (C=Car), 2987-2964 (CHa, Caiif), 1751 (C=0), 1708 (C=0), 1602
(C=0), 1089(C-Cl); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) § (ppm) 10,29 (s, 1H, NH), 8,03 —
7,78 (m, 4H, CHar), 7,59 (d, J = 8,7 Hz, 2H, CHa/), 7,37 (d, J = 8,7 Hz, 2H, CHa/), 4,78
(s, 2H, H-7), 4,59 (s, 2H, H-5); RMN de *C (101 MHz, DMSO-d6) ¢ (ppm) 167,39 (C-4 e C-
44, 167,05 (C-6), 164,90 (C-8), 137,22, 134,95, 131,33, 128,75, 127,30, 123,53, 120,97,
63,43, 38,67.
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7.4.1.7 Acetato de 2-((4-isopropilfenil)amino)-2-oxoetil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (479)
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De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43g foi obtido
um sélido branco; Rendimento: 67 %; p.f.: 55-56 °C; IV (cm™) (ATR): 3263 (NH), 3194-
3064 (CHar) 1537-1514 (C=Car), 2956-2870 (Caiif), 1751 (C=0), 1724 (C=0), 1678 (C=0),
1413-1384 (isopropil); RMN de *H (400 MHz, DMSO-d6) ¢ (ppm) 10,03 (s, 1H, NH), 7,95 —
7,86 (M, 4H, CHar), 7,46 (d, J = 8,5 Hz, 2H, CHa), 7,17 (d, J = 8,5 Hz, 2H, CHa/), 4,75
(s, 2H, H-7), 4,58 (s, 2H, H-5), 2,88 — 2,74 (m, 1H, H-14), 1,15 (d, J = 6,9 Hz, 6H, H-15 e
H-15°); RMN de °C (101 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 167,53 (C-4 e C-4%), 167,21 (C-6),
164,65 (C-8), 144,02, 136,05, 135,07, 131,42, 126,64, 123,64, 119,73, 63,54, 38,80, 32,99
(C-14), 24,03 (C-15 e C-15°).

7.4.1.8 Acetato de 2-((4-fluor-3-nitrofenil)amino)-2-oxoetil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (47h)
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De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43h foi obtido
um solido laranja; Rendimento: 65 %; p.f.: 86-87 °C; IV (cm™) (ATR): 3539 (NH), 3267-
3091 (CHar) 1565-1541 (C=Car), 2960-2870 (Caiif), 1747 (C=0), 1720 (C=0), 1683 (C=0),
1263 (C-F), 1500, 1350 (NO2); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) § (ppm) 10,59 (s, 1H,
NH), 8,47 (dd, J = 6,8, 2,7 Hz, 1H, CHa/), 7,96 — 7,88 (m, 4H), 7,87 — 7,83 (m, 1H, CHa/),
7,57 (dd, J = 11,2, 9,1 Hz, 1H, CHa), 4,81 (s, 2H, H-7), 4,59 (s, 2H, H-5); RMN de 3C (101
MHz, DMSO-d6) ¢ (ppm) 167,43 (C-4 e C-4°), 167,08 (C-6), 165,51 (C-8), 149,37, 135,00,
131,35, 126,86, 126,78, 123,56, 119,15, 118,93, 115,95, 63,35, 38,69.
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7.4.1.9 Acetato de 2-((4-cloro-3-nitrofenil)amino)-2-oxoetil 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila) (471)

11" X
" 6 0 9
N 8 "N“10 12°NO
4/ﬁr - N X 5
(o}
(0]

(47i)

De acordo com o procedimento em 7.4.1 utilizado os compostos 45 e 43i foi obtido
um solido marrom; Rendimento: 60 %; p.f.: 98-100 °C; IV (cm™) (ATR): 3541 (NH), 3266-
3070 (CHar) 1533 (C=Car), 2960-2881 (Caiif), 1747 (C=0), 1720 (C=0), 1685 (C=0), 1192
(C-Cl), 1479, 1346 (NO2); RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 10,70 (s, 1H, NH),
8,36 (d, J = 2,0 Hz, 1H, CHa/), 7,99 — 7,86 (m, 4H, CHa/), 7,75 (dt, J = 19,0, 5,4 Hz, 2H,
CHar), 4,82 (s, 2H, H-7), 4,59 (s, 2H, H-5); RMN de C (101 MHz, DMSO-d6) & (ppm)
167,40 (C-4 e C-4%), 167,05 (C-6), 165,71 (C-8), 147,30, 138,15, 134,98, 132,19, 131,34,
124,28, 123,55, 119,01, 115,75, 63,36, 38,67.

7.4.2 Preparacéao dos Diésteres 48 e 49a-i

O ftaloilglicinato de potassio ou tetracloroftaloilglicinato de potassio (10 mmol) foi
colocado em um baldo com (10 mmol) de 2-cloro-acetato substituido em 10 mL de DMF. A
mistura foi agitada sob refluxo por 24h (ftaloilglicinato de potassio) e 48h
(tetracloroftaloilglicinato de potassio). Decorrido as 24h/48h de reacdo o produto foi colocado
para esfriar a temperatura ambiente. Foi adicionado adgua destilada gelada ao baldo a solucéo
reacional aquosa foi agitada por 15 minutos. Houve formacdo de precipitado branco para 0s
diésteres (48a-i) e precipitado amarelo para os diésteres (49a-i). O precipitado foi filtrado e

lavado com agua diversas vezes, seco e recristalizado em solucdo de alcool e agua (7:3).
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7.4.2.1 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-metoxi-2-oxoetila (48a)
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De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 45 e 44a foi obtido
um sélido branco; Rendimento: 75 %; p.f.: 95-96 °C; IV (cm™) (ATR): 3074 (CHar), 2995-
2948 (Caiir), 1759 (C=0), 1728 (C=0), 1708 (C=0), 1185 (O-Caiir); RMN de H (400 MHz,
CDCl3) d (ppm) 7,92 — 7,83 (m, 2H, H-1 e H-1¢), 7,77 — 7,67 (m, 2H, H-2 e H-2¢), 4,69 (s,
2H, H-7), 4,55 (s, 2H, H-5), 3,75 (s, 3H, CHs); RMN de *C (101 MHz, CDCls) 6 (ppm)
167,54 (C-4 e C-4¢), 167,40 (C-6), 167,03 (C-8), 134,45 (C-1 e C-1¢), 132,07 (C-2 e C-29),
123,82 (C-3 e C-39), 61,56 (C-7), 52,56 (CH3), 38,73 (C-5).

7.4.2.2 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-etoxi-2-oxoetila (48b)
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De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os ompostos 45 e 44b foi obtido um
sélido branco; Rendimento: 75 %; p.f.: 85-86 °C; IV (cm™) (ATR): 3068 (CHar), 2987-2935
(Caiif), 1747 (C=0), 1747 (C=0), 1718 (C=0), 1182 (O-Cair); RMN de H (500 MHz,
CDCls) ¢ (ppm) 7,87 (dd, J =5,2, 3,1 Hz, 2H, H-1 e H-1°), 7,73 (dd, J = 5,2, 3,1 Hz, 2H, H-2
e H-2%), 4,67 (s, 2H, H-7), 4,55 (s, 2H, H-5), 4,21 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH>), 1,26 (t, J = 7,1 Hz,
3H, CHs); RMN de 3C (126 MHz, CDCls) 6 (ppm) 167,34 (C-4 e C-4*), 167,00 (C-6), 166,99
(C-3 e C-39), 134,38 (C-1 e C-1°), 132,05 (C-2 e C-2°), 123,76 (C-3 e C-3°), 61,76 (CH>),
61,70 (C-7), 38,71 (C-5), 14,09 (CHa).
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7.4.2.3 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-propoxietila (48c)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 45 e 44c foi obtido
um sélido branco; Rendimento: 72 %; p.f.: 76-77 °C; IV (cm™) (ATR): 3111-3076 (CHar),
2980-2928 (Caiir), 1754 (C=0), 1754 (C=0), 1714 (C=0), 1170 (O-Caiir); RMN de *H (500
MHz, CDCls) ¢ (ppm) 7,89 (dd, J = 5,5, 3,1 Hz, 2H, H-1 e H-1¢), 7,75 (dd, J = 5,5, 3,1 Hz,
2H, H-2 e H-2%), 4,69 (s, 2H, H-7), 4,56 (s, 2H, H-5), 4,13 (t, J = 6,7 Hz, 2H, CH>), 1,71 —
1,62 (m, 2H, CHy), 0,93 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHs); RMN de *C (126 MHz, CDCls) 6 (ppm)
167,25 (C-4 e C-4°), 166,99 (C-6), 166,88 (C-8), 134,27 (C-1 e C-1°), 132,02 (C-2 e C-2°),
123,69 (C-3 e C-3°), 67,20 (CH>), 61,60 (C-7), 38,64 (C-5), 21,85 (CH?2), 10,24 (CH3).

7.4.2.4 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-isopropoxi-2-oxoetila (48d)
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De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 45 e 44d foi obtido
um sélido branco; Rendimento: 38 %; p.f.: 74-75 °C; IV (cm™) (ATR): 3105-3078 (CHar),
2984-2943 (Caiir), 1768 (C=0), 1753 (C=0), 1720 (C=0), 1179 (O-Caiir); RMN de ‘H (400
MHz, CDCl3) ¢ (ppm) 7,92 — 7,88 (m, 2H, H-1 e H-1°), 7,77 — 7,74 (m, 2H, H-2 e H-2°), 5,09
(m, 1H, CH), 4,66 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 1,26 [(d, J = 6,3 Hz, 6H, (CHz3)2]; RMN de
13C (101 MHz, CDCls) 6 (ppm) 167,28 (C-4 e C-4¢), 166,91 (C-6), 166,45 (C-8), 134,29 (C-1
e C-19), 132,00 (C-2 e C-29), 123,69 (C-3 e C-3°), 69,62 (CH), 61,83 (C-7), 38,63 (C-5),
21,67 (CHj).



116

7.4.2.5 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-butoxi-2-oxoetila (48e)
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De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 45 e 44e foi obtido
um sélido branco; Rendimento: 68 %; p.f.: 58-59 °C; IV (cm™) (ATR): 3101-3068 (CHar),
2964-2943 (Caiir), 1763 (C=0), 1748 (C=0), 1716 (C=0), 1187 (O-Caiir); RMN de ‘H (400
MHz, CDCls) & (ppm) 7,91 — 7,88 (m, 2H, H-1 e H-1¢), 7,76 (m, 2H, H-2 e H-2°), 4,70 (s, 2H,
H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 4,18 (t, J = 6,7 Hz, 2H, CH,), 1,67 — 1,59 (m, 2H, CH>), 1,42 — 1,32
(m, 2H, CH>), 0,93 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CH3); RMN de *C (101 MHz, CDCl3) ¢ (ppm) 167,26
(C-4 e C-4%), 167,02 (C-6), 166,90 (C-8), 134,30 (C-1 e C-1¢), 131,99 (C-2 e C-2°), 123,69
(C-3 e C-39), 65,52 (CH>), 61,60 (C-7), 38,62 (C-5), 30,44 (CH,), 19,00 (CH>), 13,64 (CHj).

7.4.2.6 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-isobutoxi-2-oxoetila (48f)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 45 e 44f foi obtido
um sélido branco; Rendimento: 66 %; p.f.: 69-70 °C; IV (cm™) (ATR): 3099-3079 (CHa/),
2965-2935 (Caiif), 1750 (C=0), 1750 (C=0), 1707 (C=0), 1178 (O-Caiir); RMN de ‘H (400
MHz, CDCIs) ¢ (ppm) 7,89 (dd, J = 5,5, 3,0 Hz, 2H, H-1 e H-1°), 7,75 (dd, J = 5,5, 3,0 Hz,
2H, H-2 e H-2%), 4,71 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 3,96 (d, J = 6,7 Hz, 2H, CH>), 1,95 (m,
1H, CH), 0,93 [(d, J = 6,7 Hz, 6H, (CH3)2]; RMN de 3C (101 MHz, CDClIs) 6 (ppm) 167,26
(C-4 e C-49), 167,00 (C-6), 166,90 (C-8), 134,30 (C-1 e C-1°), 131,99 (C-2 e C-2°), 123,69
(C-3eC-39), 71,59 (CH»), 61,57 (C-7), 38,61 (C-5), 27,63 (CH), 18,94 (CHa).



117

7.4.2.7 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-(sec-butoxi)-2-oxoetila (480)

0
7. 0
4 N \S)GLO/-I\E’O\H
(0]
(482)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 45 e 44g foi obtido
um sélido branco; Rendimento: 60 %; p.f.: 68-69 °C; IV (cm™) (ATR): 3099-3082 (CHa),
2974-2939 (Caiir), 1776 (C=0), 1755 (C=0), 1707 (C=0), 1179 (O-Caiir); RMN de H (400
MHz, CDCls) 6 (ppm) 7,89 (dd, J = 5,5, 3,0 Hz, 2H, H-1 e H-1°), 7,75 (dd, J = 5,5, 3,0 Hz,
2H, H-2 e H-2¢), 4,98 — 4,89 (m, 1H, CH), 4,67 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 1,67 — 1,53
(m, 2H, CH>), 1,23 (d, J = 6,3 Hz, 3H, CHs), 0,88 (t, J = 7,5 Hz, 3H, CHs); RMN de **C (101
MHz, CDCls) 6 (ppm) 167,26 (C-4 e C-4¢), 166,91 (C-6), 166,60 (C-8), 134,29 (C-1 e C-1¢),
132,00 (C-2 e C-2¢), 123,68 (C-3 e C-3%), 74,13(CH), 61,78 (C-7), 38,62 (C-5), 28,65 (CH>),
19,30 (CHs), 9,56 (CHb).

7.4.2.8 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-(pentiloxi)etila (48h)
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De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 45 e 44h foi obtido
um sélido marrom; Rendimento: 67 %; p.f.: 39-40 °C; IV (cm™) (ATR): 3100-3043 (CHa/),
2959-2929 (Caiif), 1774 (C=0), 1752 (C=0), 1706 (C=0), 1193 (O-Caiir); RMN de ‘H (500
MHz, CDCl3) ¢ (ppm) 7,91 — 7,87 (m, 2H, H-1 e H-1°), 7,77 — 7,73 (m, 2H, H-2 e H-2°), 4,69
(s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 4,16 (t, J = 6,8 Hz, 2H, CH>), 1,68 — 1,61 (m, 2H, CH>), 1,36
—1,29 (m, 2H, CH,), 0,90 (t, J = 7,0 Hz, 3H, CHs); RMN de *C (126 MHz, CDCls) 6 (ppm)
167,24 (C-4 e C-4°), 166,99 (C-6), 166,88 (C-8), 134,27 (C-1 e C-1°), 132,02 (C-2 e C-2°),
123,68 (C-3 e C-3°), 65,80 (CH>), 61,60 (C-7), 38,64 (C-5), 28,13 (CH>), 27,89 (CH>), 22,25
(CHy), 13,91 (CHsa).
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7.4.2.9 2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetoxy)acetato de isopentila (48i)

.4' 5
N\)LO7 8 _O

6 /\g/\/W/
(48i)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 45 e 44i foi obtido
um liquido amarelo; Rendimento: 64 %; IV (cm™) (ATR): 3097-3080 (CHar), 2958 (Caiif),
1753 (C=0), 1753 (C=0), 1716 (C=0), 1176 (O-Cair); RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) &
(ppm) 7,89 (dd, J = 5,3, 3,1 Hz, 2H, H-1 e H-1¢), 7,75 (dd, J = 5,3, 3,1 Hz, 2H, H-2 e H-2°),
4,69 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 4,20 (t, J = 6,9 Hz, 2H, CH), 4,02 (m, 1H, CH), 1,54 (q,
J = 6,9 Hz, 2H, CHy), 0,92 [d, J = 6,6 Hz, 6H, (CH3)2]; RMN de '3C (126 MHz, CDCl3) ¢
(ppm) 167,22 (C-4 e C-4¢), 166,98 (C-6), 166,88 (C-8), 134,28 (C-1 e C-1¢), 132,00 (C-2 e C-
2¢), 123,67 (C-3 e C-3°), 64,33 (CH>), 61,61 (C-7), 38,63 (C-5), 37,09 (CH,), 24,98 (CH),
22,38 (CHs).

7.4.2.10 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-metoxi-2-oxoetila (49a)

2 O
N\)L780
(o) N
6/\g’

5

(49a)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44a foi obtido
um solido amarelo; Rendimento: 56 %; p.f.: 150-152 °C; IV (cm™?) (ATR): 2951 (Caiir), 1764
(C=0), 1714 (C=0), 1130 (O-Caiif) e 734,88 (Ca-Cl); RMN de H (400 MHz, CDCls) &
(ppm) 4,72 (s, 2H, H-7), 4,58 (s, 2H, H-5), 3,78 (s, 3H, CH3); RMN de 3C (101 MHz,
CDCls) ¢ (ppm) 167,23 (C-4 e C-4°), 166,21 (C-6), 162,57 (C-8), 140,55 (C-1 e C-1°), 130,10
(C-3eC-39), 127,55 (C-2 e C-29), 61,60 (C-7), 52,52 (CH3), 39,15 (C-5).
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7.4.2.11 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-etoxi-2-oxoetila (49b)

2. 0

N \s)csj\o;\ﬁ/ o0
0

(49b)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44b foi obtido
um sélido amarelo; Rendimento: 70 %; p.f.: 210-212 °C; IV (cm™) (ATR): 2985-2947 (Caiif),
1747 (C=0), 1716 (C=0), 1184 (O-Caiir) & 734,88 (Car-Cl); RMN de *H (500 MHz, CDCls) 6
(ppm) 4,70 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 4,24 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH>), 1,29 (t, J = 7,1 Hz,
3H, CHs); RMN de C (126 MHz, CDCls) ¢ (ppm) 166,75 (C-4 e C-4°), 166,23 (C-6), 162,55
(C-8), 140,52 (C-1 e C-1¢), 130,10 (C-3 e C-3¢), 127,60 (C-2 e C-2¢), 61,79 (CH>), 61,79 (C-
7), 39,18 (C-5), 14,07 (CH3).

7.4.2.12 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-propoxietila (49c)

4 0

N\s)ej\o}\ﬁ/o\/\
o}

(49¢)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44c foi obtido
um sélido amarelo; Rendimento: 72 %; p.f.: 255-257 °C; IV (cm™?) (ATR): 2951 (Caii), 1764
(C=0), 1714 (C=0), 1130 (O-Caiif) € 734,88 (Ca-Cl); RMN de H (500 MHz, CDCls) &
(ppm) 4,71 (s, 2H, H-7), 4,58 (s, 2H, H-5), 4,14 (t, J = 6,7 Hz, 2H, CH>), 1,69 (m, 2H, CH>),
0,94 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHs); RMN de °C (126 MHz, CDCls) 6 (ppm) 166,85 (C-4 e C-4°),
166,23 (C-6), 162,57 (C-8), 140,53 (C-1 e C-1°), 130,08 (C-3 e C-3°), 127,55 (C-2 e C-29),
67,29 (CHy), 61,73 (C-7), 39,18 (C-5), 21,82 (CH>), 10,25 (CHs).
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7.4.2.13 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-isopropoxi-2-oxoetila (49d)

7. 0
N\)Lo7 8_O
O
(49d)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44d foi obtido
um sélido amarelo; Rendimento: 60 %; p.f.: 137-139 °C; IV (cm™) (ATR): 2981-2937 (Caiif),
1745 (C=0), 1714 (C=0), 1176 (O-Caiir) € 734,88 (Car-Cl); RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &
(ppm) 4,66 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 5,09 (hept, 1H, CH) 1,27 [(d, J = 6,3 Hz, 6H,
(CHs)2]; RMN de **C (101 MHz, CDCls) § (ppm) 166,25 (C-4 e C-4°), 166,22 (C-6), 162,55
(C-8), 140,52 (C-1 e C-1¢), 130,10 (C-3 e C-3¢), 127,60 (C-2 e C-2°), 69,76 (CH), 61,99 (C-
7), 39,17 (C-5), 21,68 (CH3).

7.4.2.14 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-butoxi-2-oxoetila (49¢)

2 O
N \5)61\0/7\[8]/ o\/\/
(0]
(49¢)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44e foi obtido
um solido amarelo; Rendimento: 60 %; p.f.: 110-112 °C; IV (cm™) (ATR): 2972-2953 (Caiif),
1762 (C=0), 1718 (C=0), 1188 (O-Caiif) € 734,88 (Car-Cl); RMN de *H (400 MHz, CDCls) &
(ppm) 4,70 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 4,18 (t, J = 6,7 Hz, 2H, CH>), 1,63 (m, 2H, CH>),
1,36 (m, 2H, CHy), 0,93 (t, J = 7,4 Hz, 3H, CHs); RMN de *C (101 MHz, CDCls) 6 (ppm)
166,83 (C-4 e C-4%), 166,21 (C-6), 162,54 (C-8), 140,52 (C-1 e C-1°), 130,08 (C-3 e C-39),
127,57 (C-2 e C-2°), 65,62 (CH>), 61,75 (C-7), 39,15 (C-5), 30,45 (CH>), 19,00 (CH>), 13,64
(CHa).



121

7.4.2.15 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-isobutoxi-2-oxoetila (49f)

© 0
AN
N\s)sj\o}\ﬁ/o\)\
o]
(491)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44f foi obtido
um solido amarelo; Rendimento: 63 %; p.f.: 144-146 °C; IV (cm™) (ATR): 2958-2875 (Caiif),
1751 (C=0), 1718 (C=0), 1195 (O-Caiir) € 734,88 (Car-Cl); RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &
(ppm) 4,72 (s, 2H, H-7), 4,58 (s, 2H, H-5), 3,96 (d, J = 6,7 Hz, 2H, CH>), 1,96 (m, 1H, CH),
0,93 [(d, J = 6,7 Hz, 6H, (CHs)2]; RMN de 3C (101 MHz, CDCls) 6 (ppm) 166,81 (C-4 e C-
4%), 166,21 (C-6), 162,54 (C-8), 140,52 (C-1 e C-1¢), 130,09 (C-3 e C-3°), 127,56 (C-2 e C-
2¢), 71,76 (CH>), 61,72 (C-7), 39,14 (C-5), 27,64 (CH), 18,94 (CHs).

7.4.2.16 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-(sec-butoxi)-2-oxoetila (499)

* 0
A)
N\s)sLo;\ﬁ’o\H
o]
(49g)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44g foi obtido
um solido amarelo; Rendimento: 61 %; p.f.: 123-125 °C; IV (cm™) (ATR): 2980-2966 (Caiif),
1755 (C=0), 1714 (C=0), 1180 (O-Caiif) e 734,88 (Car-Cl); RMN de *H (400 MHz, CDCls) &
(ppm) 4,94 (h, 1H, CH), 4,68 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 1,59 (m, 2H, CH>), 1,23 (d, J =
6,3 Hz, 3H, CHs), 0,89 (t, J = 7,5 Hz, 3H, CH3); RMN de *C (101 MHz, CDCls) ¢ (ppm)
166,40 (C-4 e C-4%), 166,21 (C-6), 162,55 (C-8), 140,52 (C-1 e C-1°), 130,10 (C-3 e C-39),
127,60 (C-2 e C-2¢), 74,29(CH), 61,95 (C-7), 39,17 (C-5), 28,66 (CH), 19,31 (CHs), 9,55
(CHa).
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7.4.2.17 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-(pentiloxi)etila (49h)

5

4

N\)sj\o}\ﬁzo\/\/\
(0]

(49h)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44h foi obtido
um sdlido amarelo; Rendimento: 67 %; p.f.: 85-86 °C; IV (cm™) (ATR): 2956-2870 (Caiif),
1768 (C=0), 1749 (C=0), 1193 (O-Caiir) & 734,88 (Car-Cl); RMN de *H (500 MHz, CDCls) 6
(ppm) 4,70 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 4,17 (t, J = 6,8 Hz, 2H, CH>), 1,65 (m, 2H, CHy),
1,32 (m, 4H, CH>), 0,90 (t, J = 7,0 Hz, 3H, CHs); RMN de 3C (126 MHz, CDCls) & (ppm)
166,83 (C-4 e C-4°), 166,20 (C-6), 162,55 (C-8), 140,53 (C-1 e C-1°), 130,09 (C-3 e C-39),
127,57 (C-2 e C-2), 65,91. (CH>), 61,75 (C-7), 39,16 (C-5), 28,12 (CH>), 27,87 (CHy), 22,25
(CHy), 13,92 (CHj).

7.4.2.18 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de isopentila (49i):

. £
N\)Lo7 8 O

6 /\g/\/\r
(49i)

De acordo com o procedimento em 7.4.2 utilizado os compostos 46 e 44i foi obtido
um sélido amarelo; Rendimento: 65 %; p.f.: 95-96 °C; IV (cm™) (ATR): 2958-2872 (Caiif),
1753 (C=0), 1716 (C=0), 1188 (O-Caiir) € 732,95 (Car-Cl); RMN de H (500 MHz, DMSO-
d6) o (ppm) 4,79 (s, 2H, H-7), 4,57 (s, 2H, H-5), 4,13 (t, J = 6,9 Hz, 2H, CH>), 1,63 (m, 1H,
CH), 1,47 (9, J = 6,9 Hz, 2H, CH,), 0,87 [d, J = 6,6 Hz, 6H, (CH3).]; RMN de 3C (126 MHz,
DMSO-d6) ¢ (ppm) 167,12 (C-4 e C-4°), 166,80 (C-6), 162,55 (C-8), 138,96 (C-1 e C-1°),
128,64 (C-3 e C-3°), 127,87 (C-2 e C-2°),63,41 (CH>), 36,67 (CH>) 61,74 (C-7), 39,52(C-5),
24,38 (CH), 22,24 (CHj3).
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7.5 Atividade Antimicrobiana

Os compostos foram submetidos aos ensaios bioldgicos para avaliacdo da atividade
antimicrobiana sobre cepas de bactérias e de leveduras. Os mesmos foram devidamente
solubilizados em dimetil-sulfoxido (DMSQO) numa proporcdo de até 10 % e tween 80 a
0,02%. Em seguida, foi completado com &gua destilada esterilizada (qg.s.p. 3mL) para obter
uma emulsdo na concentrago inicial de 1024 pg/mL%%1,

7.5.1 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para manutencdo foram Brain Heart
Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD) adquiridos da Difco Laboratories Ltd, USA,
France, para manutencéo, respectivamente, das cepas de bactérias e fungos. E para os ensaios
de atividade biologica, foram usados meio nutriente liquido Brain Heart Infusion (BHI) para
as bactérias e RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato para os fungos (Difco
Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sdo Paulo, Brasil). Todos os meios foram

preparados conforme as descri¢Bes dos fabricantes.

7.5.2 Microorganismos

Nos ensaios microbioldgicos dos compostos sintetizados frente a bactérias e fungos utilizadas

as seguintes cepas:

l. Microorganismos testados para 0s compostos 47a-i:

- Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-6538, Staphylococcus epidermitis ATCC-12228,
Escherichia coli ATCC-18739, Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027;

- Fungos Leveduriformes: Candida albicans ATCC-76645 e LM-111, Candida tropicalis
ATCC-13803 e LM-07, Candida parapsilosis ATCC-22019 e LM-302, Candida krusei
ATCC-6258 e LM-656;
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. Microorganismos testados para 0s compostos 48a-i:

- Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027, Escherichia coli ATCC-187309.

- Fungos Leveduriformes: Candida albicans ATCC-76645, Candida albicans LM-111,
Candida tropicalis ATCC-13803, LM-07, Candida parapsilosis ATCC-22019, Candida
parapsilosis LM-302, Candida krusei ATCC-6258, Candida krusei LM-656.

1. Microorganismos testados para 0s compostos 49a-i:

- Bacterias: Staphylococcus aureus ATCC-25923, Staphylococcus epidermidis ATCC-12228,
Bacillus subtilis ATCC-6633, Escherichia coli ATCC-25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC-9027, Klebsiella pneumoniae ATCC-700603, Proteus mirabilis ATCC-25933.

- Fungos Leveduriformes: C. parapsilosis ATCC-22019, C. albicans ATCC-90028, C.
tropicalis ATCC-13803, C. krusei ATCC-6258.

Os micro-organismos pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas foram mantidas em BHI a temperatura de
4°C. Foram utilizados para os ensaios, repiques de 24 - 48 horas em BHI, incubados a 35 +
20(:_92,93

7.5.3 Determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM dos produtos sobre cepas bacterianas e flangicas foram
realizadas através da técnica de microdiluicdo em meio liquido em placa para cultura de
células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pocos com fundo em “U”.
Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de caldo RPMI/BHI duplamente concentrado nos
pogos das placas de microdiluigdo. Em seguida, 100 uL das substancias foi dispensado nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma dilui¢éo seriada a uma razdo de dois,
foram obtidas concentragdes de 1024 pug/mL até 64 pug/mL. Por fim, foi adicionado 10 uL das
suspensdes das cepas bacterianas e fungicas nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-
se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados 0s controles: micro-
organismos (BHI + bactérias e RPMI + leveduras) e meio de cultura (RPMI/BHI), para

comprovacdo da viabilidade das cepas e esterilidade do meio, respectivamente, e controle
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negativo com antimicrobianos: Gentamicina (100 pg/mL) para bactérias e Anfotericina B
(100 pg/mL) para fungos. As placas preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas
a incubacdo numa temperatura de 35 + 2°C por 24 - 48 horas para 0s ensaios com bactérias e
leveduras.

No caso do ensaio bioldgico com as bactérias, ap6s 24 h de incubacdo, foi adicionado
20 pL de solucdo do corante resazurina a 0,01% (INLAB), reconhecido como um indicador
colorimétrico de Oxido-reducdo®. O ensaio foi incubado a 35 + 2°C por 24 - 48 h. Apés a
mudanca de coloracdo do corante (azul para vermelho), considerou-se como indicador de
crescimento microbiano; e se a cor permanece azul, significa a auséncia de crescimento
microbiano. A CIM para cada produto foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir visualmente o crescimento microbiano e/ou verificado pela permanéncia da coloragéo

do corante indicador.
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Espectro 1 — Espectro de RMN 'H do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-(fenilamino)etil (47a)
(DMSO-d6, 400MHz).
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Espectro 2 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-(fenilamino)etil (47a) (DMSO-d6,
101MHz).
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Espectro 3 — Espectro de IV (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-(fenilamino)etil (47a).
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Espectro 5 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-nitrofenil)amino)-2-oxoetil (47b)
(DMSO-d6, 101MHz).
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Espectro 9 - Espectro de IV (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-etilfenil)amino)-2-oxoetil
(47c¢).
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Espectro 11 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-(p-tolilamino)etil (47d) (DMSO-

d6, 101MHz).

T
a

78 77 7.6 75
f1 (ppm)

—a77
—a.58

098~
1954
2027

2.00—=<
201

T T T T
2.0 115 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 6.9

T r
6.0 5.5
f1 (ppm)

5.0

4.

5

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

-0
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(47¢) (DMSO-d6, 400MHz).
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Espectro 13 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-bromofenil)amino)-2-oxoetil (47¢)
(DMSO-d6, 101MHz).
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Espectro 14 - Espectro de IV (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-bromofenil)amino)-2-
oxoetil (47e).
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Espectro 16 - Espectro APT *C do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-clorofenil)amino)-2-oxoetil

(47f) (DMSO-d6, 101MHz).
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Espectro 17 - Espectro de IV (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-clorofenil)amino)-2-oxoetil
(471).
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Espectro 18 - Espectro de RMN 'H do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-isopropilfenil)amino)-2-
oxoetil (47g) (DMSO-d6, 400MHz).
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Espectro 19 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-isopropilfenil)amino)-2-oxoetil
(47g) (DMSO-d6, 101MHz).
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oxoetil (47g).
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Espectro 21 - Espectro de RMN *H do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-fluor-3-nitrofenil)amino)-2-
oxoetil (47h) (DMSO-d6, 400MHz).
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Espectro 22 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-((4-fluor-3-nitrofenil)amino)-2-oxoetil
(47h) (DMSO-d6, 101MHz).
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Figura 33 - Espectro de IV (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-metoxi-2-oxoetila (48a).
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Figura 35 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-metoxi-2-oxoetila (48b) (400 MHz,
CDCly).
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Figura 36 - Espectro de RMN *H, 'H-COSY do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-metoxi-2-oxoetila (48b)
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Figura 37 - Espectro de RMN *H, C-HMBC do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-metoxi-2-oxoetila
(48b) (400 MHz, CDCl5).
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Figura 38 - Espectro de RMN H, 3C-HSQC do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-metoxi-2-oxoetila
(48b) (400 MHz, CDCls).
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a8 N8 2 m a -+ 10 -+
R ¥ @ RAB8R & B b 8 & g
0o o mm o M~ o ™~ — ow — o 4
o — — M~~~ L= o (3] [ — o
k2 \ ! ~- [
& & 8
r & @
=] o o
g G g
[
AL WNLM.NL;LA.N\WMW
r - - : ; . ; - r
37.8 1676 1674 1672 1670 166.8 166.6 1664 166.
f1 (ppm)
- ; - - - - - - - - - - - - ; . - - -
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 ¢ ('%DD) a0 80 70 60 S0 40 30 20 10 )
1 (ppm

150
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Figura 42 - Espectro de RMN !H, *H-COSY do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-propoxietila

(48c) (400 MHz, CDCls).
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Figura 43 - Espectro de RMN *H, 3H-HMBC do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-propoxietila
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Figura 45 - Espectro de 1V (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-propoxietila (48c).
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Figura 47 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-isopropoxi-2-oxoetila (48d) (101 MHz,
CDCly).
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Figura 48 - Espectro de IV (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-isopropoxi-2-oxoetila (48d).
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Figura 49 - Espectro de RMN *H do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-butoxi-2-oxoetila (48e) (400 MHz,

CDCly).
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Figura 50 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-butoxi-2-oxoetila (48e) (101 MHz,

CDCls).
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Figura 52 - Espectro de RMN H do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-isobutoxi-2-oxoetila (48f) (400
MHz, CDCls).
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Figura 57 - Espectro de 1V (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-(sec-butoxi)-2-oxoetila (48g).
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Figura 59 - Espectro APT do 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-oxo-2-(pentiloxi)etila (48h) (126 MHz,
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Figura 64 - Espectro de RMN 'H do 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-metoxi-2-

oxoetila (49a) (400 MHz, CDCls).
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Figura 84 - Espectro de IV (ATR) do 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-isobutoxi-2-
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Figura 86 - Espectro APT do 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de 2-(sec-butoxi)-2-oxoetila
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Figura 90 - Espectro de IV (ATR) do 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-ila)acetato de 2-oxo-2-
(pentiloxi)etila (49h).



—4,79
—4.57

207=

2.00—=

4.15
4.13
4.11

L
N

1.80-

1.053

T T T T T

120 115 11.0 105 10.0

80 75

&1 175
16.17-=

175

Figura 91 - Espectro de RMN *H do 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de isopentila (49i)

(500 MHz, DMSO-d6).

~167.12

\166.80
~162.55

—138.96

128,64

| S

~127.87

—69.13
—~63.41
~61.74

190 180 170 160

140

130

80

Figura 92 - Espectro APT do 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-il)acetato de isopentila (49i) (126

MHz, DMSO-d6).



176

105 —
%T ]
_"_”—”M* | |
ors ] ‘v\/\
b 3
- l N
5
90 —| g
- @
. 8
&
82,5 — l
— S
2
. 2
1 |
75 — g
g
4 | 8
- l 2
4 B
{ E]
67,5 — o 3
- 5 |
4 @
]
b
E g
] ® !
60 —| o
. g
]
4 a
52,5 —
] !
— L
u | S
2
4 &
[
45 — ]
. S
. L L I T 7T T I 7T 7T I T 7T T I 7T 7T I T L T I 7T 7T I T 7T T I 7T 7T I T 7T T I L L I T LB
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 60

Figura 93 - Espectro de 1V (ATR) do 2-(4,5,6,7-tetracloro-1,3-dioxoisoindolin-2-ila)acetato de isopentila (49i).



ANEXOS

PRODUCOES ACADEMICAS



Article

http://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20190260

J. Braz. Chem. Soc., Vol. 31, No. 5, 953-962, 2020
Printed in Brazil - ©2020 Sociedade Brasileira de Quimica

Synthesis, in silico Study and Antimicrobial Evaluation of New Diesters Derived
from Phthaloylglycine

Rafael F. de Oliveira,"* Helivaldo D. S. Souza,” Francinara S. Alves,” Abraio P. de Sousa,”
Priscila S. V. de Lima,” Min-Fu N. Huang,” Laisa V. Cordeiro," Hermes Diniz Neto, "
Edeltrudes 0. Lima,’ Emmely Q. Trindade,” José M. Barbosa-Filho" ** and
Petrénio F. de Athayde-Filho"

“Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba, 58051-900 Jodo Pessoa-PB, Brazil

*Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal da Paraiba,
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New diesters derived from phthaloylglycine (7a-7i) were synthesized and their structures
characterized by infrared, 'H and “C nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. The
compounds were evaluated in an in silico study, which demonstrated positive features indicating a
possible drug candidate. The diesters showed antifungal activity ranging from moderate to strong
against strains of Candida. Compounds 7a, 7b, 7¢, 7e and 7i had a moderate minimum inhibitory
concentration (MIC) of 1024 pg mL-! against all fungal strains, while 7h showed a very good
MIC of 256 ug mL™" against Candida albicans, Candida parapsilosis and Candida krusei and
64 pug mL-! against Candida tropicalis. However, only 7h and 7i were able to inhibit bacterial
growth of strains of Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa

and Escherichia coli with an MIC of 1024 pg mL-".

Keywords: phthalimide, phthaloylglycine, antibacterial activity, antifungal activity

Introduction

Multidrug-resistance is posing a great threat to health
care services worldwide, where infections caused by
resistant bacteria and/or fungi are very difficult to treat,
usually leading to therapeutic failure with high mortality
rates. The development of new drugs is a prominent
alternative in the control of these infections, aiming to
prevent or decrease pathogen resistance to achieve better
treatment outcomes.'? Several heterocyclic compounds
possess antimicrobial properties and have been studied
and evaluated as potential drug candidates. Among such
compounds is phthalimide, with a distinct and valuable
structure for the design and development of new varieties
of drugs.

Phthalimides have an imide ring, which is responsible
for their biological activity.? These molecules have drawn
attention because of their versatile range of biological
applications including antibacterial, antifungal, analgesic,
anti-inflammatory, antiviral, antitumor and anticonvulsant.*

*e-mail: jbarbosa@Itf.ufpb.br

It is widely reported that phthalimide is an important
biologically active pharmacophore and its derivatives have
great antimicrobial activities.>”

To counter the mechanisms of microbial resistance
already known, it is necessary to employ molecular
modification strategies such as molecular lipophilicity
control, which influences the biological activity of new
drug candidates.® This is achieved by altering the number
of carbons in the alkyl chain of an ester, for example.

Due to these merits, nine diester compounds derived
from phthalimide were synthesized as potential new
drug candidates. The compounds initially went through a
design stage and in silico evaluation, and they were then
taken to the organic synthesis stage, and finally tested for
antimicrobial activity.

Results and Discussion
Chemical

The synthesis of the target molecules 7a-7i involved
four synthetic stages, which are described in Scheme 1.
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Abstract: Kiebsielln pneumoniae causes a wide range of community and nosocomial infections.
The high capacity of this pathogen to acquire resistance drugs makes it necessary to develop
therapeutic alternatives, discovering new antibacterial molecules. Acetamides are molecules
that have several biological activities. However, there are no reports on the activity of
2-chloro-N-(4-fluoro-3-nitrophenyl)acetamide. Based on this, this study aimed to investigate the
in vitro antibacterial activity of this molecule on K. pneumonine, evaluating whether the presence of
the chloro atom improves this effect. Then, analyzing its antibacterial action more thoroughly, as well
as its cytotoxic and pharmacokinetic profile, in order to contribute to future studies for the viability of
a new antibacterial drug. It was shown that the substance has good potential against K. pneumoniae
and the chloro atom is responsible for improving this activity, stabilizing the molecule in the target
enzyme at the site. The substance possibly acts on penicillin-binding protein, promoting cell lysis.
The analysis of cytotoxicity and mutagenicity shows favorable results for future in vivo toxicological
tests to be carried out, with the aim of investigating the potential of this molecule. In addition,
the substance showed an excellent pharmacokinetic profile, indicating good parameters for oral use.

Keywords: 2-chloro-N-(4-fluoro-3-nitrophenyl)acetamide; Klebsiella pneumoniae; antibacterial; toxicity;
minimum inhibitory concentration

1. Introduction

The Klebsiella pneumoniae bacteria, belonging to the Enterobacteriaceae family, are Gram-negative,
facultative, immobile, and encapsulated anaerobes. It is one of the opportunistic pathogens of greatest
clinical relevance, known to be associated with nosocomial infections. It is estimated that this species,
alone, is responsible for approximately one third of all infections caused by Gram-negative bacteria in
general, causing, for example, pneumonia, urinary tract infections, bacteremia, endocarditis, and liver

Molecules 2020, 25, 3959; doi:10.3390/molecules25173959 www.mdpi.com/journal/molecules
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Synthesis, Spectroscopic Characterization, DFT Calculations and Preliminary
Antifungal Activity of New Piperine Derivatives
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Four new piperine derivatives, PC1-PC4, were synthesized, and their structures were fully
characterized by infrared (IR) and 'H and *C nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopies.
Quantum chemical calculations were performed using density functional theory (DFT) with the
B3LYP-D3/6-31G(d,p) and 6-311+G(2d.p) basis sets. Electronic properties, such as the energy gap
between the highest occupied molecular orbital (HOMO) and the lowest unoccupied molecular
orbital (LUMO) and some global chemical reactivity descriptors, were evaluated to study the
reactivity and stability of the compounds. 'H and “C NMR chemical shifts were calculated by
using the gauge-invariant atomic orbital (GIAO) method and compared with experimental values. In
addition, the compounds were evaluated in an antifungal study against Candida, Trichophyton and
Microsporum strains, and only PC4 showed 70% inhibition in ten tested strains, with a minimum
inhibitory concentration (MIC) ranging from 1.23-2.46 pmol mL"' and a minimum fungicide
concentration (MFC) ranging from 9.84-19.68 umol mL-!, and presented a fungistatic effect.

Keywords: piperine, synthesis, NMR, DFT, antifungal activity

Introduction

The rates of fungal resistance to drugs highlight an
increasingly serious health problem and make it necessary
to develop new therapeutic alternatives to treat these
infections, since the options available today are mainly
limited to azoles and echinocandins. More than one billion
individuals worldwide are affected by fungal infections,
and the associated mortality is over 1.5 million deaths
each year. In this context, traditional medicine can serve
as a guide during the process of discovering antifungal
drugs. using the knowledge of plants used historically as
anti-infectious agents.'?

Plants, which are a major source of traditional
medicines, are also promising sources for new drugs due
to the presence of secondary metabolites with a wide range
of biological activity, such as antimicrobial activity. In

*e-mail: jbarbosa@Itf.ufpb.br

many cases, these substances play a role in plant defense
mechanisms against predation by microorganisms,
insects, and herbivores. Some plants used for their odor
(terpenoids), pigment (quinones and tannins), and flavor
(terpenoid capsaicin from chili peppers) have been found
to also possess medicinal properties. There is an enormous
chemical diversity of natural products from plants, and
these products can be used directly or used as a precursor
for developing better molecules.**

Piperine (C,;H,,NO,) is a naturally occurring alkaloid
and is one of the main secondary metabolites found
in Piper nigrum and P. longum.” However, piperine
can also be found in other species of the genus Piper,
such as P guineense,® P. interruptum,” P. sarmentosum®
and P. chaba.” Amide alkaloids have pharmacological
efficacies, such as antifungal,'® antibacterial," analgesic,'
antipyretic,'” anti-inflammatory,'* antileishmanial,” and
larvicidal™ activities. Piperine can be isolated by various
methods, such as maceration using acetic acid, extraction
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Synthesis, in silico Study and Antileishmanial Evaluation of New Selenides Derived
from 7-Chloro-quinoline and N-Phenylacetamides

Min-Fu N. Huang,” José A. S. Luis, “* Alison P. da Silva,’ Juliana C. Rocha,*
Tatjana K. S. Lima,* Marcus T. Scotti,“? Luciana Scotti," Rafael F. de Oliveira,“*
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This study describes a virtual screening performed for two series of selenides (28 compounds),
derived from N-phenylacetamides chlorides and 7-chloro-quinoline, to determine their potential
for leishmanicidal activity against Leishmania amazonensis and Leishmania donovani.
Seven compounds were predicted as potential leishmanicides; therefore, they were synthesized
from elemental selenium, as a precursor for the production of NaHSe, and subsequent reactions
with 4,7-dichloro-quinoline and N-phenylacetamides chlorides were performed. The compounds
were characterized by infrared (IR), 'H and “C nuclear magnetic resonance (NMR), and sent for
in vitro cytotoxicity tests against L. amazonensis and were found to be active and selective, and
two compounds presented half-maximal inhibitory concentrations (ICs,) of 5.67 and 10.81 pug mL".
They also presented good interaction energies in the docking study, suggesting that may exert
their effects by inhibiting the N-myristoyltransferase and O-acetylserine sulfthydrylase enzymes

in parasites.

Keywords: selenium, selenide, virtual screening, anti-leishmanial, molecular docking

Introduction

Leishmaniasis is considered to be a neglected discase,
caused by the intracellular invasion of protozoans
belonging to the Leishmania genus, which are transmitted
by sandfly bites. Leishmaniasis is considered to be an
endemic disease in 98 countries, with more than 350
million people at risk."* The development of new drugs
represents a major challenge for medicinal chemistry,
with the aim of identifying more efficient and less toxic
drugs than those that are currently used (pentavalent
antimonials and amphotericin B). Recent research has
suggested that organic selenium-based compounds may
play a fundamental role in combating this parasitosis,
in addition to other parasitic diseases, such as malaria
and yellow fever.** These studies postulate that selenic
compounds may represent starting points for the design
of new drugs to treat Leishmania infections.

*e-mail: jbarbosa@Itf.ufpb.br

The medications that are currently available for the
treatment of visceral leishmaniasis (VL) and cutaneous
leishmaniasis (CL) include antimonial drugs (SbV),
amphotericin B (AMB), and miltefosine (MIL), which all
display high levels of toxicity and/or require long-lasting
treatment regimens.’ In addition, except for AMB, these
drugs must be administered parenterally.!” In the last
decade, resistance to SbV has increased, primarily due to
low rates of compliance with the treatment schedule. In
areas where parasites have become resistant to SbV, AMB
is commonly used because it is more active; however,
AMB treatment requires a month of hospitalization to
monitor kidney function. MIL is highly active for the
treatment of VL and has good tolerance, but its potential
teratogenicity remains a risk. In addition, these drugs are
costly. Therefore, research has sought to identify new
treatments for leishmaniasis that are safer, cheaper, and
easier to administer than the currently available drugs.

Recently, enzymes involved in the prevention of
oxidative damage have been reported as interesting targets
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