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RESUMO

A presente tese, intitulada "Preparacdo e avaliacdo biologica de conjugados
esteroides/bases de Schiff” trata, sobretudo, da preparacdo, caracterizacdo e avaliacdo
do potencial biolégico de compostos organicos contendo uma porcao esteroidal
associada a uma base de Schiff nos quais a conjugacéo se deu nas posigdes C-3 ou C-24
dos ndcleos esteroidais colico, desoxicolico ou colesterol. Além destes, encontra-se
descrita também a preparacdo de derivados destas duas classes de compostos de forma
ndo conjugada. Os compostos aqui descritos foram preparados através da utilizacdo de
metodologias classicas em sintese orgéanica, as quais envolvem a formacdo de amidas,
reaces de esterificacdo e formacdo de iminas; todas relacionadas a quimica de
compostos carbonilicos. As estruturas quimicas dos produtos obtidos, bem como as dos
intermediarios sintéticos, foram devidamente confirmadas por espectroscopia no
infravermelho, de ressonancia magnética nuclear de préton e de carbono, por
espectrometria de massas, além de faixa de fusdo e analise elementar. Os compostos
sintetizados foram avaliados como potenciais antiparasitarios (leishmanicidas e
antimalaricos), antibacterianos (antituberculosos) e antioxidantes (inibidores do radical
DPPH). Tais propriedades foram selecionadas por ja serem atividades descritas para as
duas classes de moléculas exploradas neste trabalho- derivados esteroidais e bases de
Schiff. Baseado nas estruturas dos compostos descritos neste trabalho realizou-se
também testes de avaliacdo da atividade fotoprotetora (fatores de protecdo solar UVA e
UVB e determinacdo do comprimento de onda critico) de alguns dos conjugados
obtidos. Grande parte dos compostos sintéticos apresentaram atividade biologica

promissora.

Palavras-chave: Derivados esteroidais. Bases de Schiff. Iminas. Malaria.
Leishmanioses. Tuberculose. Antioxidantes. Fotoprotetores.



ABSTRACT

The thesis entitled “Preparation and biological evaluation of conjugated
steroids/Schiff bases” deals mainly with the preparation, characterization and evaluation
of the biological potential of organic compounds containing a steroid portion associated
with a Schiff base in which the conjugation occurred the C-3 or C-24 positions of the
steroid nucleus cholic, deoxycholic or cholesterol. In addition, is also described the
preparation of derivatives of these two classes of compounds in non conjugated form.
The compounds described herein were prepared by using classical methods of organic
synthesis, which involves amide formation, sterification and imine formation; all related
to chemistry of carbonyl compounds. The chemical structures of the obtained products,
as well as synthetic intermediates were confirmed by infrared spectroscopy, nuclear
magnetic resonance of proton and carbon, by mass spectrometry, elemental analysis and
melting point. The synthesized compounds were evaluated as potential antiparasitic
(antileishmanial and antimalarial), antibacterial (antituberculosis) and antioxidants
(DPPH radical inhibitors). These properties have been selected by already being
activities described for the two classes of molecules explored in this work-steroidal
derivatives and bases Schiff. Based on the structures of the compounds described in this
work also conducted evaluation tests of sunscreen activity (sun protection factor UVA
and UVB, and determining the critical wavelength) of some of the conjugates. Much of

the synthetic compounds showed promising biological activity.

Keywords:  Steroidal derivatives. Schiff bases. Imines. Malaria. Leishmaniases.

Tuberculosis. Antioxidant. Photoprotective.



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1 - Proposta de mecanismo de formacao de amida usando DCC como ativador ........ 16
Esquema 2 - Proposta de mecanismo da esterificagdo de Steglich .........ccoceverinencnincninee. 18
Esquema 3 - Mecanismo de formacao de uma imina (i) na auséncia de catalise e (ii) na presenca
de um catalisador acido (de Arrhenius ou de Bronsted) ..........cccevveveveeeeniseececeeeee e 20
Esquema 4 - Preparagdo dos conjugados 18-0 € 28-0 .....cccerrerrerrerrereerieenenieniesreseeseeseeseeeeeeseenes 21
Esquema 5 - Reagdes de acidos carboxilicos com carbodiimidas:i) reagdo com um nucledfilo, ii)
OCOITENCIA U8 TEAITANJO . ...c.veverenreueeneeieeteete sttt ettt eb e eb et s bbb e s et et eseebesbesbe b e e e s e e e e eseeneene 22
Esquema 6 - Metodologia para conjugacgdo via esterificagdo em C-3........cccecvveeeveieeverieenennn, 36
Esquema 7 - Rota sintética alternativa para conjugacao via esterificacdo em C-3 ..........c.c.e...... 37
Esquema 8 - Preparagéo de conjugados via esterificacdo em C-3 do colesterol..........c.ccoeueenee. 44
Esquema 9 - Preparagdo das amidas e aldeidos biliares 13-16 .........cccccevvvevenerenenenenieeeenne. 48
Esquema 10 - Preparacéo das bases de Schiff lipofilicas (de cadeia alquila longa) 20-24.......... 51
Esquema 11 - Reagdo de formagao do benzotiazol 24.............ccovvevieiieieinenencneseeeeeee 56
Esquema 12 - Preparacéo das bases de Schiff 3-5, derivadas do 4-carboxibenzaldeido............ 58

Esquema 13 - Preparacéo das bases de Schiff derivadas do 1,4-diaminobenzeno e da anilina .. 60
Esquema 14 - Preparacéo da base de Schiff alquilada 30 derivada do 1,4-diaminobenzeno...... 61
Esquema 15 - Preparacéo das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas 31a-e e 32a-e................... 64
Esquema 16 - Preparacdo das tioiminas 33-35.......ccccvriecieriiieieseeieieseetesie et 67
Esquema 17 - Esquema de sintese das tioiminas com grupo —SH alquilado 37-39.................... 68



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estruturas quimicas do colesterol e dos &cidos biliares cdlico e desoxicolico............. 2
Figura 2 - Biossintese de &cidos biliares a partir do Colesterol ............ccccvveernneenrnccninenne. 3
Figura 3 - Representacdo da estrutura do acido c6lico € suas faces 0 € B....cocvrererereereereeeeennnn 3
Figura 4 - Algumas possibilidades de funcionaliza¢gBes/modificagdes estruturais nos acidos

biliares exemplificadas N0 ACIAO CONICO. ........eiruiiruiiriirieiee s 4

Figura 5 - Estrutura quimica e perfis biologicos de derivados esteroidais descritos na literatura 5
Figura 6 - Estrutura quimica de alguns conjugados esteroides/moléculas bioativas descritos na

12T 2= LT OO OSSPSR 6
Figura 7 - Estrutura quimica geral de uma base de SChiff ...........cccooveeiiiececi e, 8
Figura 8 - Estruturas quimicas e perfis bioldgicos de bases de Schiff descritas na literatura....... 9
Figura 9 - Estrutura quimica de bases de Schiff contendo cadeia alquila longa (lipofilicas)...... 10

Figura 10 - Estrutura quimica da vitamina E e do galato de dodecila.........c.ccccovevvereevernenennnne 11
Figura 11 - Estruturas quimicas dos conjugados esteroides/bases de Schiff almejados neste
LU= 1072 L o TSROSO 13
Figura 12 - Estruturas quimicas dos derivados esteroidais, bases de Schiff lipofilicas e bases de
Schiff ndo associadas almejados neste trabalno...........cceeviiieiiiicecceceee e, 14
Figura 13 - Espectro infravermelho do COMPOSTO 1.......cccceveiirienienieieieinenese e 24
Figura 14 - Espectro de RMN de *H do composto 1 (DMSO-dg, 300 MHZ) ........coovueverreeernnne. 25
Figura 15 - Espectro de RMN de **C do composto 1 (DMSO-ds, 75 MHZ) .....veveveeeeeeene. 26
Figura 16 - Espectro de massas (LC-MS) do COMPOSIO L......cccccvevereeriereeieriieienieseesieseeeeeeens 26
Figura 17 - Comparacao dos espectros infravermelho dos compostos 1f e 2f........ccceeevveenenne. 27
Figura 18 - Comparagéo dos espectros de RMN de *H dos compostos 1f e 2f (DMSO-ds, 300
IVIHZ) ettt st et et e st e e b e s beebe et e s beetb e beera et e beeaaeteabeenbeeteeaeenbeeaeentenes 29
Figura 19 - Espectro de RMN de **C do composto 1f (DMSO-ds, 75 MHZ)........covvveerreernnne. 30
Figura 20 - Espectro de massas (LC-MS) do composto 1f ........ccccveeeverieecienieiereceee e 30
Figura 21 - Secdes expandidas dos espectros de RMN de *H (3-5,0 ppm) e de **C (30-80,0 ppm)
dos conjugados 1a e 2a (DMSO-ds, 300 MHZ, 75 MHZ). .....cccveviiieececeeeseeeeeeee e 32
Figura 22 — Secdo expandida do espectro COSY (2,5-5,0 ppm) do conjugado 1f (DMSO-ds, 300
71 ) U 32
Figura 23 - Espectro infravermelho do COMPOSIO 7 ......ecveieieeeiereceee et 38
Figura 24 - Espectro de RMN de "H do composto 7 (CDCl3, 300 MHZ) .......ccoveeveeververeeineane. 39
Figura 25 - Espectro de RMN de **C do composto 7 (CDCls, 75 MHZ) .....oovveeeeveieeeeeana. 40
Figura 26 - Espectro infravermelho do COmMpPOStO 8.......ccoeviiiiieiiiieiee e 41
Figura 27 - Espectro de RMN de "H do composto 8 (DMSO-dg, 300 MHZ) ........cccvevverveereane. 42
Figura 28 - Espectro de RMN de **C do composto 8 (DMSO-ds, 300 MHZ)...........ccovevveerenenne. 43
Figura 29 - Espectro infravermelho do cOmMpPOStO 11.......cooviieiiiiereeiereeeeieee e 45
Figura 30 - Espectro de RMN de "H do composto 11 (CDCls, 500 MHZ) ....vvveveverierieeieneene. 46
Figura 31 - Espectro de RMN de **C do composto 11 (CDCls, 75 MHZ) w....coveveveeererieeeane. 47
Figura 32 - Espectro de RMN de "H do composto 13 (DMSO-ds, 300 MHZ) ......c..cvuvvevveerenene. 49
Figura 33 - Espectro de RMN de **C do composto 15 (DMSO-dg, 75 MHZ).........cvvverveerennnne. 50
Figura 34 - Comparacao dos espectros infravermelho dos compostos 17 € 20.........cccccevvevenene 52
Figura 35 - Espectro de RMN de "H do composto 20 (CDCls, 300 MHZ) ..cvvveveveeerieieeane. 53
Figura 36 - Espectro de RMN **C do composto 20 (CDClg, 75 MHZ) ..o 54

Figura 37 - Espectro DEPT 135° do composto 20 (CDCls, 75 MHZ) .......ccccevveieveiieiecieeieene 55



Figura 38 - Espectro de RMN de *H do composto 24 (CDClg, 300 MHZ) ........covvereececrennnnn. 56
Figura 39 - Comparacao dos espectros de RMN de 'H das iminas 3-5 (DMSO-ds, 300 MHz).. 59

Figura 40 - Espectro infravermelho do composto 30.........coevireeneieiieinineresereseseeeeeeeees 62
Figura 41 - Espectro de RMN de *H do composto 30 (CDClg, 300 MHZ) ........ocorvereecrcrennne. 63
Figura 42 - Comparagéo das regides entre & 6,00 ¢ 10,00 ppm dos espectros de RMN de *H das
iminas 31a e 32a (DMSO-dg, 300 MHZ) ....ocvoiiiiiiieiieereeeeee s 65
Figura 43 - Comparagéo dos espectros de RMN de *H da tioimina 38 e do precursor 36 (CDCls,
300 MHZ) .ottt sttt ettt et ettt e e st neeRe R et e bente s enae e eneenens 70
Figura 44 - (A) Promastigotas de Leishmania braziliensis. (B) Amastigotas de Leishmania
major no interior de macrofagos. AUMeNto de 1000X..........cerueuereeereeerieerieesieeeeesieseeeeseeieneas 72
Figura 45 - Estruturas quimicas de drogas empregadas no tratamento das Leishmanioses........ 74
Figura 46 - Estruturas quimicas de drogas empregadas no tratamento da maléria...................... 89
Figura 47 - Estruturas quimicas de drogas empregadas no tratamento da tuberculose................ 93

Figura 48 - Estruturas quimicas de alguns antioXidantes ...........ccccoeevveveeveeneneenieseceece e 100



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Tentativas de condensacdo das amidas biliares 1 e 2 com aldeidos aromaticos......... 23
Tabela 2 - Principais dados espectrais de RMN de 'H e de **C dos conjugados 1a-g e 2a-g*... 33
Tabela 3 - Faixas de fusdo dos conjugados 18-0 € 28-0......ceerrerrerrerrereeeeenenerienreneesreseeeeeenene 35
Tabela 4 - Dados da analise elementar das bases de Schiff lipofilicas 20, 21 e 22..................... 57
Tabela 5 - Tentativas de preparagédo das iminas derivadas do 1,4-diaminobenzeno................... 60
Tabela 6 - Principais dados de caracterizagdo* das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas......... 66
Tabela 7 - Principais dados de caracterizagdo™ das tioiminas 33-35 ........cccccevveeveerrieeeveesreenenne. 67
Tabela 8 - Principais dados de caracterizagdo* das tioiminas alquiladas 38 e 39...........ccc........ 69

Tabela 9 - Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em
macrofagos peritoneais de camundongos dos conjugados la-g e 2a-g e amidas precursoras 1 e 2

Tabela 10 - Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e
citotoxicidade em macro6fagos peritoneais de camundongos dos compostos 7, 8, 9-12, 13-16.. 80
Tabela 11 - Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em

macrofagos peritoneais de camundongos dos COMpoStos 17-24..........ccvvveveveeeevreeeesieseeeene 84
Tabela 12 - Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em
macrofagos peritoneais de camundongos dos compostos 31a-€ € 328-€ ......ccceevevveeeerreireenene. 85

Tabela 13 - Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e
citotoxicidade em macro6fagos peritoneais de camundongos das tioiminas 33-39 e do precursor

Bttt bbb et h e e A e bt bRt A e Rt h e Rt ket b et b et b et e Rt e st et e et et etenes 86
Tabela 14 - Supressao da parasitemia em camundongos promovida pelo tratamento com os
compostos 1, 1b-e, 2e e cloroquina, na dose de 10 mg/Kg contra P. berghei NK65.................. 91

Tabela 15 - Supressdo da parasitemia em camundongos promovida pelo tratamento com os
compostos 31a, 31d, 15, 18 e 21 e cloroquina, na dose de 10 mg/Kg contra P. berghei NK65. 92
Tabela 16 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos compostos 7,

8, 9712, 13-16 ..ottt ettt sttt n e a e be et e b e te s et e e e ene e 95
Tabela 17 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos compostos 17-
24ttt ettt h e At et n e e a e Rt Rt he R e A et et et e ne e Rt e Rt e heeRententeteneeneeneens 97
Tabela 18 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos compostos
380 8 328 ettt ettt h ettt e bt e be e bt e bt e eh e e et e e be e beesheesaeeeateeane 98
Tabela 19 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos compostos 33-
1S SRS 99

Tabela 20 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 1la-g e 2a-g no ensaio do DPPH .. 103
Tabela 21 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 7-12, 4 e 5 no ensaio do DPPH.... 105

Tabela 22 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 13-16 no ensaio do DPPH ........... 106
Tabela 23 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 17-24 no ensaio do DPPH ........... 107
Tabela 24 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 31a-e e 32a-e no ensaio do DPPH109
Tabela 25 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 33-39 no ensaio do DPPH ........... 110
Tabela 26 - Sistema Boots Star Rating relacionado a razdo UVA/UVB .........cccocevevvvvevennnn, 113

Tabela 27 - Resultados de fotoprotecdo dos conjugados la-e e 2a-e e das amidas biliares
PIECUISOTAS ...vevtvveventeresesessesesseseesenessesesessesessesessesessesessesessenesseneeseneesansasensesensesensesessesessesessenensens 118



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AcOH acido acético

ACTs Artemisin Combination Therapies

CAT catalase

CCso 50% da concentracao citotoxica

CCD cromatografia em camada delgada

CCS cromatografia em coluna de silica

CDCl; cloroférmio deuterado

Clso Concentracédo que inibe 50 % do crescimento de uma determinada populacao
CIM Concentracdo Inibitoria Minima

COLIPA European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association
d dupleto

DCC diciclo-hexilcarbodiimida

DCU diciclo-hexilureia

dd dupleto duplo

DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DMAP dimetilaminopiridina

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxido

DNA Deoxyribonucleic acid

DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

DPPH-H 2,2-difenil-1-picril-hidrazina

EROs espécies reativas de oxigénio

EtOH etanol

F.F faixa de fuséo

FDA Food and Drug Administration

FPS Fator de Protecdo Solar UVB

FPUVA Fator de Protecdo UVA)

I.V. infravermelho

IC intervalo de confiancga

IMP Inibicdo da Multiplicacdo do Parasito

INCA Instituto Nacional do Cancer

LC-MS espectrometria de massas/cromatografia liquida de alta performance

Y micro molar



m multipleto

m/z razdo massa/carga

MBT Mycobacterium tuberculosis

MDR-TB Muiltidrug Resitant tuberculosis

MeOH metanol

MHz mega hertz

MTT brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
OADC enriquecimento de meio de cultura com &cido oleico, aloumina, dextrose
e catalase

OMS Organizagdo Mundial da Saude

PBS Phosphate buffered saline

PMMA polimetilmetacrilato

ppm partes por milhdao

REMA Resazurin Microtiter Assay

RMN de **C  Ressonancia Magnética Nuclear de carbono 13
RMN de'H Ressonancia Magnética Nuclear de proton
RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute (meio de cultura)

S simpleto

SBF soro bovino fetal

Sn2 substituicdo nucleofilica bimolecular
SOD superdéxido dismutase

SPSS Statistical Package for the Social Sciences
t tripleto

t.a. temperatura ambiente

TB tuberculose

TEA trietilamina

THF tetra-hidrofurano

TMS trimetilsilano

TsOH acido p-toluenossulfénico

uv radiacéo ultravioleta

UVA radiacdo ultravioleta "A"

uvB radiacédo ultravioleta "B"

uvC radiacéo ultravioleta "C"

WHO World Health Organization



°C

Ac

LISTA DE SIMBOLOS
graus Celsius
deslocamento quimico
comprimento de onda critico

namero de onda



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt ettt n st n sttt nens 1
2 IUSTIRICATIV A e e s et e et e e s be e e sae e e snbe e e ntee e anreeennes 12
S OBUIETIVOS ...ttt e e e be et e e b e e e R e e e e be e nre e e e a e 13
3.LOBIETIVOS GERAIS ...ttt st st e e naee e sre e e snnee e 13
3.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS.......oieiteceeeeeeeeteee ettt ten sttt 13
3.2.1 Preparacéo de conjugados esteroides/bases de Schiff via conjugacao nas posic¢des C-

24 e C-3 dos nucleos esteroidais colico, desoxicélico e colesterol (Figura 11). ..................... 13

3.2.2 Preparacéo de derivados esteroidais (amidas e aldeidos biliares), bem como a
preparacao de bases de Schiff lipofilicas (de cadeia alquila longa) e de bases de Schiff ndo
ASSOCIAAAS (FIGUIA 12).....uiiiieiiieeieee ettt bbb 14

3.2.3 Avaliagao bioldgica dos compostos sintetizados como potenciais antiparasitarios
(leishmanicidas e antimalaricos), antimicrobianos (antituberculares), antioxidantes e
L0 10] 0] 0] =1 (0] =X USROS PP 14

3.2.4 Realizagdo de um estagio supervisionado no Nucleo de Pesquisas em Parasitologia
(NUPEP) pertencente ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFJF com o intuito de
acompanhar a realizagdo dos testes de avaliacéo leishmanicida dos compostos sintetizados.

..................................................................................................................................................... 14
A METODOLOGIA ..ottt 15
4.1 FORMAGCAO DE LIGACAO AMIDA ....ooooeieveeeeeeeevee e, 15
4.2 REACOES DE ESTERIFICACAO - A ESTERIFICACAO DE STEGLICH ..................... 17
4.3 FORMAGCAO DE LIGACAO IMINICA - SINTESE DE BASES DE SCHIFF .................. 19
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooiuieeeeeeeeeee e es e tenass s sesses s 21
5.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE CONJUGADOS ESTEROIDES/BASES DE
SCHIFF .ottt ettt s s e s st 21
5.1.1 Preparacdo e caracterizacdo de conjugados via formacéo de amida em C-24 dos
ACIAOS COlICO € ABSOXICONICO ...cvivieiicieciie ettt ettt ettt be bt sre e be e e ebesbeeneeenas 21

5.1.2 Preparacdo e caracterizacdo de conjugados via esterificacdo de Steglich em C-3 do
- Tod o [0 1 oo ][ o SRS 35

5.1.3 Preparacdo e caracterizacdo de conjugados via esterificacdo de Steglich em C-3 do

(000 1=T] [ o] TSRS 43
5.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE AMIDAS E ALDEIDOS BILIARES ......... 47
5.3 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE BASES DE SCHIFF LIPOFILICAS (DE

CADEIA ALQUILA LONGA) ..ottt ettt ettt sttt ste et aestestaesaesteanaesbesnaesaesnaaneesnas 50
54 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE BASES DE SCHIFF ..o, 57

5.4.1 Preparacao e caracterizacdo de bases de Schiff derivadas do 4-carboxibenzaldeido 58

5.4.2 Preparacdo e caracterizacio de bases de Schiff derivadas do 1,4-diaminobenzeno e
B ANTIING. ...ttt 59



5.4.3 Preparacdo e caracterizacdo de piridiniliminas e piridinil-hidrazonas derivadas do 4-

e do 2-piridin0CarbDOXalAEITO. .........ccviuiiiiiiie s 63
5.4.4 Preparacao e caracterizagao de tioiminNas.........cccccevviieiiiieiese e 66
6 AVALIACAO BIOLOGICA ... eeoee e e eeeesee s eeseesseess s asseeeseeesssssee s 71
6.1 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA ..ottt ee et saes s 71
B6.1.1 LEISHIMANIOSES ...ttt 71
6.1.1.1 Parte eXpPerimental ...........cocooiiiiiiii s 74
6.1.1.1.1 ENsaios anti-promastigOta .........cc.cieiieerieieiiieseseesiese et sre e sre et sre e e e 74
6.1.1.1.2 Citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos ..........ccceeverererirernenas 75
6.1.1.2 RESUIAAOS € TISCUSSAOD .......cceuviiieiisieiiiteie sttt 76

6.1.1.2.1 Atividade leishmanicida em promastigotas de quatro espécies de Leishmania e
citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos dos compostos la-g e 2a-g .......... 76

6.1.1.2.2 Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e
citotoxicidade em macro6fagos peritoneais de camundongos dos compostos 7, 8, 9-12, 13-16.. 79

6.1.1.2.3 Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em
macrofagos peritoneais de camundongos das bases de Schiff lipofilicas (20-24) e seus aldeidos
PrECUISOIES (L17-19) .ottt bbb n e 83

6.1.1.2.4 Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em
macrofagos peritoneais de camundongos das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas (31a-e, 32a-

) T TSP S U U TP TP PP TPOPPI 84
6.1.1.2.5 Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em

macréfagos peritoneais de camundongos das tioiminas 33-39 e do precursor 36.............c...c...... 86
RV - - g - WSS TRSRSR 87
6.1.2.1 Parte eXPErimeNTal .........cccoiveiiiieiice sttt ettt st be e et nas 89
6.1.2.2 RESUItAN0S € ISCUSSAD .....vevrereerieereeiesieesiesieeiesteetee e steeseestesseessesseessesteeneestesseesesseaseenees 90

6.1.2.2.1 Atividade antimalérica de conjugados esteroides/bases de Schiff expressa pela Inibigédo
da Multiplicacdo do Parasito (IMP) de P. berguei NK65 em camundongos infectados com o
ST L (0 OSSOSO PP PTPOPPPRPR 90

6.1.2.2.2 Atividade antimalarica dos compostos 31a, 31d, 15, 18 e 21 expressa pela Inibi¢do da
Multiplicacéo do Parasito (IMP) de P. berguei em camundongos infectados com o P. berguei

NN GG SRS 91
6.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA . ... ..ottt 92
6.2.1 Parte eXPerimental ...... ...t 94
6.2.2.1 RESUItAA0S € ISCUSSAD .....veiveerieiieereeiesieeitesteeiesteete e e ste e ste s e e stestaesaesteensestesreesaesraeneeneas 95
6.2.2.1.1 Atividade antitubercular dos compostos 7, 8, 9-12, 13-16.......c.cccccevcveeereieenereeeenee. 95
6.2.2.1.2 Atividade antitubercular das bases de Schiff lipofilicas (20-24) e seus aldeidos

PrECUISOIES (L7-19) ..ouiiieieieiti ettt ettt ettt et e et ne e et e seestesbeeneesaeeneenbesneeneaeeeneeneas 96
6.2.2.1.3 Atividade antitubercular das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas 31a-e e 32a-¢...... 97

6.2.2.1.4 Atividade antitubercular das tioiminas 33-39 e do precursor 36..........ccccceeevevereenenne. 98



6.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ... .oiiiiiieie st 99

6.2.1 Parte eXPerimental ...........cccciiieiiiiie e e 101
6.2.1.1 Avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH..........c..cccocvcvnivvviciveiienns 101
6.2.2 ReSUITAAOS € DISCUSSAO........cueviiiiiriieeiiieie ettt 102
6.2.2.1 Atividade antioxidante in vitro dos compostos 1a-g e 2a-g no ensaio do DPPH ......... 102
6.2.2.2 Atividade antioxidante in vitro dos compostos 7, 8, 9-12 e bases de Schiff derivadas do
4-carboxibenzaldeido (4 € 5) N0 ensaio do DPPH..........ccccciiiiiiiiiiccee e 104
6.2.2.3 Atividade antioxidante in vitro dos aldeidos e amidas biliares (compostos 13-16) no
ENSAI0 JO DPPH.......oiiiii e 106
6.2.2.4 Atividade antioxidante in vitro das bases de Schiff lipofilicas e dos aldeidos precursores
(compostos 17-24) N0 ensaio d0 DPPH ... 107
6.2.2.5 Atividade antioxidante in vitro das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas 31a-e e 32a-e
N0 ENSAI0 0O DPPH......coiiiiiiii bbbt 108
6.3 ATIVIDADE FOTOPROTETORA ...ttt 110
6.3.1 Parte eXPerimental ............oooiiiiiiie e 111
6.3.1.1 Avaliagdo da eficacia fotOProtEtOra..........ccerveieieiiiie e 112
6.3.1.2 Avaliacdo in vitro da eficacia fotoprotetora.........ccoevveriiinieisiisce e 113
6.3.2 RESUITAAOS € AISCUSSAD .....c..veriiiniiiieciiireie ettt 116
T PARTE EXPERIMENTAL. ...ttt sttt 120
7.1 MATERIAIS E METODOS GERAIS ...t seeeee e es s senas s, 120
7.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS SINTETICOS................ 121
7.2.1 Preparacéo dos conjugados esteroides/bases de Schiff...........cccccooviiiiiiiiicicinns 121
7.2.1.1 Via formacdo de amida em C-24 dos &cidos colico e desoxiCOliCO .........cccervrrrieinene 121
7.2.1.1.1 Preparacdo das amidas DiliareS 1 € 2........ccceveieiiiiiiiieieeee e 121
7.2.1.1.2 Procedimento geral de preparacdo dos conjugados 1a-€ € 28-€.........ccccceerereereeennns 125
7.2.1.2 Via esterificacdo em C-3 d0 ACIA0 COIICO .....vivvviriiiiiiiiiceeee e 154
7.2.1.2.1 Preparacdo do éster metilico do &Cido COlICO 6 ........coovrerierieieieiccce e 154
7.2.1.2.2 Preparacdo do aldeido 7 via esterificagdo do composto 6 em C-3...........ccccevvrernennnn. 155
7.2.1.2.2 Preparagd0 do CONJUOAO0 8 ......ccueieeiiiieie ettt sttt 157
7.2.1.3 Via esterificacdo em C-3 d0 COIESLErOl .........ccoeeeiiiieiie e 160
7.2.1.3.1 Preparagao do aldeido 9 ..o 160
7.2.1.3.1 Procedimento geral de preparagdo dos conjugados 10-12 ........cccceeevviveeennneenne 163
7.2.2 Preparacao de amidas e aldeidos biliares derivados dos acidos colico e desoxicolico
................................................................................................................................................... 170
7.2.2.1 Preparacdo das amidas biliares 13 € 14.......cccoeviivciiiiiiiecccece e 170
7.2.2.2 Preparacao dos aldeidos biliares 15 € 16........ccceoveveerenerieieieieeesesie e 175

7.2.3 Preparacdo de bases de Schiff lipofilicas (de cadeia alquila longa) ..............cccc.c....... 180



7.2.3.1 Procedimento geral de preparacéo dos aldeidos de cadeia longa 17-19..................... 180

7.2.3.1 Procedimento geral de preparacao das bases de Schiff lipofilicas 20-24 .................... 186
7.2.4 Preparacao de bases de Schiff N80 associadas ...........cc.couereieiciiiiiinincneeeeeeens 196
7.2.4.1 Procedimento geral de preparacdo das bases de Schiff derivadas do 4-
CarbOXIDENZAIARTAO 3-5 ... 196
7.2.4.2 Preparacéo de bases de Schiff derivadas do 1,4-diaminobenzeno e da anilina........... 200
7.2.4.2.1 Preparacdo da base de SChiff 28..........ccccoviiiiiiiicic e 200
7.2.4.2.2 Preparacédo da base de Schiff alquilada 30............cccooeiiiiiiiiniicie e 203
7.2.4.3 Procedimento geral de preparacgéo das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas derivadas
do 2- e do 4-piridinocarboxaldeido 318-€ € 328-€.........cccverririiieiieere e 205
7.2.4.4 Procedimento geral de preparagé@o das tioiminas 33-39.........ccccvvvviininineneneieinens 224
7.2.4.4.1 Preparacao de tioiminas 33-35 ......ccciiiiiiieieinisise et 224
7.2.4.4.2 Preparacdo das tioiminas 38 € 39 .......ccoiiieiiiiiiiie e 230
7.2.4.4.2.1 Alquilacdo da 2-mercapto anilina: preparagdo do COMpPOStO 36.........cccerververeerenenns 230
7.2.4.4.2.2 Procedimento geral de preparacéo das tioiminas 38 € 39..........ccccvverenererieieeiinnnns 232
8 CONCLUSODES ..ottt eses ettt sttt aen s 237
REFERENCIAS ...ttt ten ettt s s s 240
APENDICE A - RELAGCAO DOS COMPOSTOS PREPARADOS........ccovveriieinrieines 253

APENDICE B - PUBLICAGOES ...t 256



1 INTRODUCAO

Esteroides sdo compostos naturais que encontram aplicacdes em muitos campos
de pesquisa tais como farmacologia, biomimética, quimica supramolecular e também
em nanotecnologia (VIRTANEN; KOLEHMAINEN, 2004). O interesse na quimica de
esteroides é em grande parte justificado pela frequéncia com a qual estes compostos
vém sendo citados na medicina: drogas esteroidais compreendem uma categoria que
incluem os horménios, como corticoides, progesterona, estrégenos, andrégenos; agentes
anabdlicos e outros (DANGATE; SALUNKE; AKAMANCHI, 2011).

O colesterol é um importante esteroide e o principal representante da classe dos
esterdis de origem animal. Participa de diversos processos bioquimicos importantes: é
precursor dos &cidos biliares, dos hormoénios sexuais masculinos e femininos e da
vitamina D, sendo também essencial ao crescimento e viabilidade das ceélulas
(BANDEIRA et al., 2008). Foi o primeiro esterol a ser conhecido, por quimicos
franceses ha mais de 200 anos, como um componente cristalino de calculos biliares
humanos. A formula estrutural correta deste esterol foi proposta em 1888 por F.
Reinitze, no entanto, a representacdo exata da estereoquimica da molécula sé foi
estabelecida 30 anos depois, apos esforcos que renderam os prémios Nobel de quimica a
Wieland em 1927 e a Windaus em 1928 (NES, 2011).

Quanto a estrutura quimica, a molécula de colesterol é entdo constituida por um
nucleo esteroidal e uma cadeia carbonica lateral (Figura 1). A unidade tetraciclica é
comum a classe dos esteroides, sendo formada por trés anéis de seis membros (A, B e
C) e um anel de cinco membros (D) e denominada ciclopentanoper-hidrofenantreno ou
estereno (NES, 2011). Além disso, ha uma hidroxila na posigdo C-3 do anel A, a qual
caracteriza o colesterol como um alcool secundario e uma dupla ligagdo em C-5; ambas
as funcionalidades sdo alvo de modificacbes quimicas em virtude de suas reatividades,
como revisado recentemente (MORZY CKI, 2014).



Figura 1 - Estruturas quimicas do colesterol e dos acidos biliares célico e desoxicdlico

OH

colesterol R= OH (4cido célico) R= H (4cido desoxicélico)

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Acidos biliares e, em particular, os acidos colico e desoxicélico (Figura 1) tém
sido considerados bastante Uteis na preparacdo de novas drogas farmacéuticas devido a
suas propriedades quimicas e biologicas (MUKHOPADHYAY; MAITRA, 2004;
HOFMANN; HAGEY, 2008). Tratam-se de compostos formados como produtos finais
do metabolismo do colesterol no figado, sendo este um processo complexo que envolve
um grande numero de etapas com modificagdes estruturais tanto no nucleo esteroidal
quanto na cadeia lateral (MUKHOPADHYAY'; MAITRA, 2004). (Figura 2).

Como pode ser observado na Figura 1, os acidos célico e desoxicdlico diferem-
se entre si apenas pela presenca de um grupo hidroxila adicional em C-7 no acido
colico. Contudo, todos os acidos biliares, assim como o colesterol, consistem,
estruturalmente, em duas unidades conectadas: um nucleo esteroidal rigido (unidade
tetraciclica) e uma cadeia lateral alifatica curta. Tais compostos, bem como os demais
representantes desta classe de esteroides, exibem promissora natureza anfifilica devido a
presenca de grupos hidroxila polares em uma face (face a, concava) e de grupos metila
hidrofébicos ndo polares na outra (face B, convexa). (Figura 3). Este arranjo cria uma
anfifilicidade Unica para esta classe de moléculas, e, em solucdo aquosa, sais biliares se
agregam através de associacfes hidrofébicas das faces B e adicionais interagdes de
hidrogénio (MUKHOPADHYAY; MAITRA, 2004; ZHANG, 2010). Os acidos biliares

sdo, portanto, considerados biosurfactantes.



Figura 2 - Biossintese de acidos biliares a partir do colesterol

7a-hidroxilase

colesterol 7o-hidroxicolesterol

Zall

&cidos biliares
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%

Fonte: ADAPTADA DE (BURTIS; ASHWOOD; BRUNS, 2008)

Figura 3 - Representacdo da estrutura do &cido cdlico e suas faces a. e

face P hidrof ébica

e,

face o hidrofilica
Fonte: ADAPTADA DE (MUKHOPADHYAY; MAITRA, 2004)

Em relacéo a reatividade, as reacdes dos acidos biliares sdo bastante previsiveis
e amplamente descritas na literatura: varias modificacbes em posicdes definidas do
esqueleto esteroidal e/ou da cadeia carbonica lateral (sobretudo nas posi¢es C-24 e C-
3) levaram a obtencdo de derivados e conjugados biliares com diferentes
funcionalidades, tamanho e polaridade. Assim, o grupo acido carboxilico pode ser

esterificado, reduzido, amidado ou submetido a formacao de sais com ions metalicos ou



bases organicas; enquanto as hidroxilas, por exemplo, podem ser oxidadas, acetiladas
ou convertidas a um grupo abandonador e  depois  substituidas
(ENHESEN; KRAMER; WESS, 1998; VIRTANEN; KOLEHMAINEN, 2004). A
Figura 4 ilustra algumas destas possibilidades de funcionalizacbes/modificacdes

estruturais.

Figura 4 - Algumas possibilidades de funcionaliza¢cdes/modificacdes estruturais nos

acidos biliares exemplificadas no &cido célico

ROCO RO

MsO N3/

Fonte: ADAPTADA DE (ENHESEN; KRAMER; WESS, 1998) e
(VIRTANEN; KOLEHMAINEN, 2004)

Na literatura diversas atividades farmacol6gicas sdo atribuidas aos derivados
esteroidais, sobretudo aos derivados de &cidos biliares. Amidas biliares, derivadas dos
acidos colico e desoxicolico foram preparadas e descritas por Hazra e colaboradores
como antimicrobianas e antifingicas (HAZRA et al., 2004); derivados i6nicos do acido
colico foram descritos pelo grupo de pesquisa de Willemen como agentes
antimicrobianos (WILLEMEN et al., 2002); a preparacdo de carbonatos derivados do
colesterol foi descrita por Dumitru e tais compostos apresentaram atividade
antibacteriana e antifungica (DUMITRU, 2012). Atividade anticancerigena é também
atribuida a alguns derivados: hidroquinonas derivadas de diferentes acidos biliares,
sintetizadas recentemente por Siless e colaboradores (SILESS et al., 2012) e piperazinas
derivadas dos acidos ursodesoxicolico e chenodesoxicélico (BROSSARD et al., 2010).

Na Figura 5 estdo representadas as estruturas de alguns desses derivados bioativos.



Figura 5 - Estrutura quimica e perfis biologicos de derivados esteroidais descritos na

literatura

HO"

R1=R,=H antifingica
R; =H, R, =NO, antibacteriana m=3,40u7:n=8,10 0u 12
antimicrobiana

S

R1=PBOH,R,=H
R, R1=a OH,Ry=H

anticancerigena

X =0ou X=S antibacteriana e antifungica

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

No entanto, uma das mais promissoras aplicagdes dos derivados biliares é a
utilizacdo dos mesmos como carreadores de farmacos, consequéncia direta do carater
anfifilico apresentado por tal classe de moléculas: acidos biliares tém sido bem
reportados por aumentar a permeabilidade em membranas celulares incluindo a parede
bacteriana (ENHESEN; KRAMER; WESS, 1998; HAZRA et al, 2004,
MUKHOPADHYAY; MAITRA, 2004). Uma vez conjugados a drogas pouco sollveis,
tais esteroides auxiliam o transporte das mesmas, que sdo caracterizadas por sua
absorcdo incompleta e baixa biodisponibilidade no que se refere & absor¢éo intestinal
principalmente apds a administragdo oral ou, menos comumente, absor¢do transdérmica
ap6s aplicacdo local (CHUNG et al., 2005; MROZEK et al., 2011). A elevada
especificidade e capacidade dos sistemas de transporte de acidos biliares durante a
circulacdo entero-hepatica é o que permite que derivados biliares conjugados a drogas

as transportem para o figado e, melhorem, assim, a absorcéo intestinal das mesmas.

Dentro desta perspectiva, Varios trabalhos descrevem a conjugacdo de
compostos ativos tais como o aminoacido triptofano (VIRTANEN et al., 2002),
peptideos (SWAAN et al., 1997), hidrazonas (RASRAS et al., 2010), o antifungico
Fluconazol (PORE et al., 2006), o antiviral Aciclovir (TOLLE-SANDER et al., 2003;
BALAKRISHNAN; POLLI, 2006) e o antineoplasico Clorambucil (KRAMER et al.,



1992) a derivados biliares através de modificagdes quimicas nas posi¢des C-3 e C-24 do
nacleo esteroidal. Nosso grupo de pesquisa divulgou recentemente dois estudos com
esta abordagem: a conjugacdo de tiopurinas (CORRALES et al., 2011) e
aminoquinolinas (ANTINARELLI et al., 2012) a derivados do &cido cdlico.

Como concluséo geral, pode-se afirmar que, nos estudos citados, os carreadores
biliares contribuiram para o potencial bioldgico das moléculas a eles associados
(RASRAS et al., 2010), conduziram satisfatoriamente o farmaco ao seu local de acdo
(KRAMER et al., 1992), e/ou foram essenciais para o aumento da biodisponibilidade
oral de drogas pouco biodisponiveis (SWAAN et al.,, 1997). A Figura 6 mostra a

estrutura quimica de alguns dos conjugados citados.

Figura 6 - Estrutura quimica de alguns conjugados esteroides/moléculas bioativas

descritos na literatura

N
N o OH
/N SN
Conjugado triptofano/acido desoxicélico < ‘ /) Conjugado tiopurina/éster do acido célico
N

Iz

HO

Conjugado Aciclovir/acido chenodesoxicélico via valina

Conjugado Clorambucil/derivado do &cido célico

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Dentre os citados, Pore (2006) e colaboradores descreveram a sintese de
conjugados Fluconazol/acidos colico e desoxicolico via anel triazolico nas posi¢des C-3
e C-24 do esqueleto esteroidal. Fluconazol é um poderoso antifingico e os conjugados

obtidos apresentaram importante atividade antifungica frente a espécies de Candida.



Tolle-Sander (2003) e colaboradores conseguiram aumentar significativamente a
biodisponibilidade oral do Aciclovir através da conjugacdo desta droga antiviral com o
acido chenodesoxicolico via um ligante valina. Enquanto a biodisponibilidade oral do
Aciclovir é de apenas 20%, devido a sua baixa permeabilidade intestinal, a do pro-

farmaco sintetizado foi de 54%.

Kramer (1992) e seu grupo de pesquisa conjugaram o Clorambucil via ligacéo
amida a um derivado do &cido colico e a molécula resultante além de preservar a
atividade anticancerigena do farmaco original auxiliou no transporte desta droga
especificamente para o figado e sistema biliar, o que levou os autores a concluirem que
carreadores biliares sdo op¢fes farmacologicas importantes para o desenvolvimento de

drogas com esse destino especifico.

Desta forma, a exemplo da potencializacdo bioldgica que carreadores biliares
trazem as moléculas a eles associadas, da propria atividade diversificada apresentada
por derivados esteroidais, e, do potencial biolégico apresentado pelas chamadas bases
de Schiff, propusemos neste trabalho a preparacdo e avaliacdo biol6gica de conjugados

esteroides/bases de Schiff.

As bases de Schiff, assim denominadas em homenagem ao quimico aleméo
Hugo Schiff, quem primeiramente as sintetizou em 1864, sd&o compostos organicos
formados a partir de uma condensacao reversivel entre uma amina primaria e um
aldeido ou cetona, sob condicGes especificas (MEYER; JOINER; STODDART, 2007).

Também conhecidas como azometinas, aldiminas e mais comumente como
iminas, as Bases de Schiff possuem estrutura quimica geral representada na Figura 7 e
podem ser descritas como anadlogos nitrogenados de aldeidos ou cetonas nos quais 0
grupo carbonila (C=0) foi substituido por um grupo imina ou azometina (DA SILVA et
al., 2011).

As bases de Schiff constituem uma das classes de compostos organicos mais
amplamente utilizadas, sejam como catalisadores, intermediarios sintéticos de outras
classes de compostos, corantes e pigmentos, ou como estabilizadores de polimeros e
inibidores de corrosdo (ALI; NAIMI-JAMAL; DEKAMIN, 2013; KAJAL et al., 2013).

Além dessas aplicacdes, que permitem que estas moléculas sejam utilizadas em diversos



ramos da inddstria, as iminas se destacam na area da quimica medicinal, uma vez que

apresentam um amplo espectro de atividades biologicas, como sera discutido a seguir.

Figura 7 - Estrutura quimica geral de uma base de Schiff

R
Rl)\\N,Ra

R, = H/alquila/ arila
R, = alquila / arila
R3 = alquila / arila

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Dentre as atividades bioldgicas descritas na literatura para as bases de Schiff,
encontram-se: antioxidante (LU et al., 2012; SILVA; CARVALHO; RAPOSO, 2013),
antitubercular (HEARN et al., 2009), antibacteriana (SHAKEEL et al., 2010),
antimicrobiana (KUMAR et al., 2010; DA SILVA et al., 2011) e antifungica (SILVA et
al., 2011). Recentemente, nosso grupo de pesquisa divulgou ainda a atividade
fotoprotetora (POLONINI et al., 2013) e despigmentante de um grupo de bases de
Schiff (LIMA et al., 2013).

Algumas das bases de Schiff hidroxiladas em diferentes posicdes do anel
preparadas por Lu, Li (2012) e colaboradores, apresentaram atividade antioxidante
comparavel a da vitamina C no teste de inibicdo do radical DPPH. Ja as bases de Schiff
derivadas da isoniazida preparadas pelo grupo de pesquisa de Hearn e Cynamon (2009),
além de apresentarem expressiva atividade contra o M. tuberculosis, ndo foram
citotoxicas. Shakeel (2010) e colaboradores obtiveram bases de Schiff derivadas de um
aminotiazol que apresentaram atividades bacterianas comparaveis a ampicilina, contra
S. aurus e E. coli. Algumas das bases de Schiff preparadas por Kumar (2010) e seu
grupo de pesquisa, derivadas da 4-aminobenzeno-sulfonamida, apresentaram-se ativas
frente a bactérias gram positivas e gram negativas e fungos. Aldiminas preparadas por
da Silva (2011) e colaboradores foram avaliadas frente a diversas espécies de fungos e
duas delas apresentaram atividade antifingica promissora frente a algumas das espécies
analisadas. Além destas, algumas bases de Schiff com acdo antimicrobianas foram
selecionadas e descritas no artigo de revisdo preparado por da Silva e colaboradores
(DA SILVA et al., 2011). Quanto as atividades fotoprotetora e despigmentante, as
iminas preparadas por nosso grupo de pesquisa demonstraram atividade superior as

apresentadas pelo resveratrol, ja conhecido por retardar ou reverter os efeitos deletérios



da radiacdo ultravioleta e utilizado como adjuvante no tratamento de hiperpigmentacéo.
As estruturas de algumas dessas bases de Schiff e suas respectivas atividades bioldgicas
estéo representadas na Figura 8.

Figura 8 - Estruturas quimicas e perfis bioldgicos de bases de Schiff descritas na

literatura
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Classes particulares de bases de Schiff, tais como as piridiniliminas e as
tioiminas tém recebido destaque principalmente nas areas de quimica de coordenacgdo
(ABOU-HUSSEIN, 2010; SETH; BHATTACHARYA, 2011,
BRAYMER; MERRILL; LIM, 2012). Tanto as piridiniliminas, iminas que contém o
anel piridinico em sua estrutura, quanto as tioiminas, caracterizadas por apresentar o
grupo mercapto, séo descritas como ligantes na obtencdo de complexos de coordenacgéo
sem, no entanto, serem exploradas isoladamente como moléculas bioativas. Dentre os
poucos relatos disponiveis na literatura, Braymer e colaboradores descreveram a
preparacdo de piridiniliminas derivadas do 2-piridinocarboxaldeido como compostos
bifuncionais a serem utilizados no tratamento do mal de Alzheimer (BRAYMER et al.,
2011). Para as tioiminas, h& poucos relatos, dentre os quais a atividade antifingica
descrita por Rahman e sua equipe (RAHMAN; EL-GENDY; MAHMOUD, 1990).

Outra classe de iminas, as bases de Schiff aromaticas contendo cadeia alquila
longa, tém recebido destaque na literatura por exibirem propriedade de cristais liquidos
(PARRA et al., 2004; UMADEVI; SADASHIVA, 2005; HA et al., 2009; HA et al.,

2010). (Figura 9). De acordo com revisao feita na literatura, o interesse neste tipo de
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estrutura esta voltado para aplicacbes na area de materiais, enguanto o interesse

bioldgico parece ndo ser explorado.

Figura 9 - Estrutura quimica de bases de Schiff contendo cadeia alquila longa

(lipofilicas)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

A insercdo de uma cadeia alquila & estrutura iminica confere lipofilicidade a esta
molécula e, uma vez que esta propriedade esta relacionada ao perfil bioldgico de um
determinado composto (HANSCH; DUNN, 1972), torna-se interessante avaliar as

potencialidades bioldgicas dessa classe de bases de Schiff.

A influéncia da cadeia alquila em algumas propriedades biol6gicas de uma
molécula pode ser discutida através dos exemplos da vitamina E e do galato de dodecila
(Figura 10). A vitamina E é um antioxidante natural que auxilia a protecdo do
organismo contra a peroxidacao lipidica excessiva e 0s responsaveis por seu potencial
antioxidante sdo duas caracteristicas-chave estruturais: o componente fendlico, que
reage com as espécies reativas de oxigénio (EROs) pelo mecanismo de doacdo de
préton; e a cadeia hidrofébica, que ancora a molécula de vitamina E na membrana
celular (BENNETT et al., 2004). A cadeia alquila longa da vitamina E € essencial para a
sua absorcdo pelo intestino, transporte sisttmico e afinidade com as membranas
celulares e, assim, para o desempenho de sua funcdo antioxidante. Em relagcdo ao galato
de dodecila, um antioxidante amplamente utilizado nas industrias, sua atividade
antioxidante preventiva é em grande parte associada a cadeia dodecila hidrofébica
presente em sua estrutura, e estudos tém sido realizados para esclarecer essa influéncia
(KUBO et al., 2002).
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Figura 10 - Estrutura quimica da vitamina E e do galato de dodecila

o
HO HO P S Va2
H [¢]
o HO .
o galato de dodecila

vitamina E H

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Fundamentados, pois, no fato de o carater lipofilico das moléculas estar
associado ao perfil biologico das mesmas (HANSCH; DUNN, 1972), Imen Aissa
(2012) e colaboradores prepararam derivados lipofilicos do antioxidante natural tirosol,
objetivando que os mesmos fossem capazes de apresentar uma maior afinidade com os
constituintes das membranas celulares. Alguns dos compostos obtidos exibiram
atividade antimicrobiana e leishmanicida (IMEN AISSA et al., 2012). A sintese de
derivados alquilados da miricetina, um flavonoide antioxidante natural, foi planejada
por Bennet e colaboradores (BENNETT et al., 2004) de modo a combinar a porgao
fendlica da miricetina com cadeias lipofilicas similares (em extenséo) & da vitamina E.
Os autores concluiram que ndo s6 a extensdo da cadeia alquila, mas também sua

orientacdo e ramificacdes influenciam no potencial biolégico dos derivados preparados.

Desta forma, o interesse por avaliar as propriedades bioldgicas de bases de
Schiff de cadeia alquila longa é justificado, sendo este também conveniente para que
possamos comparar a influéncia da lipofilicidade atribuida por esta cadeia com aquela
proveniente das por¢des esteroidais, uma vez que dispusermos de bases de Schiff

conjugadas a esteroides e a cadeias hidrofobicas longas.
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2 JUSTIFICATIVA

A natureza anfifilica de esteroides, tais como os acidos cdlico e desoxicolico e o
colesterol, proporcionam a estas moléculas diversas aplicacdes, destacando-se 0 uso das
mesmas como carreadores de drogas. Alem disso, a exemplo da propria atividade
bioldgica apresentada por derivados esteroidais, uma vez associados a moléculas
bioativas, tais esteroides mostram-se capazes de potencializar a acdo bioldgica da

molécula original.

As bases de Schiff constituem uma classe de moléculas organicas de amplo
perfil biolégico e aplicacdes, de relativa facilidade de preparacdo e que vém sendo
exploradas sobretudo pela area da quimica medicinal.

A preparacdo de conjugados esteroides/bases de Schiff é entdo justificada pelo
interesse em se investigar o perfil bioldgico dos compostos resultantes da associacao
dessas duas classes de moléculas, bem como inferir sobre uma possivel potencializacdo

da atividade biol6gica como resultado dessa conjugagao.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho objetiva a preparacdo, caracterizacdo e avaliacdo biologica de
conjugados esteroides/bases de Schiff, além da obtencdo de derivados destas duas
classes de compostos de forma ndo associada. Objetiva-se ainda avaliar a influéncia da

conjugacéo no perfil bioldgico dos compostos sintetizados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Preparacéo de conjugados esteroides/bases de Schiff via conjugacado nas
posi¢cdes C-24 e C-3 dos nucleos esteroidais colico, desoxicolico e colesterol (Figura
11).

Figura 11 - Estruturas quimicas dos conjugados esteroides/bases de Schiff almejados

neste trabalho

oH ¢ 24 NH@N%Rl
. |
: iy

R = OH, &cido cdlico; R = H, &cido desoxicdlico; R, e R, séo
grupos ativadores e/ou desativadores do anel e R; =H ou OH.

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA
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3.2.2 Preparacdo de derivados esteroidais (amidas e aldeidos biliares), bem como a
preparacdo de bases de Schiff lipofilicas (de cadeia alquila longa) e de bases de
Schiff ndo associadas (Figura 12).

Figura 12 - Estruturas quimicas dos derivados esteroidais, bases de Schiff lipofilicas e

bases de Schiff ndo associadas almejados neste trabalho

OH : 24 A
T x@ R3®N . o
n
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R = OH, &cido célico; R = H, acido desoxicolico; R3 = H ou OH; R4 =-NH5 ou -CHO; X = -NH ou O;
R5 séo grupos ativadores ou desativadores do anel, Y =H ouN; Z=HouN;n=1,2 ou5.

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

3.2.3 Avaliacdo biolégica dos compostos sintetizados como potenciais
antiparasitarios (leishmanicidas e antimalaricos), antimicrobianos

(antituberculares), antioxidantes e fotoprotetores.

3.2.4 Realizacdo de um estagio supervisionado no Nucleo de Pesquisas em
Parasitologia (NUPEP) pertencente ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
UFJF com o intuito de acompanhar a realizagdo dos testes de avaliagdo

leishmanicida dos compostos sintetizados.
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4 METODOLOGIA

As metodologias utilizadas na obtencdo dos compostos almejados neste trabalho
envolveram: formacéo de ligacdo amida, reacdes de esterificacéo e formacéo de ligagédo
iminica. Todas estdo relacionadas & quimica de compostos carbonilicos e dao origem a
importantes funcgdes organicas, tanto do ponto de vista quimico quanto do ponto de vista
biolégico (COSTA et al., 2003).

4.1 FORMACAO DE LIGACAO AMIDA

Amidas sdo usualmente sintetizadas pela unido de acidos carboxilicos e aminas;
no entanto, a condensacdo destes dois grupos funcionais ndo ocorre espontaneamente a
temperatura ambiente, sendo necesséria a eliminacdo de agua e altas temperaturas (160-
180°C) - condicBes geralmente prejudiciais aos substratos. Como consequéncia, €
necessaria uma prévia ativacdo do acido, procedimento que converte o grupo —OH do
carbono acila em um bom grupo abandonador antes do tratamento com a amina. Dentre
0s agentes ativadores (ou de acoplamento) utilizados, encontram-se as carbodiimidas,
tais como a N-N-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) (MONTALBETTI; FALQUE, 2005;
VALEUR; BRADLEY, 2009).

DCC vem sido utilizado desde 1955 (SHEEHAN; HESS, 1955) e um
mecanismo proposto para sua acdo na sintese de amidas encontra-se ilustrado no
Esquema 1 a seguir. A forca motriz para esta reacdo € a formacdo do subproduto N-N -
diciclo-hexilureia (DCU).

De acordo com 0 mecanismo proposto, a primeira etapa consiste numa reagao
acido-base entre o acido carboxilico e o DCC. A seguir, o ataque nucleofilico do
carboxilato ao &tomo de carbono central da espécie DCC protonada, leva a formagéo do
intermediario O-acilureia. Uma vez protonado, este intermediario O-acilureia sofre
adicdo nucleofilica da amina originando um intermediario tetraédrico que, ao eliminar o

DCU, fornece a amida almejada apos a etapa de eliminagéo de H”.
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Esquema 1 - Proposta de mecanismo de formacéo de amida usando DCC como ativador
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Etapa 1 R” TOH G R” O G
O e
DCC
JO]\ @/\N/[ j o NI/O
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o [ ¢ [
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Etapa4 R)]\O)\NH S C— )\

@
Etapa 5 . g N o g'H % OIQH NH o)
o BN AR o= =i L R
R\¥ _C— — R\ _C-— — R N R N
N, (@] NH N \C_)) NH H NH H
/ / .
H H i H i t amida

Fonte: ADAPTADO DE (SMITH, 2013)
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4.2 REACOES DE ESTERIFICACAO - A ESTERIFICACAO DE STEGLICH

A sintese classica de ésteres envolve a reacdo entre um &cido carboxilico e um
alcool sob catélise &cida e aquecimento, na qual produtos e reagentes estdo em
equilibrio, sendo denominada esterificagdo de Fischer (FISCHER, 2013).

Uma  metodologia  branda  alternativa  proposta  por  Steglich
(NEISES; STEGLICH, 1978) faz uso de um 4acido carboxilico, um alcool, do agente
ativador DCC e de DMAP em quantidade catalitica. Enquanto na pratica DCC e aminas
formam amidas prontamente, o uso de DMAP ¢ crucial para a formacéo eficiente de
ésteres, uma vez que o intermediario formado a partir da reacdo desta base com a O-
acilureia atua como reagente de transferéncia acila, de acordo com o mecanismo

proposto no Esquema 2.

Como proposto no Esquema 2, as trés primeiras etapas do mecanismo da
esterificacdo de Steglich sdo idénticas as etapas de formacdo da ligacdo amida
representadas anteriormente no Esquema 1. No entanto, na etapa 4 do mecanismo de
esterificacdo, a O-acilureia protonada sofre adi¢cdo nucleofilica da base DMAP, levando
a formacdo de um intermediario transferidor de acila. Nas Ultimas etapas sintéticas,
ocorrem a liberacdo de DCU e a reacdo do alcool com o referido agente transferidor de

acila originando, assim, o éster.
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Esquema 2 - Proposta de mecanismo da esterificacdo de Steglich
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Fonte: ADAPTADO DE (SMITH, 2013)

18



4.3 FORMACAO DE LIGACAO IMINICA - SINTESE DE BASES DE SCHIFF

A ligacdo iminica (C=N) é formada pela condensacdo reversivel entre uma
amina e um aldeido com perda de uma molécula de H,O e d& origem a uma das classes

de compostos organicos mais amplamente utilizadas.

Uma vez que este processo ocorre sob controle de equilibrio, é comum utilizar
algum recurso para a remocdo da agua formada, seja separando-a fisicamente num
aparelho de Dean-Stark, ou atraveés da adicdo de um agente dessecante ao meio
reacional (MEYER; JOINER; STODDART, 2007).

Esta reacdo foi desenvolvida em 1864 por Hugo Schiff (TIDWELL, 2008) e a
sintese cléssica relatada por este quimico alemdo envolve a condensacdo de um
composto carbonilico com uma amina sob destilacdo azeotropica (DA SILVA et al.,
2011). Desde entdo, uma variedade de métodos de preparacdo de iminas tém sido
descrito na literatura, sobretudo nas ultimas décadas: catalise acida/refluxo (KUMAR et
al., 2010), auséncia de solvente/irradiagdo de microondas (BEKDEMIR et al., 2014),
solvente/refluxo (IBRAHIM; SHARIF, 2007), sintese one pot (ZHENG et al., 2009),
irradiacdo ultrassom (GUZEN et al., 2007), dentre outros.

As bases de Schiff preparadas neste trabalho foram obtidas a partir da
condensacdo de quantidades equimolares de um aldeido e uma amina aromaticos em

metanol ou etanol. Quando necessario, utilizou-se catalise de acido acético.

Os mecanismos de formacdo de uma imina na auséncia (i) e na presenca (ii) de

catalise acida estdo representados no Esquema 3.

De acordo com a literatura, na auséncia da catalise acida a reacdo € bastante
lenta (CLAYDEN et al., 2009). E importante observar que a catalise &cida nio é
necessaria na etapa de adicdo do mecanismo, mas sim na etapa de eliminagdo de &gua.
ReacBes com aminas sdo rapidas em pH entre 4 e 6, abaixo deste limite, a amina é
protonada e a velocidade da reacdo € baixa; acima deste limite, a concentracdo do
proton € muito baixa para protonar o grupo -OH e promover, assim, a etapa de

desidratacéo.
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Esquema 3 - Mecanismo de formacgéo de uma imina (i) na auséncia de catalise e (ii) na
presenca de um catalisador &cido (de Arrhenius ou de Bronsted)
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H H OH H GO~y H H R
\4H+ H

Fonte: ADAPTADO DE (CLAYDEN et al., 2009)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE CONJUGADOS
ESTEROIDES/BASES DE SCHIFF

5.1.1 Preparagao e caracterizacdo de conjugados via formagdo de amida em C-24

dos acidos colico e desoxicolico

Para a sintese dos conjugados desta classe, primeiramente foram preparadas duas
amidas biliares (compostos 1 e 2) contendo grupo amino livre a partir da reacdo dos
acidos biliares cdlico e desoxicdlico com 1,4-diaminobenzeno. Neste processo, utilizou-
se DCC como agente ativador do &cido carboxilico e THF como solvente, mantendo-se
a mistura reacional sob agitagdo constante a t.a. por 24 h, quando se observou a
precipitacdo de DCU (JEGANATHAN et al., 1986). Apds purificacdo por CCS, as
amidas foram obtidas como sélidos em rendimentos de 41 e 44%, respectivamente.

Esquema 4.
Esquema 4 - Preparacdo dos conjugados 1a-g e 2a-g

OH : : 24 NH@NHZ
HoN NH,

DCC, THF, 24 h
t.a.

OH 41%
H 44%

OH (&cido colico)
H (4cido desoxicdlico) \

polpy)

1a,2a 9 = CO,H, 10'=11'=12'=13'=H s NHA@‘LN 9 10
1b, 2b 11'=CO.H, 9=10=12"=13"=H M@lr
1c, 2c 9'=OH,12'=Br, 10'=11'= 13'=H A
1d, 2d 11'=N(CHa),, 9=10'=12'=13'=H
le, 2e 9'=OH, 11'=0OH, 10'=12'= 13'=H
1f,2f 11'=NO,, 9=10'=12'=13'=H
— —11'—19=12'= HO R la-g (65-100%
19, 29 9'= NO,, 10'=11'=12'=13'=H o 264_86%))

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

E importante ressaltar que o acompanhamento da reacdo por CCD revelou a
presenca dos materiais de partida alem de um subproduto de carater puramente alifatico
(confirmado por RMN de *H). Trabalhos recentes (KAISER et al., 2008) relatam que
nas reacOes entre &cidos carboxilicos e carbodiimidas, as etapas subsequentes a
formacdo do intermediario O-acilureia dependem dos reagentes e condi¢des reacionais

envolvidas e, descrevem que dois caminhos sdo possiveis: i) a reagdo com um
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nucleofilo (uma amina, um alcool ou um anion carboxilato, representados por R’’XH)
ou ii) a ocorréncia de um rearranjo que origina o subproduto N-acilureia como

representado a seguir no Esquema 5.

Esquema 5 - Reagdes de acidos carboxilicos com carbodiimidas: i) reacdo com um

nucleofilo, ii) ocorréncia de rearranjo

O

R’ XR" * RNHCONHR
-R
(0] N

I Q h i

,C _C<_.C.

R'7OH * RN=C=NR —> R~ 0" ""NHR \ O o
. . 1 n
O-acilureia O oN

R l}l NHR N-acilureia
R

Fonte: REPRODUZIDO DE (KAISER et al., 2008)

O subproduto observado por placa cromatografica e isolado posteriormente em
coluna quando submetido & analise por RMN de *H mostrou-se ser constituido apenas
por prétons de carater alifatico, o que nos leva a propor duas hipéteses: que o rearranjo
discutido acima possa ter ocorrido ou que o intermediario O-acilureia ndo tenha sido

convertido totalmente a amida, comprometendo o rendimento do processo.

Uma vez isoladas, as amidas biliares foram submetidas a reacdo de formacéo da
ligacdo iminica em meio metandlico na presenca de quantidade equimolar de um
aldeido aromaético (Esquema 4). Como resumido na Tabela 1, de um total de 12
tentativas de formacdo de imina a partir da amida biliar derivada do &cido cdlico, amida
1, 5 ndo foram bem-sucedidas (entradas 1-5). Nestas observou-se a presenca dos dois
materiais de partida e de um produto de polaridade intermediaria aos dois,
provavelmente o conjugado almejado em cada processo. ModificacGes reacionais foram
realizadas, mas nédo foi possivel isolar o produto formado. Entdo, os aldeidos utilizados
sem sucesso nestas tentativas ndo foram utilizados em tentativas de reacdo com a amida
biliar 2.
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Tabela 1 - Tentativas de condensacéo das amidas biliares 1 e 2 com aldeidos aromaticos

Condicoes Produto obtido

Tentativa Amida Aldeido S, )
reacionais (rendimento %)
1 1 4-hidroxibenzaldeido i, ii e iii ndo isolado
2 1 3-hidroxi-p-anisaldeido i néo isolado
4-hidroxi-3- : ;
3 1 : i néo isolado
metoxibenzaldeido
4 1 4-metoxibenzaldeido i ndo isolado
5 1 3,4,5-trimetoxibenzaldeido i ndo isolado
6 1 2-carboxibenzaldeido i 1a (100)
7 1 4-carboxibenzaldeido i 1b (71)
8 1 5-bromosalicilaldeido i 1c (66)
4-N’,N - _
9 1 - i 1d (79)
dimetilaminobenzaldeido
10 1 2,4-dihidroxibenzaldeido i 1e (80)
11 1 4-nitrobenzaldeido i 1f (81)
12 1 2-nitrobenzaldeido i 1g (65)
13 2 2-carboxibenzaldeido i 2a (65)
14 2 4-carboxibenzaldeido i 2b (76)
15 2 5-bromosalicilaldeido i 2c (64)
4-N’N - _
16 2 o i 2d (86)
dimetilaminobenzaldeido
17 2 2,4-dihidroxibenzaldeido i 2¢e (86)
18 2 4-nitrobenzaldeido i 2f (82)
19 2 2-nitrobenzaldeido i 29 (75)

"i) metanol, t.a., agitacdo magnética; ii) metanol, refluxo, 3h, agitacio magnética; iii)
metanol, catalise de AcOH, refluxo, agitacdo magnética. Fonte: ELABORADA PELA
PROPRIA AUTORA

Em todos os demais experimentos (entradas 6-19) observou-se a formacgéo de
precipitado e, portanto, 0s compostos la-g e 2a-g foram isolados por simples filtragcdo
do meio reacional em rendimentos satisfatorios (64-100%). Todos os compostos desta
classe foram obtidos como sélidos coloridos e caracterizados por faixa de fusdo, RMN

de *H e de *3C, espectroscopia no I.V. e espectrometria de massas de alta resolucéo.
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Para exemplificar a discussao sobre a caracterizacdo espectroscopica das amidas

biliares selecionou-se a amida 1, derivada do acido colico.

No espectro no I.V. (Figura 13), algumas evidéncias sugerem a formacdo da
amida biliar desejada, como por exemplo, a existéncia de uma banda de absorgéo
caracteristica da ligagdo C=0O de amida em v 1654 em™. A presenca da porcao
aromatica introduzida no processo reacional € confirmada pela ocorréncia de bandas de
absor¢do na faixa de v 1604 a 1515 cm™ referentes ao estiramento dos grupos C=C do

anel aromético.

Figura 13 - Espectro infravermelho do composto 1
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

No espectro de RMN de 'H (Figura 14) da amida biliar 1 observou-se sinais
entre 6 0,59 e 2,24 ppm correspondentes aos protons da porcao esteroidal da molécula:
dois simpletos intensos e um dubleto, caracteristicos dos grupos metilicos 18, 19 e 21-
CHas, respectivamente, e multipletos referentes aos prétons metilénicos e metinicos do
esqueleto. Além destes, sinais entre 6 3,18 e 4,36 ppm atribuidos aos préotons 3, 7 ¢ 123
e aos protons dos 3 grupos hidroxilas das referidas posicdes do esqueleto esteroidal. A
principal evidéncia da obtencdo do composto desejado é a observacdo de dois dubletos,
um em 6 6,49 ¢ o outro em 7,21 ppm (J=8,7 Hz) referentes aos prétons aromaticos 3’e
5’ e 2’e 6, respectivamente. Além destes sinais, a formacdo do produto é sugerida pela

presen¢a de um simpleto em 6 9,44 ppm referente ao préton —NH da funcdo amida
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formada e por um simpleto largo em 6 4,97 ppm, regido tipica de sinal de protons —NH

de aminas aromaticas.

Figura 14 - Espectro de RMN de *H do composto 1 (DMSO-dg, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Ja no espectro de RMN de **C (Figura 15) da mesma amida, é importante
mencionar os quatro sinais na regido entre 6 113,8 e 144,4 ppm, correspondentes aos
carbonos da por¢do aromatica conjugada a porcao esteroidal e de um sinal em 6 170,8
ppm atribuido ao C-24 da molécula. Entre 6 12,4 ¢ 71,0 ppm pode-se observar 0s
demais sinais previstos para a molécula 1, correspondentes aos carbonos do esqueleto

esteroidal.

No espectro de massas de alta resolucdo (LC-MS) do composto 1 (Figura 16)
observou-se um pico correspondente a [M+H]" (CsoHs7N204) em m/z 499,3550

(calculado m/z 499,3536), confirmando assim a massa molar da amida biliar.
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Figura 15 - Espectro de RMN de **C do composto 1 (DMSO-ds, 75 MHz)
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Figura 16 - Espectro de massas (LC-MS) do composto 1
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Uma vez que os pares de conjugados 1a/2a, 1b/2b, ..., 19/2g, diferem-se apenas
pela presenca de um grupo hidroxila na posi¢do C-7 do esqueleto esteroidal no derivado
colico e, auséncia deste grupo no derivado desoxicélico, os dados espectroscpicos dos
pares apresentam-se bastante similares. Os compostos 1f/2f foram selecionados para a

discussdo detalhada da caracterizagdo espectroscépica.

Nos espectros no 1.V. dos conjugados 1f e 2f (Figura 17), a principal observacéo
¢ a ocorréncia de uma banda em v 1598 cm™ (1f) ¢ em v 1600 cm™ (2f) referente ao
estiramento da ligacdo C=N do grupo iminico, sugerindo a ocorréncia da reacdo de
condensacao entre a amida biliar e 0 4-nitrobenzaldeido. Esta presente também a banda
de absorcao caracteristica da ligagdo C=0 de amida (v 1633 cm™tem 1f e v 1660 cm™
em 2f) nos dois espectros. Além destas, uma banda intensa em v 1344 cm™ foi
observada em ambos o0s espectros, banda esta caracteristica da deformacdo axial

simétrica da ligacdo N=0O do grupo nitro.

Figura 17 - Comparacdo dos espectros infravermelho dos compostos 1f e 2f

% Transmitancia

e
3
3

y u y T y T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cm)

% Transmitancia

2935
1517

¥
3
>

3417

65 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA
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A Figura 18 a seguir corresponde & comparacdo dos espectros de RMN de *H
dos compostos 1f e 2f. Quanto a regido dos espectros relativa as porgdes alifatica e
aromética dos dois conjugados, observou-se bastante similaridade dos espectros,
enquanto a regido entre 6 3,00 ¢ 5,00 ppm apresenta-se distinta para cada um dos
compostos, devido a auséncia de uma hidroxila em C-7 no esqueleto esteroidal do acido
desoxicélico quando comparado ao do &cido colico. Trés sinais presentes na regido
aromatica de ambos os espectros evidenciam a formacdo dos conjugados almejados, a
saber: um simpleto préximo a & 8,80 ppm caracteristico de proton iminico e dois
dubletos, entre 6 8,00 e 8,50 ppm , referentes aos protons da segunda por¢ao aromatica
introduzida na molécula. Adicionalmente, a auséncia do simpleto largo préoximo a 6
5,00 ppm referente aos protons do grupo -NH, do material de partida reforca os indicios
de ocorréncia da reacdo. E importante ressaltar ainda que os protons 3’e 5’ do primeiro
anel aromatico sofreram um processo de desblindagem eletrénica como consequéncia
da introducdo do segundo anel aromatico e, assim, o sinal a eles relativos aparece em
uma regido de campo de maior frequéncia (~1,2 ppm de deslocamento) nos espectros
dos conjugados quando comparado aos espectros das amidas de partida. O mesmo

comportamento é observado para o préton —NH da porcéo amida.
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Figura 18 - Comparag&o dos espectros de RMN de *H dos compostos 1f e 2f (DMSO-
dg, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

No espectro de RMN de *3C do conjugado 1f, representado na Figura 19, as
evidéncias de formagao do produto almejado sdo os 5 sinais que ocorrem entre & 122,5
e 157,2 ppm, relativos aos carbonos introduzidos pela segunda porcdo aromatica,

incluindo o sinal em & 157,2 ppm caracteristico do carbono iminico 7°.

No espectro de massas de alta resolucdo (LC-MS) do composto 1f (Figura 20)
observou-se um pico correspondente a [M+H]" (Ca7HsoNsOg) em m/z 632,3720
(calculado m/z 632,3700), confirmando assim a massa molar do conjugado. Além deste,
observou-se um sinal em m/z 499,3553, de mesma razdo m/z que o da amida biliar 1 de

partida (Figura 16).
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Figura 19 - Espectro de RMN de **C do composto 1f (DMSO-ds, 75 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Figura 20 - Espectro de massas (LC-MS) do composto 1f

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

30



Algumas consideracdes gerais podem ser feitas quanto a caracterizacédo
espectroscopica dos conjugados la-g/2a-g. Primeiramente, em relacdo aos estudos dos
espectros na regido do infravermelho, a principal evidéncia que sugere a formacéo dos
referidos conjugados é a ocorréncia de uma banda de intensidade varidvel proxima a
regido de 1600 cm™ referente ao estiramento da ligagdo C=N do grupo iminico. Além
desta, a inserc¢do do segundo anel aromatico na reagdo de condensacdo pode ser indicada
ainda pela presenca de bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes no aldeido

utilizado em cada processo.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H apresentam, sem excecées,
duas regibes bastante distintas, encontrando-se a primeira delas mais proxima ao TMS
(6 0,5-4,5 ppm) e a segunda, na regido tipica de sinais pertencentes principalmente a
ndcleos aromaticos e ao sinal do préton iminico (6 6,0-9,0 ppm) (Figura 21). A
diferenca no perfil dos espectros de RMN de 'H da-se sobretudo na regido entre & 3,0 e
5,0 ppm quando comparamos 0s pares la/2a, 1b/2b, ..., 1g/2g, como consequéncia dos
conjugados serem derivados dos &cido colico ou desoxicolico. As atribuicdes dos sinais
aos seus respectivos protons 3, 7 e 12-OH do esqueleto esteroidal foram feitas com
auxilio do espectro cosy do conjugado 1f (Figura 22) uma vez que os sinais referentes

aos protons 3, 7 e 12 ja sdo precisamente descritos na literatura.

Em relagdo aos espectros de ressonancia magnética nuclear de *C dos
conjugados desta classe, também duas regides distintas predominam. A primeira se da
entre 0 12,0 e 72,0 ppm, onde estdo presentes os sinais da porcao esteroidal do
conjugado, e a segunda, que ocorre entre 6 100,0 e 175,0 ppm, contém os sinais
referentes aos carbonos da porcéo aroméatica da molécula, bem como o sinal referente ao
C-24 do esteroide (Figura 21). Similarmente ao que ocorre nos espectros de RMN de
'H, a diferenca no perfil dos espectros de RMN de **C dos pares de conjugados também
é observada, e aqui se da na regido entre 6 40,0 e 75,0 ppm, onde se encontram os
carbonos C-3, C-7 e C-12 do nucleo esteroidal. Na Figura 21 temos representadas as
regides dos espectros de RMN de 'H e de *C de um par de conjugados que

exemplificam as observagdes citadas.
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Figura 21 - Secdes expandidas dos espectros de RMN de *H (3-5,0 ppm) e de *C (30-
80,0 ppm) dos conjugados la e 2a (DMSO-dg, 300 MHz, 75 MHz).
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA.

Figura 22 — Sec¢éo expandida do espectro COSY (2,5-5,0 ppm) do conjugado 1f
(DMSO-dg, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Na Tabela 2 a seguir estdo descritos os principais dados espectrais de
ressonancia magnética nuclear de *H e de **C dos conjugados 1a-g e 2a-g.
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Tabela 2 - Principais dados espectrais de RMN de *H e de **C dos conjugados 1a-g e 2a-g*

(continua)
LIV S H/C H/C
P s s & o H/C H/C H/C H/C H/C H/C
How " ’ ’ 7 o' 10° 11' 12' 13'
Cddigo
6,89(d)/ 7,44(d)/ 7,19(m)/ ] 7.74m)  7,74m)  7,74(m)l  7,74(m)/
la R=OH, 9'=CO,H, 10'=11'=12'=13'=H @ @ (m) m) (m) (m) m
114,0 120,5 169,1 132,0 134,2 131,9 1241 124,7
7,33(d)/ 7,67(d)/ 8,74(s)/ 8,05(m)/ 8,05 (m)/ -/ 8,05 (m)/ 8,05 (m)/
1b R=OH, 11'=CO,H, 9'=10'=12'=13'=H @ @ ) (m) m) m) m)
120,1 1222 158,4 128,9 130,2 133,2 130,2 128,9
7,38(d)/ 7,69(d)/ 8,92(s)/ -/ 6,93(d)/  7,52(dd)/ -/ 7,83(d)/
1c R=OH, 9'=OH, 12'=Br, 10'=11'= 13'=H
1213 121,9 159,3 160,1 119,0 135,1 109,8 1338
7,59(d)/ 7,72(d)/ 8,40(s)/ 7,16(d)/ 6,77(d)/ v 6,77(d)/ 7,16(d)/
1d R=OH, 11'=N(CHs),, 9'=10'=12'=13'=H @ @ ©) @ @ @ @
120,2 1216 158,9 130,5 111,9 152,7 111,9 130,5
7,30(d)/ 7,64(d)/ 8,77(s)/ -/ 6,28(s)/ -/ 6,38(d)/ 7,39(d)/
le R=OH, 9'=OH, 11'=OH, 10'=12'= 13'=H
119,8 121,3 161,1 162,9 102,4 162,2 107,7 134,2
7,36(d)/ 7,68(d)/ 8,82(s)/ 8,15(d)/ 8,34(d)/ -/ 8,34(d)/ 8,15(d)/
1f R=OH, 11'=NO,, 9'=10'=12'=13'=H @ @ ©) @ © @ @
120,0 1213 157,2 129.8 124.4 149,0 124.4 129,8
7,29(d)/ 7,67(d)/ 8,87(s)/ -/ 8,17(d)/ 780(m)/  7,80(m)/  8,09(d)/
19 R=OH, 9'= NO,, 10'=11'=12'=13'=H @ @ ©) @ m) m @
119,7 121,9 154,8 1316 1336 130,2 1245 129,4
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Tabela 2 - Principais dados espectrais de RMN de *H e de **C dos conjugados 1a-g e 2a-g*

(concluséo)

= A
OH g 24 I\I[@\'\ . 9 |t1‘1 H/C
It

H/C
O RIRERAY o o HIC HIC HIC HIC HIC HIC
o' “ vR ’ ’ 7' o 10" 11' 12" 13'
Cddigo
6,90(d)/ 7.45(d)/ 7.19(m)/ ] 7.74m) 7.74m)  7.74m)  7.74(m)/
2a R=H, 9'=CO,H, 10'=11'=12'=13'=H @ @ (m) (m) (m) (m) (m)
114,2 120,9 169,6 132,3 134,7 130,9 124.6 125,1
7,33(d)/ 7,67(d)/ 8,75(s)/ 8,05(m)/  8,05(m)/ -/ 8,05(m)/  8,05(m)/
2b R=H, 11'=CO,H, 9'=10'=12'=13'=H @ @) ©) (m) (m) (m) (m)
119,6 1218 157,9 128,4 129,7 132,7 129,7 128,4
7,38(d)/ 7,69(d)/ 8,92(s)/ -/ 6,93(d)/  7,51(dd)/ -/ 7,83(d)/
2c R=H, 9'=OH, 12'=Br, 10'=11'= 13'=H @ @) ©) (@) (ad) (@)
121,7 122,3 159,8 160,5 119,4 135,6 110,3 134,3
7,60(d)/ 7,72(d)/ 8,14(s)/ 7,16(d)/ 6,78(d)/ v 6,78(d)/ 7,16(d)/
2d R=H, 11'=N(CHa),, 9'=10'=12'=13'=H @) @ ©) (@) @ @ @
119,7 121,1 158,5 130,1 111,5 152,2 111,5 130,1
7,31(d)/ 7,65(d)/ 8,78(s)/ -/ 6,29(d)/ -/ 6,39(dd)/  7,40(d)/
2e R=H, 9'=OH, 11'=OH, 10'=12'= 13'=H @ @) ©) @) (ad) (@)
119,8 121,3 161,1 163,0 102,4 162,2 107,8 134,2
7,36(d)/ 7,68(d)/ 8,83(s)/ 8,16(d)/ 8,35(d)/ v 8,35(d)/ 8,16(d)/
of R=H, 11'=NO,, 9'=10'=12'=13'=H @ @ ©) (@) @ @ @
119,5 1220 156,7 129,3 124.0 148,6 124.0 129,3
7,30(d)/ 7,68(d)/ 8,88(s)/ ¥ 8,19(dd)  7.81(m)  7,81(m)/  8,210(dd)/
29 R=H, 9'= NO,, 10'=11'=12'=13'=H @ @) ©) (ad) (m) (m) (dd)
119,8 121,9 154.8 131,7 133,7 129.4 1245 129.4

* 0s experimentos de RMN de *H (300 ou 500 MHz) e de **C (75 ou 125 MHz) foram realizados em DMSO-ds. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA
AUTORA
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As faixas de fusdo dos conjugados desta classe foram também determinadas e
estdo descritas na Tabela 3. Os valores elevados desta propriedade fisica pode ser
justificado em parte pela estrutura altamente rigida da porcao esteroidal. Além disso, é
importante considerar a polaridade da face a e a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio

intermoleculares.

E possivel observar ainda uma tendéncia dos valores das F.F dos conjugados
derivados do &cido colico (1a-g) serem ligeiramente maiores que os valores daqueles
dos respectivos derivados do acido desoxicdlico (2a-g). Uma vez que a ocorréncia de
interacdes intermoleculares promovem um aumento dos valores da temperatura de fuséo
dos compostos organicos, e, 0 acido cdlico possui um grupo hidroxila (7-OH) adicional
quando comparado ao acido desoxicolico, as ligacdes de hidrogénio ocorrem com maior

frequéncia nestes derivados e elevam, assim, o ponto de fusdo dos mesmaos.

Tabela 3 - Faixas de fusdo dos conjugados la-g e 2a-g

Conjugado F.F (°C) Conjugado F.F (°C)
la 175,5-177,0 2a 163,5-165,0
1b 338,0-339,5 2b 320,1-321,0
1c 301,5-303,0 2C 262,7-264,2
1d 268,4-269,3 2d 253,3-255,0
le 204,2-205,5 2e 185,5-187,7
1f 223,5-224,3 2f 141,9-142,5
1g 285,9-287,0 29 257,7-259,8

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

5.1.2 Preparacéo e caracterizacdo de conjugados via esterificacdo de Steglich em

C-3 do éacido célico

Prop6s-se inicialmente obter conjugados esteroides/bases de Schiff na posicao
C-3 do esqueleto esteroidal a partir da esterificacdo direta de iminas contendo grupo
carboxi livre com o grupo hidroxila em C-3 do esteroide. Desta forma, as iminas 3, 4 e
5 (cuja preparacdo sera descrita na secdo 5.4), foram submetidas a tentativas de
esterificacdo utilizando-se trietilamina (TEA) em CHCI;, segundo metodologia ja
descrita (STANCIU; NICHIFOR; SIMIONESCU, 2009). (Esquema 6).
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Esquema 6 - Metodologia para conjugacéo via esterificagdo em C-3

Acido . OH IV 0
desoxicélico N
X AN W
| o}
A N
R R=4-OH 3 | A

R=2-OH4 AP
R=H 5 R

Condicdes reacionais: 1,1 eq. TEA, CHCls, refluxo, 24 h.
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

No entanto, em nenhum dos experimentos realizados foi possivel isolar o
produto desejado na forma pura. O acompanhamento da reacdo por CCD indicou que,
somente apds adicdo de excesso de TEA a reacdo evoluia no sentido de formacdo do
produto desejado. Apenas quando se utilizou a base de Schiff 5 foi possivel isolar por
CCS o produto almejado mas que mostrou-se impuro apds analise do seu espectro de
RMN de 'H. A dificuldade de purificacéo foi o principal fator que nos levou a propor

uma metodologia alternativa.

Entdo, propds-se primeiramente acoplar o aldeido ao esqueleto esteroidal e, em
seguida, conjugar as aminas aromaticas, de acordo com a rota sintética representada no

Esquema 7.

Inicialmente, preparou-se o ester metilico do &cido cdlico adaptando-se a
metodologia ja descrita (RASRAS et al., 2010). O éster 6 foi obtido em rendimento
quantitativo como um solido branco e suas caracteriza¢fes estdo de acordo com as
descritas na literatura (PORE et al., 2006). A seguir, este derivado foi submetido a uma
esterificacdo de Steglich com o 4-carboxibenzaldeido. A reacdo foi realizada em THF,
sob refluxo, por 20 h. Apds ser submetido a purificacdo por CCS o aldeido 7 derivado
do &cido colico foi obtido como um sélido branco em 38% de rendimento. O baixo
rendimento pode ser atribuido aos fatos de que além da reacdo néo ter se completado, a
temperatura utilizada (refluxo) € um fator que contribui para a conversdo do derivado
O-acilureia ao N-acilureia, conforme referéncia consultada (KAISER et al., 2008).
Assim como na preparagdo das amidas biliares 1 e 2, observou-se, por CCD, a presenca
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de um subproduto de caracteristicas alifaticas, sugerindo a ocorréncia do rearranjo

apresentado no Esquema 5.

Esquema 7 - Rota sintética alternativa para conjugacao via esterificacdo em C-3

4-carboxibenzaldeido

DCC, DMAP, THF (0]
refluxo, 24 h

4cido célico \ 7 (38%)

NH,
OH

etanol, refluxo

©:OH 8 (86%)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

Por fim, o aldeido 7 foi entdo submetido a reacdo de condensacdo com
quantidade equimolar de 2-hidroxianilina em meio etandlico que se completou apds
poucos minutos, evidenciada pela formacgdo de um precipitado amarelo. Apos filtrado e

seco, 0 conjugado 8 foi obtido em 86% de rendimento.

No espectro infravermelho do aldeido 7 (Figura 23), a banda de absorcéo
caracteristica da ligacdo C=0 de aldeido (v 1605 cm™) encontra-se sobreposta por uma
banda intensa em v 1694 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo C=0O dos grupos

ésteres presentes na estrutura.

37



Figura 23 - Espectro infravermelho do composto 7
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

No espectro de RMN de *H (Figura 24) do aldeido biliar 7 trés sinais evidenciam
sua formagdo: um simpleto em & 10,10 ppm, referente ao proton do grupo -CHO e dois
dupletos, um em & 7,94 ppm ( J=7,8 Hz) e o0 outro em & 8,19 ppm (J=7,8 Hz), atribuidos
aos prétons do anel aromaético introduzido na reacdo de esterificacdo em C-3. Além
destes, estdo presentes um simpleto em 6 3,67 ppm atribuido aos prétons metilicos
introduzidos na esterificacdo da posicdo C-24 na primeira etapa sintética, o sinal
referente ao préton H-3p em 6 4,82 ppm como um multipleto, ou seja, em regido e
formato tipicos deste sinal em compostos esteroidais modificados em C-3, e diversos
sinais na regido entre 6 0,72 e 4,03 ppm, correspondentes aos demais protons da por¢ao

esteroidal.
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Figura 24 - Espectro de RMN de *H do composto 7 (CDCls, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Ja no espectro de RMN de *3C (Figura 25) deste aldeido biliar, além dos sinais
correspondentes aos carbonos da porgdo esteroidal (6 12,7-76,0 ppm), estdo presentes
sinais na regido entre 0 129,6 ¢ 191,9 ppm que sugerem a formagdo do composto
desejado, a saber: 4 sinais referentes aos carbonos da por¢do aromatica introduzida na

posicdo C-3, um sinal em 165,3 ppm atribuido a carbonila do éster (COO) e um sinal

em o 191,9 ppm atribuido ao carbono do grupo aldeido (CHO).
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Figura 25 - Espectro de RMN de **C do composto 7 (CDCls, 75 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Tratando da caracterizacdo do conjugado 8, no que se refere a analise de seu
espectro infravermelho, é importante citar a presenga de uma banda em v 1627 cm™
devido ao estiramento da ligacdo C=N do grupo iminico, sugerindo a ocorréncia da
reacdo de condensacgéo do aldeido biliar com a 2-hidroxianilina. Além desta, observou-
se uma banda em v 1722 cm™, devida a absorcdo caracteristica das ligacdes C=0 de
ésteres e bandas de absorcdo na faixa de v 1627 a 1448 cm™ referentes ao estiramento

dos grupos C=C da porg¢do aromatica.
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Figura 26 - Espectro infravermelho do composto 8
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Na regido do espectro de RMN de 'H caracteristica de sinais aromaticos
observou-se sinais com multiplicidades definidas entre 6 6,82 e 7,26 ppm relativos aos
protons da segunda porgdo aromatica: um tripleto atribuido ao H-10’em & 6,85 ppm
(J10°.9=d10°11= 7,8 Hz), um dubleto em 6 6,92 ppm referente ao H-12" (J12-11-= 7,8 Hz),
um outro tripleto em & 7,11 ppm atribuido ao H-11" (J;1-,10:= J11°,12= 7,8 Hz) e, por fim,
um dubleto em & 7,24 ppm referente ao proton H-9* (Jo ;9= 7,8 Hz). Além destes, €
importante destacar o singleto em ¢ 8,80 ppm caracteristico do préton iminico e os dois
dubletos, um em 6 8,06 ppm (H-3’¢ H-5") e outro em 6 8,16 ppm (H-2’e H-6").
Novamente observa-se que os protons 3’e 5° do primeiro anel aromatico sofreram um
processo de desblindagem eletrénica como consequéncia da introdugdo do segundo anel

aromatico (Figura 27).
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Figura 27 - Espectro de RMN de *H do composto 8 (DMSO-dg, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

O espectro de RMN de *C do conjugado 8 difere-se do espectro de seu
precursor 7 pela presencga de 5 sinais adicionais entre 6 116,7 e 151,8 ppm, referentes
aos carbonos da segunda por¢do aromatica, pela ocorréncia de um sinal em 6 158,6 ppm
devido ao carbono da ligacdo iminica C=N formada, aléem da auséncia do sinal do
carbono CHO. Todos esses sao indicios de ocorréncia da conjugacdo almejada.
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Figura 28 - Espectro de RMN de **C do composto 8 (DMSO-ds, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

5.1.3 Preparacéo e caracterizacdo de conjugados via esterificacdo de Steglich em

C-3 do colesterol

Para a obtencdo dos conjugados desta classe, preparou-se primeiramente o
aldeido 9 derivado do colesterol a partir de uma reacdo de esterificacdo de Steglich entre
a hidroxila da posicdo C-3 da molécula de colesterol e a carboxila da molécula de 4-
carboxibenzaldeido. Como descrita anteriormente, a metodologia utilizada neste
processo faz uso de DCC como agente ativador do &cido carboxilico e catalise com
DMAP. O processo foi realizado a t.a. em CH,Cl,, sendo o tempo reacional de 20 h
(APREUTESEI et al., 2005). O produto puro foi obtido como um sélido branco em
92% de rendimento apds uma filtragem em coluna de silica utilizando-se CH,Cl, como
solvente. A seguir, este aldeido biliar foi entdo submetido a reacéo de condensacdo com
quantidades equimolares de uma amina aromatica (2-hidroxianilina ou anilina) ou fenil-

hidrazina em etanol, sob refluxo, por cerca de 6 h, para a formagdo das iminas
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correspondentes. Em todos os experimentos realizados foi observada a formacdo de
precipitado e entdo os solidos 10-12 foram filtrados e obtidos na sua forma pura em
rendimentos entre 76 e 98% (Esquema 8).

Esquema 8 - Preparagéo de conjugados via esterificagdo em C-3 do colesterol

DCC, DMAP, CH,Cl,

B o
20 h, ta.
(0]
lesterol
colesterol Ox 9 (92%)
NH-NH, NH,
©/ etanol, refluxo etanol, refluxo @[
R

v
H 12 (70%) @[ R=OH 10 (98%)

R R=H 11 (76%)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

As caracterizacbes do aldeido biliar 9 estdo de acordo com as descritas na
literatura (PANDEY; SINGH, 2012). Para a discussdo das caracterizacOes

espectroscopicas desta classe de compostos, selecionou-se o conjugado 11.

No espectro infravermelho do composto 11 (Figura 29), a principal indicagéo de
ocorréncia de sua formagdo ¢ uma banda em v 1626 cm™, devido a presenca do grupo
iminico na estrutura (C=N). Além desta estdo presentes: uma banda intensa em v 1712
cm* (estiramento da ligagdo C=0O do grupo éster), uma outra banda intensa em v 1277
(estiramento da ligacdo C-O), além de bandas proximas a v 1466 cm™ referentes ao

estiramento dos grupos C=C da porc¢do aromatica.
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Figura 29 - Espectro infravermelho do composto 11
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

O espectro de RMN de 'H do composto 11, bem como os dos demais

conjugados desta série, apresenta regides bastante distintas: uma que se estende de o

0,72 a 2,52 ppm, onde estdo presentes os sinais dos prétons metilicos, metilénicos e

metinicos do esqueleto esteroidal, uma estreita regido central (6 4,50 a 6,00 ppm) em

que aparecem os sinais tipicos dos prétons H-3 e H-6 e, finalmente, uma regido entre &

6,50 e 9,00 ppm em que se apresentam sinais pertencentes principalmente a nucleos

aromaticos. Na Figura 30, a ocorréncia de um simpleto em & 8,54 ppm (tipico de préton

iminico), somada a presenca de dois multipletos, entre & 7,26 € 7,54 ppm (referentes aos

5 protons do segundo anel aromatico), sdo indicios relevantes da formacado do composto

almejado.
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Figura 30 - Espectro de RMN de *H do composto 11 (CDCls, 500 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

No espectro de RMN de *3C do referido conjugado, Figura 31, observou-se a
presenca de sinais adicionais na regido aromatica do espectro (atribuidos aos carbonos
C-8 a C-13’) e de um sinal em 8 159,3 ppm, tipico de carbono iminico, que indicam a
ocorréncia da reacdo de condensacdo. Além destes, os diversos sinais decorrentes dos

carbonos do esqueleto esteroidal foram observados entre & 12,08 e 75,18 ppm.
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Figura 31 - Espectro de RMN de *C do composto 11 (CDCls, 75 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

5.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE AMIDAS E ALDEIDOS BILIARES

O fato de derivados biliares tais como amidas ja serem apontados na literatura
como moléculas bioativas, somado a resultados promissores revelados por testes
bioldgicos para as amidas biliares 1 e 2 (discutidos na se¢do 6 ), nos levaram a propor

também a sintese de outros derivados biliares.

Desta forma, foram preparados 4 derivados, sendo 2 amidas e 2 aldeidos biliares,
ambas as funcionalizag6es realizadas na posicdo C-24 do esqueleto dos &cidos colico e

desoxicolico.

Como mostrado no Esquema 9, (i), as amidas biliares 13 e 14, derivadas do 1,3-
diaminobenzeno, foram preparadas de maneira analoga a preparacdo das amidas 1 e 2.
No entanto, utilizou-se DMAP com o intuito de se investigar a influéncia desta catalise
no rendimento dos processos. A amida 13 foi obtida em 82% de rendimento apds
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purificacdo em coluna cromatografica utilizando-se como eluente uma mistura dos
solventes CH,CIl, e MeOH, rendimento este bastante superior aos obtidos para as
amidas derivadas do 1,4-diaminobenzeno. Por outro lado, a amida 14 foi obtida em

apenas 24% de rendimento.

Os aldeidos biliares 15 e 16 foram preparados utilizando-se novamente a
metodologia de esterificacdo de Steglich, como representado no Esquema 9, (ii). Nos
dois procedimentos, as reacdes ocorreram entre a funcdo &cida em C-24 dos &cidos
cllico e desoxicdlico e a hidroxila do 4-hidroxibenzaldeido. As reacGes foram
realizadas em diclorometano e refluxo e o tempo reacional foi de 24 h. Os produtos
brutos foram purificados em CCS utilizando CH,Cl,/MeOH como gradiente e entdo
obtidos como sélidos em rendimentos de apenas 30% cada. Novamente, uma possivel
explicagdo para o baixo rendimento obtido pode ser atribuida ao relato da literatura de
que o aumento da temperatura promove a conversdao do derivado O-acilureia ao N-
acilureia (Esquema 5) (KAISER et al., 2008).

Esquema 9 - Preparacdo das amidas e aldeidos biliares 13-16

NH,

0}

R= OH &cido colico R= OH 13 (82%)
R= H acido desoxicolico R=H 14 (24%)

(ii)

DCC, CH,Cl,, DMAP
50°C, 2% h

HO H R R= OH 15 (30%)

R=H 16 (30%)

R= OH é&cido célico
R=H &cido desoxicélico

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

Devido a semelhanca estrutural dessas amidas e aldeidos com os compostos ja

apresentados nos itens anteriores, a discussdo espectroscopica sera breve.

No espectro de RMN de *H da amida biliar 13 as evidéncias da obtenc&o do
composto desejado séo a presenca de sinais com multiplicidades definidas entre 8 6,00 ¢

7,00 ppm, relativos aos protons aromaticos H-2’, H-4’, H-5" e H-6’, de um simpleto em
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8 9,55 ppm, referente ao préton —NH da fun¢do amida e de um simpleto largo em 6 5,02

ppm, regido tipica de sinal de prétons —NH de aminas aromaticas.

Figura 32 - Espectro de RMN de *H do composto 13 (DMSO-ds, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

No espectro de RMN de **C (Figura 33) do aldeido biliar 15, além dos sinais na
regido entre o 12,3 e 45,9 ppm referentes aos carbonos da por¢ao esteroidal, observou-
se a presenca de dois sinais intensos em 6 122,6 e 131,0 ppm atribuidos aos carbonos 2’
e 6’ e 3’ ¢ 5 da porcdo aromética introduzida na molécula e de outros dois sinais pouco
intensos em 0 137,8 e 155,1 ppm referentes aos dois carbonos aromaticos nao
hidrogenados (1’ e 4’). Além destes, observou-se um sinal em 6 171,8 ppm atribuido a
C-24 e um sinal em 6 191,9 ppm caracteristico de carbono do grupo CHO, sugerindo
assim a obtencgéo do aldeido esteroidal almejado.
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Figura 33 - Espectro de RMN de **C do composto 15 (DMSO-dg, 75 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

5.3 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE BASES DE SCHIFF LIPOFILICAS
(DE CADEIA ALQUILA LONGA)

A obtencdo das bases de Schiff desta classe foi possivel a partir de uma rota
sintética linear de duas etapas utilizando-se como material de partida o 4-
carboxibenzaldeido. Primeiramente, realizou-se uma esterificacdo de Steglich entre a
funcdo acida da molécula de 4-carboxibenzaldeido e os alcoois alifaticos 1-octanol, 1-
nonanol ou 1-dodecanol em CH,Cl,, a t.a. por 12 h (UMADEVI; SADASHIVA, 2005).
Apos a purificagdo por CCS utilizando-se como eluente uma mistura de hexano e
acetato de etila, os aldeidos de cadeia longa foram obtidos como sélidos brancos em

rendimentos de 54 a 78% (Esquema 10).
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Esquema 10 - Preparacédo das bases de Schiff lipofilicas (de cadeia alquila longa) 20-24

R = CHz(CH,); NH,
T e

—_—
etanol, refluxo
6h
N N N I N NN
(0] [¢]
17 (54%) 20 (38%)

Ox Ox ; OH
OH N
N
_NH2

o o

R-OH,DCC | R=CH3(CHy)g

DMAP, CH,Cl, etanol, refluxo
ta.,12h
e N e
o OH 0] (e}
18 (78% NN
4-carboxibenzaldeido (78%) o o
21 (35%)
> Q, &
R
R 1
R = CH4(CHy) 1
3(CH2) 1 NH, Ny
—_—

22 R1=0H (21%)
etanol, refluxo 23 R1=H (85%)
N N P
o~ O

19 (54%)

CL e
SH 24 (94%)

NH,

etanol, refluxo

VPN
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

Uma vez obtidos e caracterizados, os aldeidos de 8, 9 e 12 4tomos de carbono
17-19 foram submetidos as condicBes reacionais de formacdo da ligacdo iminica
utilizando quantidades equimolares de um dos aldeidos e de uma amina aromatica
(anilina, 2-hidroxianilina ou 2-mercapto anilina) em etanol, sob refluxo, durante 6 h.
Apobs resfriamento do meio reacional, observou-se a formagéo de precipitados amarelos
em todos os procedimentos realizados. Os produtos 20-24 foram entdo isolados por

filtracdo simples e recristalizados em etanol. Os rendimentos variaram de 21-94%.

Para a discussdo das caracterizagGes espectroscopicas, selecionou-se o aldeido
17 e a base de Schiff lipofilica 20.

A Figura 34 consiste na comparacdo dos espectros infravermelhos dos
compostos 17 e 20. Observa-se que no espectro do aldeido de cadeia longa, duas bandas

sdo relevantes em sua identificagdo: uma em v 1717 cm?, resultante do estiramento da

51



ligagdo C=0O do grupo éster, e a outra, sobreposta pela primeira, em v 1691 cm™,

caracteristica da ligagdo C=0 de aldeido. Ja no espectro do derivado lipidico, a principal
evidéncia da reacdo de conjugacdo com a 2-hidroxianilina é a ocorréncia de uma banda
em v 1623 cm™, devido & presenca do grupo iminico na estrutura (C=N). Além desta, h&
uma banda em v 3421 cm™ resultante da deformacdo axial da ligacdo O-H do grupo

hidroxila do anel aromatico.
Figura 34 - Comparacdo dos espectros infravermelho dos compostos 17 e 20
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

No espectro de RMN de *H (Figura 35) do derivado lipidico 20, observou-se os
sinais referentes aos protons metilicos e metilénicos (H2-H8) da cadeia alifatica (entre &
0,89 e 1,83 ppm), um tripleto em & 4,36 ppm (J =6,8 Hz) atribuido aos protons
metilénicos vizinhos ao grupo carboxi, além dos sinais na regido de 6 6,91 a 8,17 ppm,
caracteristica de protons aromaticos. Os sinais entre 6 6,91 e 7,36 ppm, referentes a
segunda por¢do aromatica, bem como o simpleto em o 8,75 ppm caracteristico de proton

iminico, sdo as principais evidéncias da formacao do composto lipidico almejado.
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Figura 35 - Espectro de RMN de *H do composto 20 (CDCls, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

O espectro de RMN de **C do composto 20 também é condizente com o
esperado para sua estrutura quimica (Figura 36). Ha duas regiGes distintas no referido
espectro, sendo a primeira delas entre 6 14,0 e 65,5 ppm a qual contém os sinais
referentes aos carbonos da por¢ao alifatica da molécula e a outra, situada entre  115,3 e
166,0 ppm que contém os sinais da porcdo aromatica, incluindo o sinal tipico de
carbono iminico em 6 155,6 ppm e um sinal em 6 166,0 ppm atribuido ao carbono da
carbonila de éster. Os sinais da porcdo aromatica foram atribuidos com auxilio da
analise do espectro DEPT 135° (Figura 37). Uma vez que os sinais de carbonos ndo
hidrogenados ndo sdo detectados neste tipo de espectro, esta técnica foi util na

atribuicdo dos sinais dos carbonos 1°,4°, 8’ ¢ 13°.
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Figura 36 - Espectro de RMN **C do composto 20 (CDCls, 75 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA
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Figura 37 - Espectro DEPT 135° do composto 20 (CDCls3, 75 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Como ilustrado no Esquema 10 quando o aldeido de cadeia longa 19 foi
submetido a reacdo de condensacdo com a 2-mercapto anilina (2-aminotiofenol),
observou-se a formacdo de um composto ciclico, 24, pertencente a classe dos

benzotiazois.

E sabido que reacBes entre benzaldeidos e 2-aminotiofenois produzem 2-
fenilbenzotiazois quando realizadas em meio etandlico (DELIGEORGIEV, 1990). De
acordo com a literatura (LANKELMA; SHARNOFF, 1931;
LANKELMA; SHARNOFF, 1932) e, como ilustrado no Esquema 11, a base de Schiff
formada na primeira etapa do processo (i) cicliza-se espontaneamente ao seu respectivo

di-hidrobenzotiazol, o qual é rapidamente oxidado a benzotiazol.

55



Esquema 11 - Reacdo de formacdo do benzotiazol 24

©1NH2 . 04\© L
SH R

R
el
"
SH

base de Schiff

K
— OO 2 O

diidrobenzotiazol

Fonte: ADAPTADO DE (LANKELMA; SHARNOFF, 1931)

R = COO(CH,),1CH3 24
benzotiazol

A formacdo do benzotiazol 24 foi observada ao se analisar o seu espectro de

RMN de *H. Primeiramente, o sinal caracteristico do préton iminico para os derivados

desta série (um simpleto entre 6 8,50 e 8,70 ppm) ndo foi observado. Além disso a

integracdo dos sinais da regido aromaética totaliza 8 protons, valor condizente com a

estrutura ciclica. Os demais sinais também estdo de acordo com a estrutura do

benzotiazol.
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Figura 38 - Espectro de RMN de *H do composto 24 (CDCls, 300 MHz)
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No espectro de RMN de *C do benzotiazol, a principal evidéncia de sua
formacédo é a desblindagem do carbono 7°, uma consequéncia da ligacdo deste com o
atomo de enxofre na estrutura ciclica. Desta forma, o sinal correspondente ao carbono
7’ é observado em 6 166,7 ppm no derivado ciclico enquanto nos espectros dos demais

derivados lipidicos aparece proximo a 6 156,0 ppm.

Ainda como forma de caracterizacdo, as bases de Schiff de cadeia alquila longa
20, 21 e 22 foram submetidas a técnica de analise elementar e os resultados encontram-
se na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados da anélise elementar das bases de Schiff lipofilicas 20, 21 e 22

Base de % Carbono % Hidrogénio % Nitrogénio
Schiff calculado  encontrado  calculado  encontrado  calculado  encontrado
20 74,76 74,45 7,70 7,61 3,96 3,96
(CxH27NO,)
21 75,17 74,97 7,95 7,88 3,81 3,83
(C3H29NO3)
22 76,25 76,09 8,61 8,53 3,42 3,41
(CeH3sNO,)

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Uma vez que os valores de porcentagem em massa determinados
experimentalmente ndo diferem significativamente dos valores teoricos (erro relativo
méaximo de 1,16%), estes dados confirmam a identidade das amostras bem como a

pureza das mesmas.

5.4 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE BASES DE SCHIFF

As bases de Schiff ndo associadas preparadas neste trabalho foram divididas em
quatro grupos, de acordo com a amina ou o aldeido de partida. Desta forma, serdo
descritas as iminas derivadas do 4-carboxibenzaldeido, do 1,4-diaminobenzeno e da
anilina, as piridiniliminas e piridinil-hidrazonas e, por fim, as tioiminas ou tio-bases de
Schiff.

57



5.4.1 Preparacdo e caracterizacdo de bases de Schiff derivadas do 4-

carboxibenzaldeido

As Dbases de Schiff desta classe foram preparadas utilizando-se condicOes
reacionais comumente utilizadas na formacdo da ligagdo iminica (Esquema 12).
Quantidades equimolares das aminas aromaticas (4-hidroxianilina, 2-hidroxianilina ou
anilina) e de 4-carboxibenzaldeido foram adicionados em etanol a temperatura ambiente
e a mistura foi mantida sob agitacdo magnética até que se observou a formacdo de
precipitado no meio reacional (periodo maximo de 24 h). Este foi entéo filtrado e lavado
com etanol. ApoOs secos, os solidos foram obtidos em coloracdo amarela em

rendimentos moderados (45-63%).

Esquema 12 - Preparacdo das bases de Schiff 3-5, derivadas do 4-carboxibenzaldeido

9 10

0]
3 2
O etanol 3.2 7/8 1
4©LNH2 t g ta,24h 4©1*N OH
(0] OH o 13 12
5 6 5 6
4-carboxibenzaldeido
3 4=0H;2=3=5=6=H (62%)
4 2=0H;3=4=5=6=H (63%)
52=3=4=5=6=H (45%)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

Nos espectros de RMN de *H das iminas 3-5 (Figura 39) a ocorréncia de um
simpleto proximo a & 8,80 ppm € o principal indicativo da ocorréncia da reacdo de
condensacdo. Este sinal é caracteristico de préton iminico e, associado aos demais sinais
que aparecem entre & 6,80 e 8,50 ppm, referentes aos protons aromaticos da estrutura,

sugerem a formagéo dos compostos almejados.

As iminas desta classe foram também caracterizadas por faixa de fusdo (°C) e a
imina 3 também por RMN de *3C. Os dados experimentais determinados para as iminas
4 e 5 estdo de acordo com os descritos na literatura (CALIL et al., 2012;
SILVA; CARVALHO; RAPOSO, 2013).
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Figura 39 - Comparagéo dos espectros de RMN de *H das iminas 3-5 (DMSO-ds, 300
MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

5.4.2 Preparagdo e caracterizagdo de bases de Schiff derivadas do 1,4-

diaminobenzeno e da anilina

De acordo com a literatura (YU et al.,, 2007), iminas derivadas do 1,4-
diaminobenzeno podem ser obtidas a partir da reacdo desta diamina com um aldeido
aromatico utilizando-se DMF como solvente e acido p-toluenossulfénico (TsOH) como
catalisador sob atmosfera de N,. Baseando-se nesta metodologia, algumas tentativas
foram realizadas (entradas 1-3) e os resultados encontram-se descritos na Tabela 5 a
seguir. Por outro lado, o uso de metodologia classica de sintese de iminas (apesar de ndo
descrito na literatura para a sintese desta classe de bases de Schiff), mostrou-se mais

eficaz para a sintese do composto 27, como descrito na entrada 4 da Tabela 5.
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Esquema 13 - Preparacdo das bases de Schiff derivadas do 1,4-diaminobenzeno e da

anilina

DMF, TsOH =2
——— 4®1j\ 25 4=N(CHg;2=3=5=6=H;R =NH,
3 2 NOR 26 2=0H;5=Br;3=4=6=H;R=NH,
1 5 6 27 4=0H;2=3=5=6=H;R=NH,
R = NHj: 1,4-diaminobenzeno

3 2
- 1
R=H: anilina M» 4®j\N4©7R 27 4=0H;2=3=5=6=H;R =NH,
5 6

28 2=0H;5=Br;3=4=6=H;R=H

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

Tabela 5 - Tentativas de preparacao das iminas derivadas do 1,4-diaminobenzeno

] Aldeido de Condigdes
Tentativa ) o Resultados
partida reacionais
4-N’,N - Formag&o imediata de
1 dimetilamino- DMF, TsOH, t.a. precipitado. Dificuldade de
benzaldeido purificagdo.
Formacao de precipitado
5-bromo- DMF, TsOH, )
2 o insoltvel nos solventes
salicilaldeido 80°C, 48h ) _
deuterados disponiveis*.
Formacéo de precipitado apds
3 4-hidroxi- DMF, TsOH, adicédo de H,O. Verificou-se por
benzaldeido 110°C, 3h RMN de *H a formagéo do
produto e tragos de TsOH.
Formag&o imediata de
4-hidroxi- precipitado. Verificou-se por
4 EtOH, t.a.
benzaldeido

RMN de *H a formagdo do
produto almejado 27.

* dificuldade de caracterizacdo por RMN de liquidos. Fonte: ELABORADA PELA

PROPRIA AUTORA

Somente a entrada 4 forneceu o produto almejado, composto 27, que foi
purificado por recristalizacdo. Frente a dificuldade de purificagdo do produto gerado na

entrada 3 e ao insucesso das demais tentativas, outros derivados do 1,4-diaminobenzeno
ndo foram preparados.
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Ja a base de Schiff 28, derivada da anilina, foi obtida a partir da reacdo de
condensacdo de quantidades equimolares desta amina aromética e o 5-bromo-

salicilaldeido em etanol como um sélido de cor laranja em 70% de rendimento.

Ainda visando a obtencdo de iminas derivadas do 1,4-diaminobenzeno, prop6s-
se inicialmente a monoalquilacdo da diamina, seguida de formacéo de ligacdo iminica,

de acordo com o Esquema 14.

Esquema 14 - Preparacdo da base de Schiff alquilada 30 derivada do 1,4-

diaminobenzeno

K,CO3 Fe U U UaUaN
H2N NH2 + C10H21Br HoN NH
DMSO, t.a., 24 h
29
Q C
\
HO @)

EtOH,

\
: ( ) ) e e NN a.,4
0 POP ta., 4h

30 (65%)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

De acordo com o exposto no Esquema 14, primeiramente a diamina foi tratada
com K,COj3 e 1-bromo-decano em DMSO a t.a. por cerca de 24 h, baseando-se em uma
metodologia descrita (STARK et al., 2007). Apos verificar por CCD a formacéo de uma
mistura complexa de produtos, o solvente foi removido e o material resultante foi
submetido a extracdo liquido-liquido (CHCIs/H,O e CHCI3/H,0 saturada com NaCl),
seco, e 0 sOlido bruto (intermediario alquilado 29) foi solubilizado em etanol. Em
seguida, adicionou-se o aldeido para a formacdo da imina almejada. Apés um curto
intervalo de tempo da adicdo do 4-carboxibenzaldeido observou-se a formacéo de um
precipitado verde escuro. Este, apds 4 h em repouso no meio reacional, foi filtrado e

seco. O rendimento do processo foi de 65%.

No espectro infravermelho da base de Schiff 30 (Figura 40) algumas evidéncias
sugerem formagéo da imina alquilada: bandas em v 2916 e 2846 cm™, caracteristicas de
deformacéo axial da ligacdo C-H de grupos metilicos e metilénicos, como consequénica

da presenca da cadeia alquila longa; uma banda em v 1618 cm™, devido ao estiramento
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da ligacdo C=N do grupo iminico, além de uma banda em v 1583 cm™, consequéncia

do estiramento dos grupos C=C da por¢do aromatica.

Figura 40 - Espectro infravermelho do composto 30
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

No espectro de RMN de 'H desta base de Schiff alquilada 30 (Figura 41), os
sinais entre & 0,88 e 3,15 ppm sdo referentes aos protons da porcdo alifatica da
molécula, enquanto na regido do espectro entre 6 6,65 e 8,40 ppm encontram-Se 0S
sinais dos 8 protons da por¢do aromadtica. A ocorréncia de um simpleto em & 8,60 ppm,

caracteristico do proton iminico, é um importante indicio de obtencdo do composto

almejado.
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Figura 41 - Espectro de RMN de *H do composto 30 (CDCls, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

5.4.3 Preparagcdo e caracterizagdo de piridiniliminas e piridinil-hidrazonas

derivadas do 4- e do 2-piridinocarboxaldeido

Utilizando-se metodologia cléssica de formacdo de ligagdo iminica, o0s
compostos desta classe foram sintetizados em rendimentos satisfatorios e facilmente
isolados do meio reacional por filtracdo simples (Esquema 15). Quantidades
equimolares dos aldeidos 4- ou 2-piridinocarboxaldeido e de aminas aromaticas
(anilinas substituidas ou anilina), de fenil-hidrazina ou de isoniazida foram adicionadas
em etanol e a mistura foi mantida a t.a. (exceto quando se utilizou a fenil-hidrazina e
isoniazida, que, por questdo de solubilidade tiveram que ser adicionadas sob refluxo). A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética até que se observou a formacdo de um
precipitado (exceto para o composto 32c, que foi obtido como 6leo), o que ocorreu em
um intervalo de tempo que variou entre 10 min. e 48 h. Os rendimentos foram

satisfatorios, variando de 64 a 100%.
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Esquema 15 - Preparacdo das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas 31a-e e 32a-e

. m HO
il X \
— oy N@ 3la, 32a

b x%
\=y N«@—& 31b, 32b
7
X — =y N@ 31c, 32¢

C, 4-piridinocarboxaldeido (31) i d

N, Y= 7N\
C, Y=N, 2-piridinocarboxaldeido (32) L . x/_>ﬁ\ H
=y N—NO 31d, 32d

X X
I

—>qu

\— N— —
Y NH
3le, 32e
\ /N

o

i = EtOH, t.a.; ii = EtOH, refluxo; rendimentos: 64-100 %

HO
H,N HZNOBr HZN@ H2N—N@ />—<\://\N
o
a b c d e

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

Em funcdo da posicdo do heterodtomo nas estruturas do 2- e do 4-
piridinocarboxaldeido, algumas diferencas sdo observadas quando comparamos 0s
espectros de RMN de 'H e de *C de dois derivados. Para uma breve discusséo,
selecionou-se os espectros de RMN de *H do par 31a/32a (Figura 42).

A primeira observacao € a de que o0 espectro do derivado 31a € menos complexo
que o do 32a, uma consequéncia da equivaléncia dos pares de prétons 9, 12 e 10, 11 da
porcdo aromatica derivada do 4-carboxibenzaldeido. Desta forma, os sinais relativos a
esses quatro protons aparecem como 2 dupletos, um em 6 7,96 ppm (J=4,5 Hz) e 0
outro em 6 8,73 ppm (J=4,5 Hz). Ja no espectro do derivado 32a o0s protons da porcéo
aromatica derivada do 2-carboxibenzaldeido ndo sdo equivalentes e, portanto, cada
préton deste anel aromatico tem um sinal individual no espectro. Em comum, os dois
espectros apresentam os sinais referentes aos protons H3, H4, H5 e H6 (o 6,83-7,30

ppm) e um simpleto proximo a é 8,70 ppm, referente ao proton iminico 7.
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Figura 42 - Comparagdo das regides entre 6 6,00 e 10,00 ppm dos espectros de RMN de
'H das iminas 31a e 32a (DMSO-dg, 300 MHz)
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Todos os derivados desta série foram devidamente caracterizados por faixa de
fusdo (exceto o composto 32c que foi obtido como 6leo), RMN de ‘H e de °C,
espectroscopia no 1.V. e os dados experimentais obtidos foram comparados com o0s
disponiveis na literatura para cada um deles. A Tabela 6 resume os principais dados de

caracterizacdo dessas piridiniliminas e piridinil-hidrazonas.
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Tabela 6 - Principais dados de caracterizacdo™ das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas

Composto 8 HC=N 6 C=N v C=N F.F (°C) Rendimento

(imina) exp. lit. (%)
3la 8,78 157,4 1625 177 168° 84
31b 8,69 160,5 1623 111 ** 64
31c 8,68 159,6 1620 69 69° 100
31d 7,81 133,8 1600 181 179° 97
3le 8,45 147,2 1652 237 232° 100
32a 8,72 159,3 1627 108 107¢ 88
32b 8,58 162,0 1621 65 ** 70
32c 8,73 160,7 1625 6leo 6leo’ 65
32d 7,23-7,26 136,8 1604 187 189° 100
32e 8,49 149,3 1660 165 163" 100

* 0s experimentos de RMN foram realizados a 300 MHz para 'H e 75 MHz para °C em
DMSO-dg/** ndo encontrado na literatura/ a: (WALKER; KLETT, 1966); b:
(WONG; WONG, 1999); c: (FROLOVA et al., 2006); d: (GRAMMATICAKIS, 1956);
e: (PURSCHE et al., 2003); f: (TROISI et al., 2006); g: (SEBLI et al., 2010); h:
(YUMNAM; RAJKUMARI, 2008). Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

5.4.4 Preparacao e caracterizacao de tioiminas

As tioiminas 33-35 foram sintetizadas utilizando-se quantidades equimolares de
2-mercapto anilina e dos aldeidos 4-hidroxibenzaldeido, 4-nitrobenzaldeido ou 4-N",N -
dimetilaminobenzaldeido, respectivamente em etanol (Esquema 16). A mistura foi
mantida & t.a. e agitacdo constante até que se observou a formacgéo de precipitado. O
tempo reacional variou de 5 a 24 h. Os sélidos foram entdo filtrados, lavados com etanol

e secos a temperatura ambiente.
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Esquema 16 - Preparacédo das tioiminas 33-35

/—< >*OH
o/ S
)—QOH 33 (35%)
N
SH

etanol K Y NO, 34 (85%)
NH, N
ta.
/
N SH y
4 \ y N 35 (98%)
O N \

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

2-mercaptoanilina

O composto 33 foi obtido na forma ciclica e caracteriza-se como um
benzotiazol. Tanto a anélise dos seus espectros de RMN de 'H e de *C quanto a
comparagdo do ponto de fusdo experimental com o descrito na literatura para esta
molécula confirmam a formacdo do composto ciclico (LONDHE et al., 2010). A mesma

discussdo feita anteriormente para a formacao do benzotiazol 24 é valida neste caso.

Uma vez que estas moléculas sdo descritas na literatura, as caracterizagdes
realizadas foram resumidas na Tabela 7 abaixo.

Tabela 7 - Principais dados de caracterizacdo* das tioiminas 33-35

Caracteristica Rend. F.F (°C)

Composto . v C=N 6 HC=N 6 C=N
fisica (%) exp.
227,0-

33 solido incolor 35 1606 - 167,4
228,5
120,8-

34 sélido amarelo 85 1606 6,44 1495
121,9
. 162,9-

35 s6lido amarelo 98 1610 6,34 169,0
165,0

* 0s experimentos de RMN foram realizados a 300 MHz para *H e 75 MHz para “°C em
CDCI; para os compostos 34 e 35 e em DMSO-dg para 0 composto 33. Fonte:
ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Ainda visando a obtencdo de iminas derivadas da 2-mercapto anilina, propds-se

a previa alquilacdo do seu grupo -SH para posterior reacdo de condensacdo com 0s
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aldeidos aromaticos. Esta estratégia pode ser Util na avaliacdo da influéncia deste grupo

mercapto no potencial biologico destes derivados.

Para a obtencdo destas tioiminas, primeiramente preparou-se o derivado
alquilado da 2-mercapto anilina (composto 36) utilizando-se uma metodologia ja
descrita na literatura (UCHIDA et al., 1995), fundamentada em uma reacéo do tipo Sn2,
na qual uma solucdo metanolica de 2-aminotiofenol é tratada com uma solucdo aquosa
de NaOH (para promover a remocdo do préton do grupo —SH) na presenca de 1-bromo-
propano. Apo6s 4,5 h a t.a. observou-se a formagdo de um produto mais apolar que foi
purificado através de extracdo liquido-liquido e uma filtragem em silica com CH,CI,

como eluente. Esquema 17.

Esquema 17 - Esquema de sintese das tioiminas com grupo —SH alquilado 37-39

aVa -~
%
o @ //—Q*OH 37
N
< / @N/ — ,
@ NaOH (aq) @ EtOH 4 \ G k@—N\ 38 (39%)
NH, ——————> NH N

CH3CH,CH,Br AcOH, ta.

N

R ili 4,5h, ta.
2-mercaptoanilina 36 (81%) | sf
i < > O2
2 G //—QNOZ % (30%)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

Uma vez caracterizado o composto 36, este foi entdo utilizado na condensacéo
com quantidades equimolares dos aldeidos 4-hidroxibenzaldeido, 4-N’,N'-
dimetilaminobenzaldeido ou 4-nitrobenzaldeido em meio etandlico. Como o
acompanhamento da reacdo por CCD ndo indicou consumo dos materiais de partida,
fez-se necessario utilizar catélise de &cido acetico. Apos adicao do catalisador a mistura
foi mantida sob agitacdo e a t.a. até que se observou a formacao de precipitado apos
periodos de tempo que variaram de 48 h a 5 dias para as tioiminas 38 e 39, ndo
ocorrendo para o composto 37. O meio reacional deste foi entdo submetido a
aquecimento na temperatura de refluxo, mas ainda assim a reacdo ndo ocorreu. As
tioiminas alquiladas 38 e 39 foram isoladas do meio reacional por filtracdo simples em

rendimentos de 39 e 30%, respectivamente.
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As duas tioiminas alquiladas foram devidamente caracterizadas por F.F (°C),
RMN de *H e de 13C e por espectroscopia no infravermelho. Na Figura 43 compara-se
os espectros de RMN de 'H da imina alquilada 38 e do composto 36, seu precursor
sintético. No espectro da tioimina 38, a presenca de um sinal intenso préximo a 6 3,10
ppm referente aos protons metilicos do substituinte —N(CHz),, a auséncia do simpleto
largo em & 4,16 ppm atribuido ao prétons do grupo —NH; do precursor sintético bem
como a presenca de um simpleto proximo a & 8,30 ppm, caracteristico de préton
iminico, sdo indicios de que ocorreu a formacéo da ligacdo iminica e a formacdo do

composto almejado.

Tabela 8 - Principais dados de caracterizacdo* das tioiminas alquiladas 38 e 39

Composto 6 HC=N 6 C=N F.F (°C)
exp.

38 8,27 160,0 90,6-91,0

39 8,50 157,2 64,5-65,7

*0s experimentos de RMN foram realizados a 300 MHz para "H e 75 MHz para "°C em
CDClIs. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA
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Figura 43 - Comparagéo dos espectros de RMN de *H da tioimina 38 e do precursor 36
(CDCls;, 300 MHz)
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6 AVALIACAO BIOLOGICA

Os compostos aqui descritos como "conjugados esteroides/bases de Schiff",
"derivados de esteroides” e "bases de Schiff* foram avaliados como potenciais
antiparasitarios, antibacterianos e antioxidantes. Tais propriedades bioldgicas foram
selecionadas por ja serem atividades descritas para as duas classes de moléculas
exploradas neste trabalho- derivados esteroidais e bases de Schiff. Realizaram-se ainda

testes de avaliagéo da atividade fotoprotetora de alguns dos compostos obtidos.

A seguir serdo apresentadas breves discussfes a respeito de cada uma das
atividades bioldgicas avaliadas, a parte experimental de cada teste, bem como o0s
resultados e a relacdo estrutura-atividade para cada grupo de moléculas avaliadas.

6.1 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Doengas parasitarias caracterizam doencas infecciosas causadas ou transmitidas
por parasitos (CDC, 2014). Neste trabalho foram realizados testes biolégicos visando
atividade leishmanicida e antimalarica de novos compostos sintéticos. Leishmanioses e
maléria sdo doencas tropicais, causadas por protozoarios, de transmissdo vetorial e
responsaveis por um grande impacto na salde publica mundial, com consequéncias

sociais e econémicas de relevancia.
6.1.1 Leishmanioses

O termo leishmanioses compreende um grupo de doencas causadas por
protozoarios do género Leishmania que sdo transmitidas aos seres humanos (e também
a outras espécies de mamiferos) pela picada de insetos vetores, fémeas, conhecidos
genericamente como flebotomineos (WHO, 2014). Existem cerca de 30 espécies de
Leishmania que podem infectar o homem e, de modo geral, estas enfermidades se
dividem em leishmaniose cutanea (tegumentar americana) e leishmaniose visceral (ou
calazar) (FIOCRUZ, 2013), a saber:

e A leishmaniose cutanea causa lesdes na pele, mais comumente ulceragdes e, em
casos mais graves, atacam as mucosas do nariz e da boca, podendo destruir
parcial ou totalmente estas mucosas (leishmaniose mucosa);

e A leishmaniose visceral afeta as visceras (ou 6rgdos internos), sobretudo figado,
baco, ganglios linfaticos e medula dssea. E caracterizada por febre alta, perda de
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peso substancial, inchamento do baco e do figado e anemia, podendo levar a
morte quando ndo tratada. Trata-se da segunda doenca parasitaria que mais faz

vitimas no mundo, sendo ultrapassada apenas pela maléria.

Durante o ciclo biolégico, independente da espécie envolvida, a Leishmania se
reproduz por divisdo binaria, adquirindo nos hospedeiros duas formas evolutivas:
amastigotas em hospedeiros vertebrados e promastigotas nos insetos vetores. As formas
amastigotas sdo ovais, ndo possuem flagelo externalizado e habitam o vacuolo
parasitoforo (fagolisossomo) no interior de macréfagos que fagocitam os parasitos,
enquanto as formas promastigotas sdo formas longas e flageladas encontradas no trato

digestivo do inseto vetor (Figura 44).

Figura 44 - (A) Promastigotas de Leishmania braziliensis. (B) Amastigotas de

Leishmania major no interior de macrofagos. Aumento de 1000x
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Fonte: REPRODUZIDA DE (MACHADO, 2013), COM AUTORIZACAO DA
AUTORA

Ao picar o animal ou o homem infectado, o inseto suga, juntamente com o
sangue, macrofagos parasitados ou amastigotas (livres no sangue ou tecidos), onde
dentro do intestino do vetor se transformam em formas promastigotas, que irdo se
multiplicar e migrar para o aparelho sugador/picador do inseto vetor. Ao picar o homem
ou outro animal o vetor inocula as formas promastigotas, que irdo ser fagocitadas
principalmente pelos macrdfagos, onde se diferenciardo em amastigotas. Os amastigotas
irdo se multiplicar e apds algum tempo, a célula hospedeira se rompe liberando esses
amastigotas, que infectam outras células. O ciclo se completa quando fagocitos
infectados sdo ingeridos por outro flebotomineo durante seu processo de alimentacéo
(CORRALES, 2011; MACHADO, 2013).
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O arsenal terapéutico contra as leishmanioses € ainda muito restrito (RATH et
al., 2003). A escolha do tratamento adequado depende da espécie do parasito, da
sensibilidade aos farmacos, do tipo e estagio da doenca e do estado imunolégico do
paciente. O tratamento classico para todas as formas de leishmanioses € realizado a base
de antimoniais, que sdo drogas de primeira escolha utilizadas no tratamento das
leishmanioses ha mais de 50 anos. Atualmente os antimoniais pentavalentes estdo
disponiveis em duas diferentes formulagBes, Glucantime® e Pentostam®, sendo que
somente o primeiro é comercializado no Brasil. A terapia com antimoniais
pentavalentes é longa, possui alto custo, a via de administracdo € intravenosa ou
intramuscular e esta relacionada a vérios efeitos colaterais. Além disso, ndo deve ser
usada por pacientes com insuficiéncia renal e por mulheres gravidas e mostra-se
ineficaz em pacientes co-infectados por HIV-Leishmania (MACHADO, 2013).

Tém-se como drogas de segunda escolha para o tratamento das leishmanioses a
anfotericina B e a pentamidina, ambas com via de administracdo intravenosa e
responsaveis por diversos efeitos colaterais. Apesar da anfotericina B apresentar uma
excelente atividade leishmanicida com pequeno nimero de casos de recorréncia e
melhor acdo do que os antimoniais, as dificuldades encontradas no uso fora do ambiente
hospitalar e o seu alto potencial nefrotdxico inibe o seu uso como droga de primeira
escolha (AMATO et al., 2008). A pentamidina é uma diamina aromatica indicada para
0S Casos hao responsivos aos antimoniais pentavalentes. Ja a miltefosina constitui a
primeira e, até 0 momento, Unica droga oralmente administrada para o tratamento das
leishmanioses. As estruturas quimicas das drogas mencionadas encontram-se na Figura
45,

Desta forma, diante do arsenal restrito para a quimioterapia das leishmanioses, a
busca por novos compostos com acdo leishmanicida mostra-se imprescindivel. Neste
trabalho foram wusadas vérias especies de Leishmania: L. major, associada a
manifestacdes cutnea e encontrada exclusivamente em paises do Velho Mundo; L.
amazonensis e L. brazilienses associadas a manifestagbes cutanea e, no caso de L.
braziliensis, também a forma cutaneo-mucosa; sendo ambas as espécies encontradas nas
Ameéricas (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012) e L. infantum, associada a forma mais

grave (visceral), sendo esta espécie encontrada em paises do Velho e Novo Mundos.
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Figura 45 - Estruturas quimicas de drogas empregadas no tratamento das Leishmanioses
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

6.1.1.1 Parte experimental

Os ensaios biolégicos para determinacdo do potencial leishmanicida dos
compostos sintéticos descritos neste trabalho foram realizados no Nucleo de Pesquisas
em Parasitologia (NUPEP) pertencente ao Departamento de Parasitologia,
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora - MG, sob orientagéo da Profa. Dra. Elaine Soares

Coimbra.
6.1.1.1.1 Ensaios anti-promastigota

O potencial leishmanicida dos compostos foram estudados em até quatro
especies promastigotas de Leishmania: L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L.
braziliensis (MHOM/BR/M2903), L. infantum (MHOM/BR/PP75) e L. major
(MRHO/SU/59/P) de acordo com o teste colorimétrico do sal MTT, brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazélio. No referido teste, o sal tetrazolio de cor
amarela e soluvel em agua é convertido em formazan, insoltvel e de cor lilas pela

atividade das desidrogenases mitocondriais das células vivas, se tornando
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posteriormente soldvel com a adicao de isopropanol (MOSMANN, 1983). Em resumo:
as formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum, L. major
obtidas a partir da fase logaritmica de crescimento foram contadas em camara de
Neubauer e lancadas a razdo de 2 x 10° células/mL (L. amazonensis) e 3 x 10°
células/mL (L. braziliensis, L. infantum, L. major) em placa de 96 poc¢os e incubadas a
26 °C. Os compostos foram adicionados em diferentes concentrac@es, apds dilui¢cbes em
série (100,00, 50,00, 25,00, 12,50, 6,25, 3,12 e 1,56 uM) em &gua ou DMSO, sendo que
a maior concentracdo utilizada de DMSO foi de 0,5% (v/v), que néo € citotdxica para 0s
parasitos. Em alguns pocos ndo houve adicdo de compostos, os quais foram utilizados
como controle. Os testes foram realizados em trés experimentos independentes, e cada
concentracdo foi testada em duplicata. A concentragdo maxima utilizada foi de 100
UM. Apo6s 72 horas de incubacdo em estufa a 26°C, adicionou-se 10 puL de MTT a
5mg/mL em cada pogo e a placa permaneceu incubada por mais quatro horas sob as
mesmas condigdes. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pL de
isopropanol/acido cloridrico (solucdo de isopropanol/HCI a 0,4 %) e o material
dissolvido foi lido em espectrofotdmetro a 570 nm (Multiskan EX- Thermo Electron
Corporation, Vantaa, Finlandia). A partir do teste de viabilidade celular foi determinada
a concentracdo inibitdria (Clsp) para cada composto que representa a concentracdo
molecular que inibe 50 % do crescimento parasitario, o qual foi calculado por
interpolacdo grafica utilizando o programa estatistico Grafit 5 (Erithacus Software Ltd.,
Horley, U.K).

6.1.1.1.2 Citotoxicidade em macréfagos peritoneais de camundongos

Os ensaios para a analise da toxicidade dos compostos sintetizados foram
realizados utilizando-se macrdfagos peritoneais murinos (estas células foram obtidas e
cultivadas como descrito por Machado 2013). Resumidamente, os macrdéfagos foram
depositados em placas de cultura de 96 pocos a 2x10° células/mL em meio RPMI-1640
suplementado com 10 % SBF. Os macrofagos aderidos foram incubados com diferentes
concentragdes dos compostos sintetizados (150,00, 75,00, 37,50, 18,75, 9,37 e 4,69
MM), durante 72 h a 33 °C. A viabilidade dos macrofagos foi determinada atraves do
ensaio do MTT (como descrito anteriormente) e confirmada pela comparacdo da
morfologia dos macrofagos tratados com o grupo controle, via microscopio éptico
invertido. Cada concentracdo dos compostos foi avaliada em duplicata e controles com

DMSO e nédo contendo drogas também foram utilizados. Os valores de Clso foram
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obtidos utilizando o programa Grafit 5. Todos os procedimentos foram realizados de

acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (#016/2012-CEEA).
6.1.1.2 Resultados e discusséo

6.1.1.2.1 Atividade leishmanicida em promastigotas de quatro espécies de Leishmania e

citotoxicidade em macrdfagos peritoneais de camundongos dos compostos la-g e 2a-g

Os testes referentes aos compostos la-g e 2a-g foram realizados em formas
promastigotas de quatro espécies de Leishmania. Conforme descrito na Tabela 9, foram
testados os 14 conjugados esteroides/bases de Schiff, suas amidas precursoras e também
os acidos cdlico e desoxicdlico. Os resultados mostraram que tanto a amida biliar 1
quanto os seus conjugados la-g e o conjugado 2g ndo tiveram atividade leishmanicida
significativa em nenhuma das espécies de Leishmania testadas até a méxima
concentracdo avaliada (Clso> 100,00 uM). Entretanto, a amida 2 e seus conjugados 2a-f
apresentaram atividade leishmanicida com Clsg variando de 15,83 uM a 59,23 uM. Vale
ainda ressaltar que estes compostos tiveram atividade nas formas promastigotas de todas
as quatro espécies testadas.

Além disso, alguns conjugados derivados da amida biliar 2, apresentaram
atividade leishmanicida em formas promastigotas das espécies L. braziliensis e L. major
superior a apresentada pela Miltefosina, como verificado pelo valor do Cls, . Das quatro
espécies testadas, os conjugados 2a-f foram mais ativos em L. braziliensis e menos
ativos em L. infantum. No que diz respeito ao efeito dos compostos sintetizados sobre a
citotoxicidade dos macrofagos, apenas 4 (le, 2a, 2c e 2e) dos 14 conjugados
apresentaram toxicidade em macrofagos peritoneais murinos em concentragdes

inferiores & concentragdo méaxima testada (150,00 pM).
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Tabela 9 - Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos dos

conjugados 1la-g e 2a-g e amidas precursoras 1 e 2

(continua)
Compostos Estrutura Clso (LM)? (95% IC)° Macraéfagos
L. amazonensis L. braziliensis L. L. CCso (UM)®

infantum major  (95% IC)°

Ac. colico - >100 >100 >100  >100 >150
1 - >100 >100 >100 >100 >150
la R=0H, 9'=CO,H, 10'=11'=12'=13'=H >100 >100 >100 >100 >150
1b R=0OH, 11'=CO,H, 9'=10'=12'=13'=H >100 >100 >100 >100 >150
1c R=OH, 9'=0OH, 12'=Br, 10'=11'= 13'=H >100 >100 >100 >100 >150
1d R=0H, 11'=N(CH,),, 9'=10'=12'=13'=H >100 >100 >100 >100 >150
le R=0OH, 9'=OH, 11'=OH, 10'=12'= 13'=H >100 >100 >100 >100 76,80+1,65
1f R=0OH, 11'=NO,, 9'=10'=12'=13'=H >100 >100 >100 >100 >150
19 R=OH, 9'= NO,, 10'=11'=12'=13'=H >100 >100 >100 >100 >150

Ac. desoxic. - >100 >100 >100 >100 >150



Tabela 9 - Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos dos
conjugados la-g e 2a-g e amidas precursoras 1 e 2

(concluséo)

Compostos Estrutura Macrdéfagos
L. amazonensis L. braziliensis L. L. CCso (UM)*
infantum major (95% IC)"
2 - 32,81+0,76 19,33+1,36  31,67+0,61 29,33+3,07 >150
2a R=H, 9'=CO,H, 10'=11'=12'=13'=H 29,06+0,53 15,83+0,29  31,80+0,46 28,88+2,33 53,13+3,56
2b R=H, 11'=CO,H, 9'=10'=12'=13'=H 31,33+£1,55 17,58+0,99 39,25+0,13 16,69+0,47 >150
2C R=H, 9'=OH, 12'=Br, 10'=11'= 13'=H >100 56,10+8,98  56,17+0,15 52,33+0,14 89,85+7,97
2d R=H, 11'=N(CH3),, 9'=10'=12'=13'=H 53,74+6,02 23,73+0,97 59,23+0,69 19,62+0,43 >150
2e R=H, 9'=OH, 11'=0OH, 10'=12'= 13'=H 34,99+1,53 25,18+1,30 47,70+0,04 27,10+2,9  54,25+4,36
2f R=H, 11'=NO,, 9'=10'=12'=13'=H >100 28,54+1,33 >100 22,81+1,18 >150
29 R=H, 9'= NO,, 10'=11'=12'=13'=H >100 >100 >100 >100 >150
Miltefosina® - 21,00£2,92 28,07£0,47 17,27 £1,10 20,00+0,52 131.99 +3.95
Anfotericina’ - 0,150,009 0,4+0,06 0,08 +0,004 0,31+0,07 85,81+ 30,49

2Clg, concentracdo que inibe 50% do crescimento parasitario / ° IC é o intervalo de confianga/ © CCs, valores (50% da concentracdo citotdxica) em macrofagos
+ desvio padréo das médias/ ¢ Miltefosina e Anfotericina foram utilizadas como drogas de controle. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA
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Baseando-se na estrutura quimica das moléculas testadas, estes resultados nos
permitem inferir que a presenga da hidroxila na posigéo C-7 do esqueleto esteroidal (nos
derivados do acido colico 1, la-g) contribui de forma negativa para a atividade
leishmanicida desta classe de moléculas, uma vez que apenas derivados do &cido
desoxicélico (o qual ndo apresenta o grupo -OH na posicdo C-7 da porcdo esteroidal)
mostraram-se ativos. Quanto a influéncia dos grupos substituintes do anel aromatico
proveniente do aldeido, os resultados sdo bastante distintos para nos permitir uma
analise aprofundada. No entanto, o0 composto mais ativo em trés das quatro espécies
testadas, 2a, possui um grupo carboxi como substituinte, enquanto 0 composto menos
ativo (dos derivados do acido desoxicolico) nas quatro espécies testadas, conjugado 2c,
apresenta duas substituicdes no anel aromatico terminal, sendo uma delas um grupo -

OH e a outra um halogénio -Br.

6.1.1.2.2 Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e
citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos dos compostos 7, 8, 9-12,
13-16

Conforme descrito na Tabela 10, dentre os derivados do colesterol (9-12),
apenas o conjugado 10 apresentou atividade leishmanicida nas formas promastigotas de
L. brazilienses e L. major, valendo ressaltar que 0 mesmo apresentou um valor de Clsg
de 7,00 uM em L. braziliensis, que quando comparado ao da Miltefosina (Clso de 28,07
UM em L. braziliensis), mostra-se cerca de quatro vezes mais potente. Além disto, na
espécie L. major, o referido conjugado apresentou atividade leishmanicida comparavel a
esta droga de referéncia. Ressalta-se ainda que o composto 10 ndo apresentou
toxicidade em macrofagos peritoneais murinos na concentragcdo maxima testada (150,00
HM). Uma vez que o seu precursor, o aldeido 9, ndo mostrou-se ativo, a conjugacao foi
eficiente na potencializacdo da atividade bioldgica. Além disso, a presenca da hidroxila
como substituinte no anel aromatico terminal parece influenciar positivamente no perfil
biolégico, uma vez que os conjugados 11 (derivado da anilina) e 12 (derivado da fenil-

hidrazina) néo s&o ativos.
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Tabela 10 - Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e citotoxicidade em macrofagos peritoneais de
camundongos dos compostos 7, 8, 9-12, 13-16

(continua)

a b Macrdfagos
Estruturas Clso (UM)?(95% IC)
Compostos CCso (UM)°

uimicas
W T e Cowies  Tnar oy

7 @iw 58,69 + 4,40 35,18 + 3,43 35,68 + 0,32 > 150,00

13 ‘ ’ >100,00 >100,00 >100,00 >150,00




Tabela 10 - Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e citotoxicidade em macrofagos peritoneais de
camundongos dos compostos 7, 8, 9-12, 13-16

(continuacéo)

Estruturas Clso (uM)*(95% IC)° Macrofagos
Compostos o CCon (UM
quimicas )
| e haileds Lo o910
Mot 240@J°
15 G >100,00 >100,00 510000 150,00
SOL

9 Y@)}» Q@“. > 100,00 > 100,00 > 100,00 > 150,00
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Tabela 10 - Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e citotoxicidade em macréfagos peritoneais de
camundongos dos compostos 7, 8, 9-12, 13-16

(concluséo)

Macrofagos
Estruturas Clso (HM)?(95% IC)P g
Compostos o CCso (UM)*
quimicas ; . .
L.amazonensis L.braziliensis L.major (95% |(:)b
11 > 100,00 > 100,00 > 100,00 > 150,00
12 > 100,00 > 100,00 > 100,00 > 150,00
Miltefosina® - 21,00+2,92 28,07+0,47 20,00+0,52 131,99 + 3,95
Anfotericina® - 0,15+0,009 0,4+0,06 0,31+0,07 85,81 + 30,49

2Cls, concentracao que inibe 50% do crescimento parasitario / ° IC é o intervalo de confianca/ © CCs, valores (50% da concentragdo citotéxica) em macréfagos
+ desvio padréo das médias/ ® Miltefosina e Anfotericina foram utilizadas como drogas de controle. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA
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Em relacdo ao potencial leishmanicida do conjugado 8 e de seu precursor, 0
aldeido 7, podemos observar que ambos apresentaram atividade leishmanicida discreta,
uma vez que os valores de Clso variaram de 19,86 a 59,75 yuM. Este par de moléculas
foi mais ativo em L. braziliensis e menos ativo em L. amazonensis. Com excecao desta
primeira espécie, a conjugacdo pode ser vista como um recurso favoravel a
potencializagdo da atividade bioldgica, uma vez que os valores de Clsy para 0 8
sofreram uma sutil reducdo em comparacdo aos apresentados pelo 7 quando estes
compostos foram avaliados nas demais espécies de Leishmania. Vale destacar ainda que
nenhuma dessas duas moléculas sintéticas apresentou toxicidade em macréfagos

peritoneais murinos na concentragdo méxima testada (150,00 uM).

As amidas e os aldeidos biliares (compostos 13-16) também foram analisados
em trés espécies de Leishmania. Observou-se que, assim como ocorrido com 0s
derivados la-g e 2a-g, tanto a amida quanto o aldeido biliar derivados do acido célico
(15 e 13) ndo apresentaram atividade leishmanicida até a maxima concentracdo avaliada
(Clsp> 100,00 uM). Por outro lado, tanto a amida quanto o &cido biliar derivados do
acido desoxicolico mostraram-se ativos frente as trés espécies testadas. Destes dois
compostos sintetizados, a amida biliar 14 apresentou um maior potencial leishmanicida
guando comparada ao aldeido 16 em todas as espécies de Leishmania, por outro lado,
esta mesma amida mostrou-se toxica em macrofagos peritoneais murinos em

concentragdes inferiores & concentragdo maxima testada (150,00 uM).

6.1.1.2.3 Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em
macrofagos peritoneais de camundongos das bases de Schiff lipofilicas (20-24) e seus

aldeidos precursores (17-19)

Conforme descrito na Tabela 11, os resultados dos testes que avaliaram o
potencial leishmanicida das bases de Schiff lipofilicas e de seus aldeidos precursores
mostraram que a maioria dos compostos ndo apresentou atividade leishmanicida até a
méaxima concentragdo testada (100 uM) ou foi pouco ativo (Cls variando de 38,63 uM
a 56,21 uM) nas formas promastigotas das trés espécies de Leishmania testadas. Por
outro lado, nenhum destes compostos sintéticos mostrou-se toxico em macrdfagos

peritoneais murinos até a concentracdo maxima testada (150,00 uM).
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Tabela 11 - Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade
em macrofagos peritoneais de camundongos dos compostos 17-24
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o O/\/\/\M/n\ o O/\/\/\W o O/\/\/\/\/\/\

n

Clso (UM)? (95% IC)° Macréfagos
Compostos CCso (UM)*
L. amazonensis L. braziliensis L. major b
(95% IC)

17 >100 >100 >100 >150

18 >100 >100 >100 >150

19 >100 >100 >100 >150

20 >100 >100 >100 >150

21 >100 38,63+0,87 55,19+0,67 >150

22 >100 56,21+1,48 >100 >150

24 >100 >100 >100 >150
Miltefosina® 21,00£2,92 28,07+0,47 20,00+0,52 131,99 £ 3,95
Anfotericina’ 0,15+0,009 0,4+0,06 0,31+0,07 85,81 + 30,49

2Cls, concentracao que inibe 50% do crescimento parasitario / ° IC é o intervalo de confianca/ ©
CCs valores (50% da concentragéo citotoxica) em macréfagos + desvio padrdo das médias/ °
Miltefosina e Anfotericina foram utilizadas como drogas de controle. Fonte;: ELABORADA
PELA PROPRIA AUTORA

6.1.1.2.4 Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em
macrofagos peritoneais de camundongos das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas (31a-
e, 32a-e)

As bases de Schiff pertencentes ao grupo aqui denominado “piridiniliminas e
piridinil-hidrazonas"” foram avaliadas em formas promastigotas de L. amazonensis e L.

major. Os resultados encontram-se na Tabela 12.

Dentre as bases de Schiff derivadas do 4-piridinocarboxaldeido (3la-e), a

piridinilimina 31a apresentou atividade em ambas as espécies de Leishmania testadas
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(Clso de 13,64 e 5,32 uM para L. amazonensis e L. major, respectivamente) e a piridinil-
hidrazona 31d apresentou atividade apenas em L. major (Clsp de 11,13 uM). Estes
resultados sugerem que a presenca das porces anilina hidroxilada (31a) e fenil-
hidrazina (31d) sdo importantes para a atividade leishmanicida desses compostos. Ja
dentre as bases de Schiff derivadas do 2-piridinocarboxaldeido (32a-e), somente a
piridinilimina  32a mostrou-se ativa. No entanto, esta imina mostrou-se
consideravelmente mais ativa (Clso de 3,38 e 10,00 uM para L. amazonensis e L. major,
respectivamente) do que a Miltefosina (Clsp de 21,39 e 20,00 uM para L. amazonensis e

L. major, respectivamente), usada como droga de referéncia.

No que diz respeito aos efeitos sobre a citotoxicidade dos macréfagos, a maioria
dos compostos ndo apresentou toxicidade em macréfagos peritoneais murinos na

concentracdo maxima testada (150,00 uM), exceto o composto 32a (CCsy de 54,35
uM).

Tabela 12 - Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade

em macréfagos peritoneais de camundongos dos compostos 31a-e e 32a-e

X: N, Y=C, 4-piridinocarboxaldeido (31)
= C, Y=N, 2-piridinocarboxaldeido (32)
HQ
xmﬂ //_\Bﬁ //_\Bﬁ
= e )
31a, 32a 31b, 32b 31c, 32¢
O A
\= N N NH /=
31d, 32d 31 e i
' e32 O (continua)

Compostos Clso (UM)? (95% IC)° Macréfagos
CCso (UM)°
L. amazonensis L. major (95% IC)°

3la 13,64 £ 0,30 532 +0.51 >150,00

31b >100 >100 >150,00

31c >100 >100 >150,00

31d >100 11,13+0,30 >150,00

3le >100 >100 >150,00
32a 3,38+0,10 10,00 £ 1,37 54,35+0,005

32b >100 >100 >150,00
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Tabela 12 - Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade
em macrdfagos peritoneais de camundongos dos compostos 31a-e e 32a-e

(concluséo)

Compostos Clso (UM)? (95% IC)° Macrofagos
T - CC50 (}J.M)C
L. amazonensis L. major b

(95% IC)

32¢c >100 >100 >150,00

32d >100 >100 >150,00

32e >100 >100 >150,00
Miltefosina® 21,39+1,18 20,00 £ 0,52 131,99 + 3,95

2Cls, concentracao que inibe 50% do crescimento parasitario / ° IC é o intervalo de confianca/ ©
CCs valores (50% da concentragéo citotéxica) em macréfagos + desvio padrdo das médias/ °
Miltefosina e Anfotericina foram utilizadas como drogas de controle. Fonte: ELABORADA
PELA PROPRIA AUTORA

6.1.1.2.5 Atividade leishmanicida em promastigotas de Leishmania e citotoxicidade em

macrdfagos peritoneais de camundongos das tioiminas 33-39 e do precursor 36

Conforme descrito na Tabela 13, os resultados dos testes que avaliaram o
potencial leishmanicida das tioiminas mostraram que tais compostos ndo foram ativos
nas formas promastigotas das trés espécies de Leishmania testadas. Por outro lado,
nenhum destes compostos sintéticos mostrou-se tdxico contra macréfagos peritoneais

murinos até a concentracdo maxima testada (150,00 uM).

Tabela 13 - Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e
citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos das tioiminas 33-39 e do

precursor 36

O it O (O @

34 R= 35 R=H

39 R= CHZCHZCH3 38 R = CH,CH,CHj,3 (Continua)
Clso (UM)? (95% IC)b Macrofagos
Compostos CCso (UM)®
L. amazonensis L. braziliensis L. major (95% 1C)°
33 >100 >100 >100 >150
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Tabela 13 - Atividade leishmanicida em promastigotas de trés espécies de Leishmania e
citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos das tioiminas 33-39 e do
precursor 36

(concluséo)

Clso (UM)?(95% IC)° Macrdéfagos
Compostos CCso (UM)°
L. amazonensis L. braziliensis L. major (95% IC)°

34 >100 >100 >100 >150

35 >100 >100 >100 >150

36 >100 >100 >100 >150

38 >100 >100 >100 >150

39 >100 >100 >100 >150
Miltefosina® 21,00£2,92 28,07+0,47 20,00£0,52 131,99 + 3,95
Anfotericina’ 0,150,009 0,4+0,06 0,31+0,07 85,81 + 30,49

2Cls, concentracao que inibe 50% do crescimento parasitario / °IC é o intervalo de confianca/ ©
CCs valores (50% da concentragdo citotéxica) em macréfagos + desvio padrdo das médias/ °
Miltefosina e Anfotericina foram utilizadas como drogas de controle. Fonte: ELABORADA
PELA PROPRIA AUTORA

6.1.2 Malaria

A malaria é uma doenca infecciosa febril aguda causada por cinco espécies de
parasitos que afetam o ser humano, sendo todas essas espécies pertencentes ao género
Plasmodium: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e recentemente P. knowlesi
(WHO, 2013b). A maléria causada por P. falciparum caracteriza-se como a responsavel

pelas formas mais graves da doenca, como pode ser vista na malaria cerebral.

Esta doenca parasitaria € transmitida através da picada da fémea do mosquito do
género Anopheles infectado que, geralmente, picam entre o anoitecer e 0 amanhecer. Os
principais sintomas da malaria séo febre alta acompanhada por calafrios, suores e
cefaléia, que ocorrem em padrdes ciclicos, dependendo da espécie do parasita
infectante, aléem de dor nas articulagdes, vomitos frequentes, convulsédo e coma (MSF,
2013).

De acordo com a OMS, 207 milhGes de casos de malaria foram reportados em

2013 ocorrendo cerca de 627 mil dbitos. Destes, a maioria dos casos (80%) e de mortes
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(90%), ocorreram na Africa, sendo a maioria das mortes (77%) em criancas menores de
5 anos de idade (WHO, 2013b). Outro dado alarmante é que, apesar de o indice de
mortalidade pela malaria ter reduzido na Gltima década, a doenca ainda mata uma

crianca a cada minuto na Africa.

A infeccdo em humanos tem inicio com a picada da fémea infectada do
mosquito do género Anopheles. Juntamente com uma pequena quantidade de saliva
contendo substancias dilatadoras e anticoagulantes, a fémea injeta esporozoitas na
corrente sanguinea do homem, que circulam livremente pelo sangue e alguns chegam a
alcancar o figado, iniciando o ciclo hepéatico da doenca. No interior das células
hepéticas (hepatdcitos), os parasitos se diferenciam e se multiplicam, originando
merozoitos hepéticos, que, ao romperem a célula hepatica, tem acesso ao sangue onde
invadem os eritrcitos, iniciando o ciclo eritrocitico. Devido a ruptura dos eritrocitos,
ocorre anemia intensa e em alguns casos a morte, devido as complicacBes da doenca
(FRANGCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008; CORRALES, 2011).

A escolha correta do farmaco a ser utilizado no tratamento ou prevencdo da
malaria depende da espécie de Plasmodium causadora da infeccdo. Apesar de
medicamentos antimalaricos serem usados principalmente para o controle da doenca,
estes também podem ser empregados como medida de prevencdo no caso de grupos de
alto risco, tais como mulheres gravidas e de visitantes de regides endémicas
(quimioprofilaxia). A cloroquina foi uma das substancias antimalaricas mais utilizadas
em muitas regifes endémicas no tratamento de maléria causada por P. falciparum, P.
vivax, sendo o farmaco preferido até o surgimento da resisténcia ao parasito. A
mefloquina tem sido utilizada no combate a P. falciparum resistente a cloroquina, mas,
apesar de ser um farmaco relativamente novo, ja ha relatos de casos de resisténcia a este
(FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008). (Figura 46 (i)).
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Figura 46 - Estruturas quimicas de drogas empregadas no tratamento da maléaria

M

N
Qumlna Cloroquina Artemisinina Mefloquina

(i)

Artesunato de sédio

Mefloquina

Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

Atualmente, o tratamento mais eficiente para maléaria € uma terapia combinada a
base de Artemisinina (ACTs, em inglés), como representado por artesunato de sodio +
mefloquina na Figura 46 (ii) (WHO, 2013b). Esta terapia tem baixo nivel de toxicidade,
poucos efeitos colaterais e age rapidamente contra o parasito.

Para controle da malaria existem as medidas preventivas, como por exemplo o
controle de vetores, através do uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas,
pulveriza¢bes de moradias, bem como evitar a exposicdo no horério de atividade do

mosquito, o uso de telas em portas e janelas, entre outros.

Tendo em vista 0 surgimento de casos de resisténcia do parasito aos
antimaléricos tradicionalmente usados no combate & doenca (como a cloroquina), e a
auséncia de uma vacina para prevencdo da maléria, a busca por novos farmacos eficazes

para o tratamento desta enfermidade é justificado.
6.1.2.1 Parte experimental

Os ensaios bioldgicos para determinacao do potencial antimalérico de alguns dos
compostos sintéticos descritos neste trabalho foram realizados no Nucleo de Pesquisas
em Parasitologia (NUPEP) pertencente ao Departamento de Parasitologia,

Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
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Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora - MG, sob orientacdo da Profa. Dra. Clarice
Abramo.

O potencial antimalérico de um pequeno grupo de moléculas sintetizadas neste
trabalho foi avaliado de acordo com o Teste Supressivo de Peters (PETERS, 1965).
Foram usados camundongos Suicos outbread, fémeas de 19 a 22 g, obtidos do Centro de
Biologia da Reprodugdo da Universidade Federal de Juiz de Fora sob o processo
aprovado no Comité de Etica n° 054/2010-CEEA e 0SS/2010-CEEA.

Os camundongos foram divididos em grupos e foram inoculados com o parasito,
Plasmodium berghei cepa NK65, por via intraperitoneal. No mesmo dia do indculo, os
camundongos foram tratados via oral com uma dose de 10 mg/Kg, um grupo com cada
droga. O tratamento foi feito por 4 dias consecutivos. No 5°, 7°, 9°, e 12° dias ap0s 0
inéculo, foi colhido sangue dos camundongos e foi feito o esfregaco sanguineo para
contagem da parasitemia. Participaram do experimento também um grupo controle que
ndo recebeu nenhuma droga (controle ndo tratado) e um grupo controle tratado com
cloroquina, droga padrdo ativa contra o parasito. A inibicdo da multiplicacdo do parasito

foi avaliada através da Equacao 1.
%mp = 100X (A—B)/A Equacédo 1

Na qual, A é a parasitemia média no grupo controle (ndo tratado) e B é a
parasitemia média do grupo teste. (CARVALHO et al., 1991).

6.1.2.2 Resultados e discussdo

6.1.2.2.1 Atividade antimalarica de conjugados esteroides/bases de Schiff expressa pela
Inibicdo da Multiplicagdo do Parasito (IMP) de P. berguei NK65 em camundongos

infectados com o parasito

A Tabela 14 apresenta os resultados dos ensaios in vivo em P. berghei NK65, os
quais foram expressos como porcentagem de inibicdo da parasitemia em relagdo ao
grupo de controle (animais infectados e ndo tratados). Como pode ser observado, dentre
os avaliados, os compostos 1, 1c e le apresentaram significativa atividade antimalarica
nos 9° e 12° dias de experimento, sendo capazes de inibir a multiplicacdo do parasito
com consequente reducdo da parasitemia, ou seja, diminuindo o nimero de parasitos

circulantes no sangue dos camundongos. No 12° dia de experimento, a inibicdo da
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parasitemia pelos compostos (1: 80,77 %, 1c: 83,86 %, le: 87,60 %) foi semelhante ou
maior do que a inibicdo provocada pela cloroquina (cloroquina: 86,53 %), droga
antimalarica tradicionalmente utilizada como referéncia em ensaios de quimioterapia

antimalarica.

Tabela 14 - Supressdo da parasitemia em camundongos promovida pelo tratamento com

0s compostos 1, 1b-e, 2e e cloroquina, na dose de 10 mg/Kg contra P. berghei NK65

= 21 > 3
OH : 24 OH : : ' 9 10'
: NH NHy T 18 24 NH@LN 10" 1b 11'=CO2H, 9'=10'=12'=13'=H
19 \_8 11+ 1c 9=OH, 12'=Br, 10'=11'= 13'=H
o ’ o 6" 5 7 1d 11'=N(CH3)2, 9'=10'=12'=13'=H
00 A 13 12 le 2e 9'=OH, 11'=OH, 10=12'=13'=H
H
H HO R R=H 2ag

Inibicdo da Multiplicacdo do Parasito (IMP) (%)

Compostos 5° dia 7°dia 9%dia 12 °dia

1 0,00 0,00 50,21 80,77

1b 0,00 0,00 23,29 0,00

1c 0,00 11,69 73,08 83,86

1d 0,00 5,54 48,53 0,00

le 0,00 28,25 71,15 87,60

2e 17,11 0,00 34,93 0,00
Cloroquina® 96,77 73,38 80,98 86,53
? Cloroquina foi utilizada como droga de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA

AUTORA

6.1.2.2.2 Atividade antimalarica dos compostos 31a, 31d, 15, 18 e 21 expressa pela
Inibicdo da Multiplicacdo do Parasito (IMP) de P. berguei em camundongos infectados

com o P. berguei NK65

Alguns outros compostos, de diferentes séries, foram também avaliados como
antimalaricos e os resultados encontram-se na Tabela 15 abaixo. O composto 31d nédo
apresentou atividade antimalarica, visto que o seu percentual de supressdo da
parasitemia foi de 7,60 % no 5° dia e de 0 % nos demais, enquanto os demais
apresentaram atividade bastante inferior a da Cloroquina apresentando atividade em
apenas um dos dias analisados (geralmente no 9° dia).
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Tabela 15 - Supressédo da parasitemia em camundongos promovida pelo tratamento com
0s compostos 31a, 31d, 15, 18 e 21 e cloroquina, na dose de 10 mg/Kg contra P.
berghei NK65

Estruturas Inibicdo da Multiplicacéo do Parasito
guimicas (IMP) (%)
Compostos 5°dia 7°dia 9°dia 12°dia
15 > 0 000 000 1750 0,00

18 0,00 0,00 33,79 0,00

21 § 0,00 0,00 26,94 0,00
S i I g
7\ HO
3la _ \_@ 0,00 0,00 0,00 62,07
7
31d N SO 760 000 000 0,00
Cloroquina® - 96,77 73,38 80,98 86,53
? Cloroquina foi utilizada como droga de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA
AUTORA

6.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A tuberculose (ou TB) é uma doenca bacteriana infecciosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis (MBT) que afeta principalmente os pulmdes (TB
pulmonar), mas pode afetar também outros 6rgdos, incluindo os 0ssos e o sistema
nervoso (TB extrapulmonar) (WHO, 2010; MSF, 2014). E transmitida pelo ar, quando

uma pessoa infectada expele bactérias, por exemplo, através da tosse.

Trata-se de uma das doengas infecciosas que mais causa mortes no mundo,
sendo portanto considerada como um importante problema de salde global. De acordo

com a OMS, todos os anos, hd cerca de 9 milhdes de novos casos de TB, e
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aproximadamente 2 milhdes de casos de mortes pela doenca (WHO, 2010). Os
principais sintomas compreendem tosse seca, suor, dor no torax, febre, falta de apetite e

perda de peso.

Os primeiros tratamentos efetivos contra TB datam da década de 40, ja a droga
anti-TB de primeira escolha mais efetiva, a rifampicina, comecou a ser disponibilizada
na década de 60. Atualmente, o tratamento recomendado para novos casos de TB
consiste basicamente na combinacdo de quatro drogas de primeira escolha: isoniazida,
rifampicina, etambutol e pirazinamida, que sdo administradas durante um periodo de
seis meses (WHO, 2013a). Geralmente a taxa de sucesso deste tratamento é de 85% ou
mesmo superior, entretanto, o grande problema associado ao fato € a adesdo do
paciente, uma vez que muitos deles abandonam o longo tratamento ao observarem o
desaparecimento dos sintomas. Como consequéncia, surgem cepas multirresistentes a
estes farmacos de primeira linha; tais cepas contribuem para o aumento na incidéncia e
mortalidade pela doenca (SOUZA, 2005).

Cepas de M. tuberculosis resistentes a mudltiplas drogas (MDR-TB),
caracterizam-se como cepas resistentes a isoniazida e a rifampicina (as duas drogas anti-
TB mais efetivas) e precisam ser tratadas com drogas mais toxicas e de custo mais
elevado, tais como etionamida e tioacetazona. Além disso, esse tipo de tratamento é
mais demorado (WHO, 2013a). Na Figura 47 estdo representadas as drogas

mencionadas utilizadas no tratamento da tuberculose.

Figura 47 - Estruturas quimicas de drogas empregadas no tratamento da tuberculose
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Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA
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Logo, o tratamento prolongado, associado ao surgimento de casos de resisténcia
aos farmacos mais comumente utilizados no combate a TB s8o fatores que

comprometem o controle da doenca e impulsionam a busca por novos farmacos.
6.2.1 Parte experimental

Os ensaios bioldgicos para determinacdo do potencial anti-TB de alguns dos
compostos sintéticos descritos neste trabalho foram realizados no Laboratorio de
Micobacteriologia “Prof. Dr. Hugo David”, no Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP- campus Araraquara, sob orientacdo
do Prof. Dr. Fernando Rogeério Pavan.

A atividade anti-TB dos compostos foi determinada pelo método REMA
(Resazurin Microtiter Assay) (PALOMINO et al., 2002). SolucGes estoque dos
compostos sintéticos a serem analisados foram preparadas em DMSO e diluidas em
meio Middlebrook 7H9 (Difco), enriquecido com &cido oleico, aloumina, dextrose e
catalase (enriquecimento OADC - BBL/Bectron Dickinson, Sparks, MD, USA), de
modo a se obter concentracBes dos compostos sintéticos variaveis entre 0,15 e 250
pg/mL. A isoniazida foi dissolvida em agua destilada, de acordo com as recomendacdes
do fabricante (Laboratdérios Difco, Detroit, MI, USA) e utilizada como droga de
referéncia. A cepa de M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 foi cultivada durante 7 a 10
dias em meio Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC, mais 0,05% de Tween 80,
para evitar grumos. Apds uma diluicdo adicional de 1:25 em meio Middlebrook 7H9
enriquecido com OADC, 100 pL da cultura foi transferida para cada um dos 96 pocos
de uma microplaca (NUNC™), juntamente com o0s compostos sintéticos a serem
analisados. Cada analise foi realizada em triplicata. As microplacas foram incubadas
durante 7 dias a 37 °C e ap0s este intervalo, resazurina foi adicionada para leitura. Os
pogos nos quais houve alteragdo da coloragdo de azul para rosa, com desenvolvimento
de fluorescéncia, indicaram crescimento das celulas bacterianas, enquanto a manutencgéo
da coloracdo azul indicaram inibicdo bacteriana. A fluorescéncia foi lida num
microfluorimetro SpectraFluor Plus (Tecan®) (filtros: 530nm de excitacdo e 590nm de
emissdo). A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é definida como a menor
concentracdo de um composto capaz de inibir o crescimento de 90% da cepa de M.
tuberculosis (COLLINS; FRANZBLAU, 1997). Como teste padrdo, a CIM da
isoniazida foi determinada em cada microplaca. A faixa aceitavel de CIM para a
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isoniazida é 0,015-0,06 g / mL (COLLINS; FRANZBLAU, 1997: PALOMINO et al.,
2002).

6.2.2.1 Resultados e discusséo
6.2.2.1.1 Atividade antitubercular dos compostos 7, 8, 9-12, 13-16

Os resultados dos ensaios realizados para este grupo de moléculas encontram-se
na Tabela 16. As Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) estdo expressas em pg/mL.
De acordo com a OMS e o National Health Institute (NHI) (TDSP, 2001), novos
candidatos anti-TB devem apresentar valores de CIM < 10,0 pg/mL (ou o equivalente

molar) contra culturas de MTB.

De acordo com as recomendacfes acima, nenhum dos compostos deste grupo
sdo considerados promissores agentes anti-TB, pois o valor minimo de CIM foi de 20,9
pug/mL (composto 10). Por outro lado, quando comparado a Pirazinamida, uma droga
anti-TB de primeira escolha, o referido composto bem como o aldeido biliar 16 (CIM de

22,3 pg/mL) apresentam valores significativamente inferiores ao da droga.

Tabela 16 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos
compostos 7, 8, 9-12, 13-16

(continua)

Compostos Estrutura quimica CIM (ug/mL)?

OH

7 Y@)@gtm 25
8 QAW >25

o
13 00 O 525
Ho\"”gﬂ
14 09} e >25
HO" H
oH ¢ LR < >//0
15 o >25
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Tabela 16 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos
compostos 7, 8, 9-12, 13-16

(concluséo)

Compostos Estrutura quimica CIM (ug/mL)?
M G g <:> Va
16 : © 22,3
9 >25
10 20,9
11 >25
Isoniazida” - 0,03
Rifampicina® - 0,1
Pirazinamida” - 50,00-100,00

#CIM: Concentragéo Inibitéria Minina é a concentracdo minima capaz de inibir 90% do
crescimento de M. tuberculosis / ° Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida foram utilizadas
como drogas de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

6.2.2.1.2 Atividade antitubercular das bases de Schiff lipofilicas (20-24) e seus aldeidos

precursores (17-19)

Os resultados dos testes anti-TB revelaram que bases de Schiff lipofilicas bem

como os aldeidos precursores ndo apresentaram atividade antitubercular (Tabela 17),

pois os valores de CIM para a maioria destes compostos foi superior a 25 pg/mL. No

entanto, se compararmos a base de Schiff lipofilica 21 (CIM de 18,7 pg/mL) com a

Pirazinamida (CIM de 50,00-100,00 pg/mL), o valor apresentado pelo composto

sintético torna-se comparavel ao da droga utilizada na terapia corrente da tuberculose.
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Tabela 17 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos
compostos 17-24

Q,

Ox Ny

Pl
© o~
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[GINE

N
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==

G
[SENT

TR
IOO00
sITTT

N
N
pelpuipeips)

Compostos CIM (ug/mL)?
17 >25
18 >25
19 >25
20 >25
21 18,7
22 >25
23 >25
Isoniazida” 0,03
Rifampicina® 0,1
Pirazinamida® 50,00-100,00

#CIM: Concentragéo Inibitéria Minina é a concentracdo minima capaz de inibir 90% do
crescimento de M. tuberculosis / ° Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida foram utilizadas
como drogas de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

6.2.2.1.3 Atividade antitubercular das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas 31a-e e 32a-

e

As bases de Schiff derivadas do 2- e do 4-piridinocarboxaldeido tambem foram
avaliadas como candidatos anti-TB e os resultados encontram-se na Tabela 18.
Observando os valores de CIM dos compostos sintéticos avaliados, é possivel afirmar
que tais compostos ndo apresentam atividade anti-TB (valores de CIM > 25 pg/mL,
exceto para o composto 31a, valor de CIM = 12 pg/mL). Uma vez que 0S compostos
31e e 32e sdo derivados da isoniazida, droga anti-TB de primeira escolha, esperava-se
que tais compostos apresentassem atividade anti-TB. Os resultados sugerem entdo que a
conjugacdo da isoniazida com o 2- e o 4-piridinocarboxaldeido ndo deve ser

considerada uma estratégia eficiente na busca por novos agentes anti-TB. Além disso,
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comparando os valores de CIM dos compostos 31a (CIM =12 pug/mL) e 32a (CIM > 25
pg/mL), observa-se que a conjugacdo do 4-piridinocarboxaldeido com a 2-
hidroxianilina mostrou-se mais eficaz para o perfil antitubercular do que a conjugacao

do 2-piridinocarboxaldeido com a mesma amina aromatica.

Tabela 18 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos
compostos 31a-e e 32a-e

C, 4-piridinocarboxaldeido (31)
N, 2-piridinocarboxaldeido (32)

HO,

X
X

N, Y=
C, Y=

\=y/ N
31a, 32a 31b, 32b 31c, 32¢
31d, 32d 3le,32e O W
Compostos CIM (ug/mL)? Compostos CIM (ug/mL)?
3la 12 32a >25
31b >25 32b >25
31c >25 32c >25
31d >25 32d >25
3le >25 32e >25
Isoniazida” 0,03
Rifampicina® 0,1
Pirazinamida® 50,00-100,00

#CIM: Concentracéo Inibitéria Minina é a concentracdo minima capaz de inibir 90% do
crescimento de M. tuberculosis / ° Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida foram utilizadas
como drogas de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

6.2.2.1.4 Atividade antitubercular das tioiminas 33-39 e do precursor 36

Os resultados dos ensaios anti-TB das tioiminas estdo dispostos na Tabela 19.
Todos os compostos sintéticos desta classe apresentaram CIM > 25 ug/mL e, portanto,

ndo foram considerados como agentes anti-TB promissores.
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Tabela 19 - Atividade antitubercular (M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294) dos
compostos 33-39

O GO i O Q

gg g CH,CH,CH3 gg g (HZH20H20H3
Compostos CIM (ug/mL)?
33 >25
34 >25
36 >25
38 >25
39 >25
Isoniazida” 0,03
Rifampicina® 0,1
Pirazinamida® 50,00-100,00

#CIM: Concentracéo Inibitéria Minina é a concentragdo minima capaz de inibir 90% do
crescimento de M. tuberculosis / ° Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida foram utilizadas
como drogas de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

6.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

De acordo com Halliwell (1995), um antioxidante pode ser definido como
"gualquer substancia que, uma vez presente em baixas concentragdes quando
comparadas a um substrato oxidavel, é capaz de impedir ou inibir a oxidacdo daquele
substrato” (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995).

Radicais livres e outros oxidantes tém sido apontados como responsaveis pelo
envelhecimento e por doencas degenerativas associadas a este processo, tais como o
cancer, doencas vasculares e disfuncdes cerebrais (ATOUI et al., 2005; FABRIS et al.,
2008). Em sua maioria, os radicais livres sdo espécies derivadas do metabolismo do
oxigénio (O;) e melhor denominados espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como:
radical hidroxila (-OH), anion radical superoxido (O,") e hidroperoxila (ROQO’). Estas
especies sdo continuamente formadas durante os processos metabdlicos (normais ou
patogénicos) ou sdo provenientes de fontes exdgenas fisicas e quimicas (MANSUR,
2011). Assim, antioxidantes sdo substancias capazes de estabilizar ou desativar as EROs
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antes que as mesmas ataquem alvos bioldgicos, como lipidios e proteinas, por exemplo,

causando oxidagdo e alteracdo destas moléculas.

Por outro lado, as EROs desempenham também varias fungdes positivas tais
como algumas relacionadas a producéo de energia e a regulacao de crescimento celular,
além da sintese de compostos biologicamente importantes. No entanto, quando a
presenca destes radicais livres é superior a das defesas do organismo ocorre o
comprometimento da manutencdo de muitas funcbes fisiologicas (PIETTA, 2000;
MANSUR, 2011).

Antioxidantes podem ser de origem enddgena, como as enzimas superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) (BENZAQUEN, 2009), ou provenientes da dieta
alimentar ou de outras fontes como o acido ascorbico (Vitamina C), os tocoferdis
(Vitamina E), polifendis e carotendides (FABRIS et al., 2008). (Figura 48).

Figura 48 - Estruturas quimicas de alguns antioxidantes

vitamina E HO OH
acido ascérbico

OH OH
C(CHg)3
aY,
HO
OH
resveratrol O._ BHA

Fonte: ELABORADADA PELA PROPRIA AUTORA

Ha duas maneiras dos antioxidantes impedirem ou inibirem um processo de
oxidagdo: protegendo os alvos lipidicos a partir dos iniciadores da oxidagdo ou
bloqueando a fase de propagacgéo. Para tal, diferentes tipos de antioxidantes utilizam-se
de diferentes mecanismos, tais como: doacdo de atomos de hidrogénio (antioxidantes
primarios), remocdo de oxigénio (antioxidantes removedores de oxigénio), complexagéo
com ions metélicos (antioxidantes quelantes), entre outros (BENZAQUEN, 2009;
MANSUR, 2011).

Em virtude de suas propriedades, os antioxidantes sdo amplamente utilizados nas
industrias alimenticia (BENZAQUEN, 2009), farmacéutica e de cosméticos
(CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2006). Uma vez que o0s antioxidantes sintéticos
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tém encontrado espago no &mbito industrial, a busca por novos agentes continua a atrair

0 interesse de pesquisadores.
6.2.1 Parte experimental

Os ensaios bioldgicos para determinacdo do potencial antioxidante dos
compostos sintéticos descritos neste trabalho foram realizados no Nucleo de Pesquisa e
Inovacao em Ciéncias da Saude (NUPICS), da Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora - MG, sob orientacdo da Profa. Dra. Nadia

Rezende Barbosa Raposo.
6.2.1.1 Avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada utilizando-se o metodo 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH; Sigma Aldrich, USA), descrito por Sreejayan e Rao
(SREEJAYAN; RAO, 1996) com minimas modificacdes. Este método é baseado na
reducdo do radical DPPH a um nado-radical (DPPH-H), na presenca de um antioxidante
(AH) doador de potons (H) (KOLEVA et al., 2002). Desta forma, no referido método,
o radical livre DPPH’, de coloracdo violeta e que absorve luz préximo a 510 nm, quando
sofre reducdo pelo antioxidante da amostra, converte-se a 2,2-difenil-1-picril-hidrazina
(DPPH-H), de coloracdo amarela; consequentemente, ocorre o desaparecimento da
banda de absorcdo que pode ser monitorado pelo decréscimo da absorbancia. Uma vez
que a descoloragcdo da amostra inicial é proporcional ao grau de reducdo e ao DPPH
restante, torna-se possivel avaliar a captura dos radicais livres pelo suposto antioxidante
(MANSUR, 2011).

A aliquotas de 150 pL de uma solugio de DPPH em etanol a 0,05 mM foram
adicionadas 50 pL de solucBes etandlicas de cada um dos compostos sintéticos nas
concentracdes de 0,97 a 250 pg/mL em placas de 96 pocos. Resveratrol (trans-
resveratrol 99,0%, Attivos Magistrais, Brasil) e/ou acido ascorbico foi utilizado como
padrdo nas mesmas concentragfes. As reagdes ocorreram a temperatura ambiente, no
escuro, durante 30 minutos e entdo as absorbancias foram lidas em um
espectrofotdbmetro (A = 510 nm). A inibicdo do radical DPPH foi calculada usando a

Equacéo 2:

%de inibi ¢io — 100 x (AO - AS)/AO Equa(;éo 2
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Na qual Ao é a absorbancia do controle negativo e As é a absorbancia das
amostras testadas.

O valor da concentracdo inibitéria minima (Clsp) foi calculado a partir da
equacdo da curva obtida no grafico de dispersdo linear e expressos em pg/mL ou em
UM. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Foi realizada uma andlise
estatistica descritiva e ANOVA seguida pelo teste de Tukey, com auxilio do programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v.14.0 para software Windows, para
comparar os valores médios de Clsy calculados para as amostras sintéticas versus o

padrdo. O nivel de significancia foi de 5%.
6.2.2 Resultados e Discusséo
6.2.2.1 Atividade antioxidante in vitro dos compostos la-g e 2a-g no ensaio do DPPH

Os resultados da andlise da atividade antioxidante dos conjugados
esteroides/bases de Schiff la-g e 2a-g estdo na Tabela 20 e foram expressos em Clsg,
medida que corresponde a concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir a
concentracéo inicial do DPPH- em 50%. Logo, quanto mais baixo o valor de Clsg, mais
eficiente é o composto sintético como antioxidante. Foram avaliados também os acidos
biliares de partida, célico e desoxicolico.

Dentre os compostos analisados, as amidas biliares precursoras 1 e 2 foram as
que necessitaram das mais baixas concentracGes para inibir o radical DPPH-. A opgéo
por conjugar bases de Schiff aos esteroides foi baseada no fato de as iminas ja serem
descritas como antioxidantes. Contudo, considerando o mecanismo pelo qual os
candidatos a antioxidantes inibem o radical DPPH-, os grupos funcionais substituintes
da porcdo aromatica iminica terminal (ou, os grupos funcionais presentes no aldeido de
partida) € que serdo ou ndo responsaveis pela captacdo do radical livre. Nesta
perspectiva, os conjugados que apresentaram melhor atividade foram os compostos 1a,
1b, 2a e 2b; todos eles possuem um grupo carboxila (-COOH) como substituinte do
anel terminal, o qual pode ser o responsavel pela captacdo de DPPH-, embora isto tenha
ocorrido de forma menos intensa do que com as amidas precursoras. OS grupos
carboxila podem também interagir com ions metélicos, responsaveis pela iniciacdo da
reacdo de Fenton, a qual é responsével pela producdo de radicais hidroxila. Assim, as
moléculas que contém grupo carboxila seriam uteis como quelantes de metais (ROSA et

al., 2008). Os conjugados menos ativos como antioxidantes foram os compostos 1f e 2f,
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gue possuem um grupo nitro na posi¢do para do anel aromatico terminal. Isto sugere
que a presenca deste grupo funcional influencia de forma negativa o perfil antioxidante

dos conjugados.

Tabela 20 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos la-g e 2a-g no ensaio do

DPPH
2 3
NH < >4'N\ 8‘9' 10
6 5 7'L©11
13" 12'
la-g
2a-g
(continua)
Compostos Estrutura Clsp (ug/mL)?

1 - 19,60

1b R=0OH, 11'=CO,H, 9'=10'=12'=13'=H 31,83

1d R=0H, 11'=N(CH,),, 9'=10'=12'=13'=H 247,18

1f R=0OH, 11'=NO,, 9'=10'=12'=13'=H 449,10

acido desoxicolico - 669,29

2a R=H, 9'=CO,H, 10'=11'=12'=13'=H 20,45

2c R=H, 9'=0H, 12'=Br, 10'=11'= 13'=H 307,61

2e R=H, 9'=OH, 11'=OH, 10'=12'= 13'=H 200,27
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Tabela 20 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 1a-g e 2a-g no ensaio do

DPPH
(concluséo)
Compostos Estrutura Clso (ug/mL)?
2f R=H, 11'=NO,, 9'=10'=12'=13'=H 325
29 R=H, 9'= NO,, 10'=11'=12'=13'=H 123,06
Resveratrol® : 918

#Cls: Concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir a concentragao inicial do
DPPH- em 50% / ® Resveratrol foi utilizado como droga de referéncia. Fonte:
ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

6.2.2.2 Atividade antioxidante in vitro dos compostos 7, 8, 9-12 e bases de Schiff
derivadas do 4-carboxibenzaldeido (4 e 5) no ensaio do DPPH

O perfil antioxidante dos conjugados 8, 10-12, bem como de seus aldeidos
precursores 7 € 9 e das duas bases de Schiff livres 4 e 5 estdo descritos na Tabela 21. A
primeira observacdo € de que, dentre 0s conjugados, 0s compostos 8 e 10 sdo 0s que
necessitaram das mais baixas concentragdes para inibir o radical DPPH-. Estes dois
compostos ndo diferem estatisticamente do controle resveratrol, o que os torna bastante
atrativos do ponto de vista bioldgico. Por outro lado, o conjugado 11 ndo mostrou-se
ativo como antioxidante. Estes resultados sugerem que a presenca do grupo hidroxila no
anel aromatico terminal foi essencial para o perfil antioxidante dos conjugados, uma vez
que o Unico conjugado ndo-ativo ndo possui este substituinte no anel terminal. Além
disso, estes resultados sugerem também que as diferentes porgdes esteroidais (&cido
célico, no conjugado 8 e colesterol no conjugado 10) ndo influenciam
significativamente a atividade antioxidante dos conjugados, pois os valores de Clsy Séo

equivalentes (9,14 e 10,21 pg/mL).

Comparando agora as atividades antioxidantes dos conjugados com as das bases
de Schiff livres, os resultados mostram que, para o par conjugado 11 / imina livre 5, a
porcdo esteroidal potencializou a atividade antioxidante da base livre em quase duas
vezes (Clsp = 279,1 pg/mL para a imina 5 e Clsp = 161,87 pg/mL para o conjugado 11).
Por outro lado, comparando os conjugados 8 e 10 com a base de Schiff 4, observa-se

que a imina é cerca de duas vezes mais ativa como antioxidante. Ainda assim, é possivel
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concluir que a conjugacdo de bases de Schiff e nlcleos esteroidais constitui-se uma
estratégia Util no desenvolvimento de agentes antioxidantes mais lipofilicos; tal
afirmativa é reforcada pelo fato de que ambos os aldeidos precursores (7 e 9) nédo
apresentaram atividade antioxidante.

Tabela 21 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 7-12, 4 e 5 no ensaio do
DPPH

Compostos Estrutura quimica Clsp (ug/mL)?

8 Q)LW 9,14 + 0,05*
S

OH

10,21 £ 0,03*

4,17 + 0,04

Resveratrol 9,18 + 0,08

#Clso: Concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir a concentracdo inicial do DPPH-
em 50% # desvio padréo das médias / ® Resveratrol foi utilizado como droga de referéncia / *
p>0,05, entre 0s compostos sintéticos e o resveratrol padrdo. Fonte: ELABORADA PELA
PROPRIA AUTORA
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6.2.2.3 Atividade antioxidante in vitro dos aldeidos e amidas biliares (compostos 13-16)
no ensaio do DPPH

Os resultados da analise da atividade antioxidante dos aldeidos e amidas biliares
revelaram que os aldeidos 15 e 16, em concordancia com o descrito no item anterior
para os demais aldeidos (7 e 9), ndo apresentam atividade antioxidante. Por outro lado,
esperava-se que as amidas biliares 13 e 14 apresentassem atividade antioxidante
comparavel as apresentadas pelas amidas 1 e 2 (derivadas do 1,4-diaminobenzeno), o
que ndo ocorreu. As amidas derivadas do 1,3-diaminobenzeno, como pode ser
observado na Tabela 22, ndo foram capazes de inibir o radical DPPH-. Estes resultados
sugerem que a posigédo dos substituintes -NH; influencia de forma significativa no perfil
antioxidante dessas amidas biliares. A substituicdo na posigédo 4 parece ser mais efetiva

para a inibicéo do radical DPPH do que a substitui¢do na posicéao 3.

Tabela 22 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 13-16 no ensaio do DPPH

Compostos Estrutura quimica Clso (ug/mL)?
13 : i ) ndo quantificavel
HO" "’cH)H
14 0 @ 553,16
Ho\“ "
15 OH 1207,27
Ho\""’gH 1
16 ’ ndo quantificavel
Ho\' !
Resveratrol® 9.18

#Clso: Concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir a concentracdo inicial do DPPH-
em 50% / ® Resveratrol foi utilizado como droga de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA
PROPRIA AUTORA
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6.2.2.4 Atividade antioxidante in vitro das bases de Schiff lipofilicas e dos aldeidos
precursores (compostos 17-24) no ensaio do DPPH

Na Tabela 23 a seguir encontram-se os resultados dos testes que avaliaram a
atividade antioxidante dos compostos desta serie. Como podemos observar, nenhum dos
aldeidos precursores apresentou atividade antioxidante satisfatoria, ou seja, as
concentragOes destes compostos sintéticos necessarias a reducdo da concentracgdo inicial
do DPPH- em 50% s&o bastante elevadas. Por outro lado, os compostos 20-22
apresentaram atividades antioxidantes bastante satisfatdrias, os valores de Clso foram de
4,85, 5,86 e 7,01 pg/mL respectivamente. Tais valores sdo comparaveis ao apresentado
pelo resveratrol (9,18 pg/mL). Além disso, a observacdo de que o composto 23 nédo
apresenta atividade antioxidante e que, este difere do composto 22 pela presenca de um
grupo hidroxila como substituinte do anel aromatico terminal, sugere que este grupo -
OH seja o responsavel pela captacdo de DPPH-, através do mecanismo de doacdo de

préton ao radical.

Ainda em relacdo a influéncia da estrutura quimica no perfil biolégico desta
classe de compostos, é possivel observar a seguinte ordem decrescente na atividade
antioxidante: 22>20>21. Tal ordem compreende os compostos contendo 12, 8 e 9

atomos de carbono na cadeia alquila, respectivamente.

Tabela 23 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 17-24 no ensaio do DPPH

18 n=2 =OH;n=
19 n=5 22 R=0OH;n=5
23 R=H;n=5

(continua)
Compostos Clso (ug/mL)?
17 779,57
18 2484,29
19 1406,84
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Tabela 23 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 17-24 no ensaio do DPPH

(concluséo)

Compostos Clso (ug/mL)*
20 5,86
21 7,01
22 4,85
23 366,35
Resveratrol® 9,18

#Clso: Concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir a concentragdo inicial do DPPH-
em 50% / ® Resveratrol foi utilizado como droga de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA
PROPRIA AUTORA

6.2.2.5 Atividade antioxidante in vitro das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas 31a-e e

32a-e no ensaio do DPPH

Como mostrado na Tabela 24, os resultados da atividade antioxidante dessa
classe de moléculas mostraram que os compostos derivados do 4-piridinocarboxaldeido
necessitaram de menores concentragdes para inibir o radical DPPH- do que os derivados
do 2-piridinocarboxaldeido. Isto sugere que a posicdo do heteroatomo nitrogénio
influencia o perfil biologico dessas moléculas e, a posicdo 4- mostrou-se preferencial a
posicdo 2- na busca por agentes antioxidantes. No entanto, estudos adicionais sdo

necessarios para se estabelecer uma relacao estrutura-atividade.

Dentre os derivados do 4-piridinocarboxaldeido (31a-e), 0 composto mais ativo
foi a imina 31a, com Clsg = 8,79 uM, o qual é estatisticamente similar ao valor
apresentado pelo acido ascorbico (Clsg = 9,48 uM) e cerca de 4 vezes mais ativa do que
o resveratrol (Clso = 37,28 uM). Para os compostos derivados deste mesmo aldeido a
seguinte ordem decrescente de atividade foi observada: 31a > 31d >31e >31b > 3lc.
Dentre os derivados do 2-piridinocarboxaldeido (32a-e), 0 composto mais ativo foi a
imina 32a, com Clsp = 19,82 uM e a seguinte ordem decrescente de atividade foi
observada para estes derivados: 32a > 32d > 32b/2e > 32c. Diante destes resultados, €
possivel sugerir que novamente a presenca de uma hidroxila fenolica desempenha um

papel na inibicdo do radical DPPH-, através do mecanismo de doacdo de proton ao
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radical. Os demais compostos néo séo considerados antioxidantes promissores, uma vez

que necessitaram de altas concentracGes para promover a inibicdo do radical DPPH-.

Tabela 24 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 31a-e e 32a-e no ensaio do
DPPH

=C, 4-piridinocarboxaldeido (31)
=N, 2-piridinocarboxaldeido (32)

HQ

\:Y N
31a, 32a 31b, 32b 31c, 32¢
X@ﬂ\ H xmﬂ\
\=y N*N‘@ =y  N-NH /=
N
31d, 32d 3le,32e O \_

Compostos Clso (UM)? Compostos Clso (UM)?
3la 8,79+1.21 32a 19,82 + 0,91
31b 491,72 + 6,15 32b 2236,68 + 188,71
31c 581,42 + 14,73 32¢c 3462,65 + 104,36
31d 63,61 + 0,76 32d 254,06 + 2,92
3le 291,81 +7,76 32e 2091,79 + 92,41

Acido ascorbico® 9.48 + 0,06 Resveratrol® 37.28

#Clso: Concentragdo de antioxidante necessaria para reduzir a concentragéo inicial do DPPH-
em 50% + desvio padréo das médias / ® Acido ascérbico e resveratrol foram utilizados como
drogas de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA

6.2.2.6 Atividade antioxidante in vitro das tioiminas 33-39 e do precursor 36 no ensaio
do DPPH

As duas tioiminas e 0 benzotiazol derivados da 2-mercapto anilina também
foram avaliados como antioxidantes e, objetivando avaliar a influéncia do grupo
mercapto -SH na atividade biologica em questdo, comparamos estas tioiminas com suas
respectivas iminas, previamente sintetizadas e avaliadas como antioxidantes por nosso
grupo de pesquisa (CALIL et al., 2012), Tabela 25. A melhor atividade antioxidante foi
demonstrada pela tioimina 34 (Clso = 18,45 uM), que é duas vezes mais ativa do que o
resveratrol (Clso = 37,28 uM) e 85,5 vezes mais ativa que a correspondente imina 34a.

Observou-se também que a tioimina 35 (Clsp = 76,22 uM) é 36 vezes mais ativa que a
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correspondente imina 35a e que o benzotiazol 33, apesar de ndo apresentar atividade
antioxidante significativa, é ainda mais ativo do que a imina 33a. Todos estes resultados
demonstram a influéncia do grupo mercapto na atividade antioxidante dos compostos,
que caracteriza-se como o responsavel pela inibicdo do radical DPPH-. Como foi
demonstrado, a insercdo de um grupo mercapto é uma estratégia eficaz na busca por
novos agentes antioxidantes e os compostos aqui descritos podem ser utilizados como

prototipos no desenvolvimento de novos agentes antioxidantes.

Tabela 25 - Atividade antioxidante in vitro dos compostos 33-39 no ensaio do DPPH

Compostos Estrutura quimica Clso (UM)?

S

33 ©[ — ) 247,53
N

34 G”@NOZ 18,45

/

35 C}N//—< >—N\ 76,22

33a @N//—@OH 403,87

34a @N//_@ NO; 1577,80
/

35a @N/ N 2721,87

Resveratrol® 37.28

#Clso: Concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir a concentracdo inicial do DPPH-
em 50% / ° Resveratrol foi utilizado como droga de referéncia. Fonte: ELABORADA PELA
PROPRIA AUTORA

6.3 ATIVIDADE FOTOPROTETORA

A radiagdo solar é imprescindivel para a vida na Terra e proporciona diversos
efeitos benéficos a salde humana, como por exemplo, a conversdo de ergosterol a
vitamina D, acdo fungicida e bactericida, e até mesmo sensacdo de bem estar. Por outro

lado, a radiacéo ultravioleta (UV), cuja maior fonte natural é o sol, pode provocar
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alteracOes fisioldgicas diversas no organismo humano, dependendo da intensidade,
tempo de exposicdo, suscetibilidade genética e a da propria pigmentacdo da pele do
individuo (VELASCO et al., 2011). Dentre estas alteracGes, estdo danos ao DNA,
alteracdes quimicas e histoldgicas na epiderme, envelhecimento precoce, cataratas,
carcinogénese, e outras (BALOGH, 2011).

A radiacdo ultravioleta (A entre 100 e 400 nm) é dividida em UVC (A 100-280
nm), UVB (A 280-320 nm) e UVA (A 320-400 nm). Enquanto a radiacdo UVC é retida
na estratosfera, as radiaces UVA e UVB estdo associadas a danos cumulativos a pele:
os raios solares UVA penetram nas camadas mais profundas da pele e danificam o DNA
e o0s tecidos através da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(WANG; OSTERWALDER; JUNG, 2011), que sdo as principais responsaveis pelo
desenvolvimento do cancer de pele e pelo fotoenvelhecimento; enquanto os raios UVB

produzem eritemas e queimaduras (MANSUR, 2011).

A fotoprotecdo pode ser definida como um "método profilatico e terapéutico
frente aos efeitos danosos da radiacdo ultravioleta” (GONZALEZ; FERNANDEZ-
LORENTE; GILABERTE-CALZADA, 2008) e é realizada por meio do uso de
protetores solares, roupas protetoras e acessorios adequados, além é claro, de exposi¢do

segura ao sol.

Apesar desses recursos, ainda se observa um aumento da incidéncia de cancer de
pele em grande parte do mundo, inclusive no Brasil. De acordo com o Ministério da
Saude e com o INCA, em estimativa divulgada, o cancer de pele do tipo ndo melanoma
(tipo mais frequente de cancer de pele e cancer mais frequente na populacdo de pele
clara) sera o tipo de cancer mais incidente na populacdo brasileira em 2015 (OMS,
2014).

Desta forma, a busca por substancias com potencial acdo fotoprotetora é uma

importante ferramenta de prevencdo a este tipo de cancer.
6.3.1 Parte experimental

Os ensaios biologicos para determinacdo do potencial fotoprotetor dos
compostos sintéticos descritos neste trabalho foram realizados no Nucleo de Pesquisa e
Inovacdo em Ciéncias da Saude (NUPICS), da Universidade Federal de Juiz de Fora,

Juiz de Fora - MG, sob orientacdo da Profa. Dra. Nadia Rezende Barbosa Raposo.
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6.3.1.1 Avaliagdo da eficécia fotoprotetora

A atividade fotoprotetora dos compostos sintéticos foi determinada em termos
do FPS (Fator de Protecdo Solar UVB), FPUVA (Fator de Protecdo UVA) e
Comprimento de Onda Critico (Ac), com 0 objetivo de determinar todo o espectro de
protecdo UV. O FPS é a razdo entre a dose de radiacdo UVB necessaria para
desenvolver eritema na pele protegida pelo fotoprotetor e a dose de radiagcdo UVB, para
0 mesmo efeito, com a pele desprotegida, sem aplicagdo de qualquer produto
(VELASCO et al., 2011); enquanto o FPUVA, por sua vez, se refere a protecdo contra a
radiacdo UVA, responsavel pela producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(WANG; OSTERWALDER; JUNG, 2011). Neste contexto, o Comprimento de Onda
Critico () € um pardmetro que determina se um filtro tem amplo espectro de protecdo
ou ndo. Trata-se de uma outra medida da propriedade de protecdo UVA de um produto,
definida como o comprimento de onda mais curto em que a absor¢do de radiacédo
corresponde a 90% da absorc¢do total, de 290 a 400 nm. A FDA (FDA, 2011) adota a
mesma classificagdo criada por Springsteen (SPRINGSTEEN et al., 1999), que
considera que para ser indicado como adequado na protecdo a radiagdo UVA, um

fotoprotetor deve apresentar valor de A, maior que 370 nm (VELASCO et al., 2011).

Determinou-se também a razdo UVA/UVB. Esta é mais uma medida do espectro
de protecdo e da uma boa idéia de qual regido UV é melhor bloqueada pelas substancias
analisadas. A proporcdo UVA/UVB esta associada com a plenitude de protecdo quando
esta razdo excede 0,92 (VELASCO et al., 2011). A propor¢do UVA/UVB pode também
ser expressa com estrelas, e esta representacdo é chamada de sistema Boots Star Rating
0 qual classifica os produtos em categorias de 0 a 5 estrelas (DERMATEST, 2008);

sendo que o maior numero delas corresponde a uma maior protecdo UVA (Tabela 26).
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Tabela 26 - Sistema Boots Star Rating relacionado a razéo UVA/UVB

Medida inicial da razdo UVA/UVB
0,0 20,59 0,6a0,79 0,8a0,89 > 0,89
0,0a0,56 sem sem sem sem
classificagdo classificacdo classificacdo classificacdo
Razédo
UVA/UVB | 0,57 a0,75 sem ) . 0. ¢ 0. 8.0 ¢ * k&
classificagédo
apés
0,76 a 0,85 sem * %k * %k Kk % k%
exposicao P
classificagéo
> 0,86 sem * %k * % Kk 2. 0. 0.0.8 ¢
classificagdo

Fonte: TRADUZIDA DE Test Protocol Outline Boots Star UVA Rating Determination - per
sample (DERMATEST, 2008)

6.3.1.2 Avaliagdo in vitro da eficécia fotoprotetora

A atividade fotoprotetora dos compostos sintéticos foi avaliada seguindo
metodologias reconhecidas e devidamente validadas descritas pela European Cosmetic,
Toiletry and Perfumery Association (COLIPA, 2009).

Os protetores solares a serem analisados foram compostos pela adicdo de 15%
de cada substancia sintética a locdo inerte Lanette. Cada amostra a ser analisada foi
pesada precisa e rapidamente (para reduzir a evaporacdo do produto e secagem) para
satisfazer a taxa de aplicacdo de 1,3 mg cm? em placas de polimetilmetacrilato
(PMMA) Helioplate™ HD6 (Helioscreen, Franga) com superficie texturizada (Sa = 6
um) (quantidade real aplicada: 32,5 mg determinada por pesagem das placas antes e
imediatamente apds a aplicagdo dos produtos). As amostras foram pesadas diretamente
na superficie da placa, aplicando-se o produto testado em um grande numero de
pequenas goticulas de massa aproximadamente iguais, e espalhando-o manualmente
com a ponta do dedo coberto com dedeira pré-saturada com a amostra, até se obter um

filme visualmente uniforme.

A difusdo do produto foi realizado em duas etapas: (i) distribuicdo rapida do
produto, sem pressdo (20-30 segundos); e (ii) esfregando-o na superficie rugosa usando

pressdo (também 20-30 segundos). Para cada produto, foram preparadas trés placas que
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foram entdo mantidas em repouso, protegidas da exposicdo a luz em cadmara escura a
temperatura ambiente (~20 °C) durante 15 minutos, a fim de facilitar a formacao de um

filme de protetor solar.

Apds este intervalo de tempo, as placas contendo o produto foram lidas em
espectrofotbmetro de transmitancia difusa (UV-2000S, Labsphere, EUA). A
transmissdo/difracdo/reflexdo da radiagdo UV atraves da amostra foi medida na faixa de
290-450 nm, em intervalos de 1 nm em 9 locais diferentes de cada uma das placas (area
total de medicdo = 2,0 cm?). O branco foi preparado utilizando placas HD6 cobertas
com 15 pL de glicerina, devido a sua transparéncia e nao-fluorescéncia UV. Utilizando

o0s dados gerados, 0 FPS;, vitro foi calculado usando a Equagéo 3.

A=400nm
f/1=290 EA)xI(A)xdA
FPS in vitro = A

[iER00mm b 3)x1(1)x 10~ 40D xdz

Equacéo 3

Na qual:

E(X) = Espectro de Ac¢do Eritematosa; (L) = Irradiancia espectral simulada na
faixa UV; Ao(L) = Absorbancia monocromatica média do produto, antes da exposicao a

radiacgdo ultravioleta e dA = Diferenca entre os comprimentos de onda (1nm).

Com o intuito de se obter o valor FPUVA, primeiramente calculou-se o
coeficiente de ajuste "C", como mostrado na Equacao 4, utilizando-se o FPS rotulado,

calculado previamente pelo software UV-2000.

A=400nm
[ EM)XI(A)xdA
FPS in vitro,adj = FPS rotulado = )1=4001fn:290nm
’ i —200mm E@)XI()x10~40xCxd)

Equacédo 4

Utilizando o valor de “C”, foi calculado 0 FPUVA inicial, através da Equacéo 5,

e a dose de irradiacdo ultravioleta “D”, foi calculada através da Equagao 6.

A=400nm POYXI(D)xdA )

FPUVAO = 1:400{/};320%1 A)xI(A)x Equagao ;
3200 mm PAIXI(A)x10740xCxdg

D = FPUVA, X D, Equacio 6

Na qual:
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D, é a dose de radiacdo UVA (1,2 J cm™) e P()) é o espectro de acdo PPD
padronizados pela COLIPA (COLIPA, 2009).

As placas foram inseridas na fonte de irradiagio UV (simulador solar Suntest
CPS+, Atlas, EUA), a temperatura da cdmara de irradiacdo foi mantida abaixo de 40 °C
e, em seguida, expostas a dose D de UV calculada. Depois disso, novas medicGes de
absorbancia foram realizadas para os protetores solares, para a aquisi¢do do segundo
espectro de UV. O FPUVA final foi entdo calculado de acordo com a Equacdo 7. Se o
coeficiente de variacdo (CV) entre os espectros FPUVA da mesma placa tivesse sido

superior a 20%, mais placas eram medidas até que o valor limite de CV fosse alcancado.

A1=400nm
P(A)XI(A)xdA
FPUVA = /1:40({;11;32071111 A)x1(A)x

Ji—290mm PA)XI(A)x10=AMXCxda

Equacéo 7

Na qual:
A()) é a absorbancia monocromatica média do produto apos a irradiacdo UV.

Para o calculo do comprimento de onda critico (A¢), uma série de valores de
absorbancia foram calculados para cada uma das trés placas separadamente nas quais
foram aplicados cada um dos compostos sintéticos. A absorbancia de cada incremento
do comprimento de onda A, foi calculada usando a Equacdo 8 e o Ac usando a Equacéo
9.

Ac

f 400nm
290nm

AL X dA =09 [,o, AL X dA Equacdo 8

A, = log <C’1/PA) Equagdo 9

Na qual:

C, =V xGR] X ..xCGn]) e  P="(R[1] x P[2] X ... x Py[n])
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Finalmente, a razdo UVA/UVB foi calculada como a razdo entre o FPUVA final
e 0 FPS rotulado.

A verificagdo da validade dos resultados foi obtida utilizando o Cosmetics
Europe Reference Sunscreen S2 (FPS determinado =18 + 1,5, FFUVA =12+ 1,1, Ac =
381 nm, e razdo UVA/UVB = 0,88). Todos os r esultados foram expressos como a
média de 27 determinacgdes (3 placas, 9 leituras, cada uma em diferentes locais) para
locGes contendo 15% de cada composto sintético avaliado.

6.3.2 Resultados e discussao

Os conjugados la-e e 2a-e, bem como suas amidas biliares precursoras (1 e 2)
apresentaram um perfil de fotoprotecéo variado, com FPS variando de 2 a 9 e FPUVA
de 2 a 11, como mostrado na Tabela 27. O FPS, ou seja, a protecdo destes compostos
contra os raios solares UVB foi semelhante, mas as atividades dos conjugados 2c, 2e e
2g foram mais significativas do que a do resveratrol e a da base de Schiff livre, c. Isto
demonstra que a presenca dos grupos hidroxila, brometo e nitro no anel terminal podem
ser vistos como influéncias positivas para os satisfatorios valores de FPS. Por outro
lado, em relacdo aos seus respectivos derivados do acido colico, compostos 1c, le e 1¢,
apenas o conjugado 1c apresentou um FPS satisfatorio. 1la e le apresentaram oS
menores valores de FPS. No entanto, uma vez que os conjugados 1c e 1f apresentaram
fotoprotecdo semelhante a do resveratrol e superior a da base de Schiff 28, a presenca
destes grupos funcionais mencionados €, de fato, relevante para a prote¢do contra 0s
raios UVA. E importante ressaltar ainda que todos os conjugados sintetizados so
melhores fotoprotetores que suas amidas biliares precursoras, 0 que sugere que a por¢ao

base de Schiff influencia positivamente na atividade fotoprotetora.

Quanto a determinacgéo dos valores de FPUVA, os conjugados 1b-d, 1f, 2b, 2c,
2e e 29 apresentaram protecdo muito semelhante entre si contra os raios UVA e, a
conjugacéo levou a uma melhoria significativa da atividade neste intervalo do espectro
solar, uma vez que o FPUVA aumentou de 2 no resveratrol e 5 na base de Schiff 28
para 5-11 nos conjugados citados. Além disso, todos os conjugados foram igualmente
ou, pelo menos, duas vezes mais ativos que o resveratrol, apesar de alguns deles
permanecerem com o0 mesmo FPUVA da base de Schiff. Isto € de enorme importancia,
se consideramos que os raios UVA sdo conhecidos por desempenharem um papel

influente no desenvolvimento do cancer de pele.
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Em relacdo a determinagdo do comprimento de onda critico, tanto os conjugados
quanto as amidas precursoras sdo considerados fotoprotetores adequados, pois todos

esses compostos sintéticos apresentaram valores de A maior que 370 nm.

De acordo com a Tabela 26, de sistema Boots Star Rating, os conjugados 1b-f,
2b-f e 2g sdo, portanto, 5 estrelas; 1g e 2f sdo 4 estrelas; 2a é 3 estrelas e, por fim, as

amidas precursoras 1 e 2, bem como o conjugado 1a, ndo recebem estrelas.

117



Tabela 27 - Resultados de fotoprotecdo dos conjugados 1a-e e 2a-e e das amidas biliares precursoras

2 2.3 HO
OH g * 24 1 & 9 10
: NH NM@ ' N
11
&) =
13" 12 28 By
HO" “R R= OH la-g
R=H 2ag
(continua)
Composto Estrutura Fps? EPUVAP 2 (Nm) Razdo UVA/UVB Razdo UVA/UVB

uimica inicial apos exposicao

la R=0H, 9'=CO,H, 10'=11'=12'=13'=H 2+0,1 2+0,1 383 0,48 0,48

1c R=0OH, 9'=0H, 12'=Br, 10'=11'= 13'=H 709 11+0,6 388 1,17 1,16

le R=0OH, 9'=0H, 11'=0H, 10'=12'= 13'=H 2201 2+01 387 1,07 1,06

19 R=0H, 9'= NO,, 10'=11'=12'=13'=H 3+0,2 4+0,3 388 0,87 0,87

2a R=H, 9'=CO,H, 10'=11'=12'=13'=H 30,2 0,65 0,62

2c R=H, 9'=0H, 12'=Br, 10'=11'= 13'=H 9+16 11+11 388 1,11 1,09
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(concluséo)

Composto Estrutura FPS®  FPUVA® 1 (nm) Razdo UVA/UVB Razdo UVAJUVB
quimica inicial apos exposicao
% R=H.9=OH, 11=0H, 10=12= 13=H 8108 8207 388 1,00 1,00
2f R=H, 11'=NO,, 9'=10'=12'=13'=H 3+0,2 4+0,3 389 0,89 0,86
29 R=H, 9'=NO,, 10'=11'=12'=13'=H 8+0,3 7+0,2 389 0,94 0,93
28 - 3405  5+05 387 1,10 111
Resveratrol 71,7 2+ 0,2 362 0,44 0,46

*FPS: Fator de Protecdo Solar (UVB)/ " FPUVA: Fator de Protecdo UVA/ ¢ Comprimento de Onda Critico. Fonte: ELABORADA PELA PROPRIA AUTORA
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7 PARTE EXPERIMENTAL
7.1 MATERIAIS E METODOS GERAIS

Para a determinacdo das faixas de fusdo dos compostos sintetizados utilizou-se
um aparelho digital modelo MQAPF-301-Microquimica no Departamento de Quimica,
ICE, URJF.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram registrados em
espectrometro BOMEM-FTIR MB-102 ou no espectrometro BRUKER ALPHA FT IR
no Departamento de Quimica, ICE, UFJF.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C, bem como os
espectros de RMN em 2D foram obtidos em espectrometro BRUKER AVANCE
DRX300 (300HMz) ou no BRUKER AVANCE DRX300 HD 500 no Departamento de
Quimica, ICE, UFJF. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e

referenciados pelo TMS (6 = 0 ppm).

Os dados de analise elementar foram obtidos no Analisador modelo Perkin-
Elmer 2400 CHN na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

Os espectros de massas de alta resolucdo (LC-MS) foram obtidos no
Espectrometro MICROTOF — Bruker Daltonics na Central Analitica do Instituto de
Quimica da USP.

Para cromatografia em camada delgada de silica utilizou-se silica-gel 60G
MERK contendo revelador fluoresceina para U.V. disposta em laminas de vidro ou

placas comerciais de TLC contendo indicador de fluorescéncia Fs4.

Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-
0,200mm (70-230 mesh ASTM) MERK.

Como reveladores para cromatografia em camada delgada foram utilizados
solucdo etandlica de H,SO4 a 20% v/v (seguida de aquecimento) e lampada ultravioleta
(A =254 nm).

Nos procedimentos de purificacdo por extracdo, recristalizacdo ou coluna

cromatografica, foram utilizados solventes P.A. VETEC ou QUIMIS.
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Foram utilizados reagentes de diferentes procedéncias, principalmente Vetec,
Merk, Aldrich e Fluka.

Obs.: A numeracdo nas estruturas dos compostos obtidos neste trabalho foi
adotada por questdes didaticas e ndo corresponde com a numeracdo usada para a

nomenclatura.

7.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS SINTETICOS
7.2.1 Preparacao dos conjugados esteroides/bases de Schiff

7.2.1.1 Via formacdo de amida em C-24 dos acidos colico e desoxicélico
7.2.1.1.1 Preparacéo das amidas biliares 1 e 2

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, solubilizou-se 4,89 mmol de um
acido biliar (colico ou desoxicolico) em 30 mL de tetra-hidrofurano (THF). A seguir,
adicionou-se 4,89 mmol de 1,4-diaminobenzeno e 5,07 mmol de diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC) a mistura reacional, que foi entdo mantida a temperatura
ambiente e agitacdo constante por 24 h. Apoés este intervalo de tempo, verificou-se por
cromatografia em camada delgada (CCD) a formacdo da amida biliar desejada.
Prosseguiu-se com a adicdo de acetato de etila para precipitacdo do subproduto diciclo-
hexilureia (DCU), filtragcdo simples deste subproduto e evaporacao da fase organica com
auxilio de um rotaevaporador. O solido obtido foi entdo submetido a purificacdo em
coluna cromatogréafica utilizando-se como eluente uma mistura dos solventes CH,Cl, e
MeOH, sendo a amida biliar 1 obtida nas fracdes de gradiente 90:10 e a amida biliar 2

nas de gradiente 95:05.

Nomenclatura: N-(4-aminofenil)-4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-

1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 1

F.M.: C30H45N204/ M.M.: 498,35 g.mol'l

Caracteristica fisica: solido cinza
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F.F. (experimental): 157,8-158,3 °C
Rf (CCD): 0,66 CH,Cl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol

Rendimento: 41%

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,81 (s,
3H, 19-CHs); 0,97 (d, 3H, 21-CHg, J = 6,0); 1,22-2,04 (m, 22H, CH; e CH esqueleto);
2,16 (m, 2H, 23-CHy); 3,17 (sl, 1H, H-3p); 3,62 (sl, 1H, H-7p); 3,80 (sl, 1H, H-12p);
4,04 (d, 1H, 7-OH, J = 3,3); 4,13 (d, 1H, 12-OH, J = 3,0 ); 4,36 (sl, 1H, 3-OH); 4,97 (sl,
2H, -NH,); 6,48 (d, 2H, H-3’e H-5", J = 8,7); 7,21 (d, 2H, H-2’¢ H-6", J = 8,7); 9,44 (s,
1H, -NH).

ST mmmoadadNaNNNNNNNAdAAAAAAAAAAd A O

IS e

———9.444

__—1.222
T T—7.193
6502
T~ 6.473
E/4

) / / R TIa ///// /“

0.80>=

T T T T T T
11 10 9 8 7 6

RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 12,4 (C-18); 17,2 (C-21); 22,6 (C-19);
22,8-46,2 (CH, e CH esqueleto); 66,2 (C-7); 70,4 (C-3); 71,0 (C-12); 113,8 (C-3’ ¢ C-
5%); 120,8 (C-2’ e C-6°); 128,7 (C-1°): 144,4 (C-4°): 170,8 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3406 (v O-H e v N-H), 2935, 2866 (v C-H), 1654 (v C=0 amida),
1541, 1515 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (CsH47N2O4) requer m/z 499,3536,
encontrado m/z 499,3550.

Nomenclatura: N-(4-aminofenil)-4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 2

F.M.: C3oHsN203 / M.M.: 482,35 g.mol™
Caracteristica fisica: solido rosa seco
F.F. (experimental): 134,4-136,0 °C

Rf (CCD): 0,47 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
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Rendimento: 44%

RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg), 8 (ppm), J (Hz): 0,61 (s, 3H, 18-CHs); 0,85 (s,
3H, 19-CH3); 0,96 (d, 3H, 21-CH3, J = 6,0); 1,17-1,80 (m, 23H, CH, e CH esqueleto);
2,18 (M, 2H, 23-CHy); 3,80 (s, 1H, H-12B); 4,20 (d, 1H, 12-OH, J = 4,0); 4,48 (s,1H, 3-
OH): 4,92 (sl, 2H, -NH,): 6,49 (d, 2H, H-3’¢ H-5, J = 8,5); 7,20 (d, 2H, H-2’¢ H-6", J =

8,5); 9,41 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), 8§ (ppm): 12,0 (C-18); 17,0 (C-21); 23,0 (C-19):
26,9-46,2 (CH. e CH esqueleto); 47,4 (C-7); 69,9 (C-3); 71,0 (C-12); 113,8 (C-3’ ¢ C-
5%): 120,8 (C-2’ ¢ C-6°); 128,7 (C-1°); 144,4 (C-4’); 170,7 (C-24).
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LV. (KBr), v (cm™): 3433, 3398 (v O-H e v N-H), 2933, 2864 (v C-H), 1650 (v C=0
amida), 1515, 1512 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]® (CzoHs7N,O3) requer m/z 483,3587,
encontrado m/z 483,3618.

7.2.1.1.2 Procedimento geral de preparacdo dos conjugados la-e e 2a-e

Em um baldo de 25,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se 0,100 g da amida
biliar (0,20 mmol da amida 1 ou 0,21 mmol da amida 2) em 3,0 mL de metanol e em
seguida, sob agitacdo constante, adicionou-se 1 eq. molar de um aldeido aromatico. A
mistura permaneceu sob agitacdo e a temperatura ambiente e apds um determinado
intervalo de tempo (o qual variou de 5 min. a 10 h) observou-se a formagdo de um
precipitado. O meio reacional foi entdo filtrado e o precipitado foi lavado com metanol
e seco na estufa. Todos os compostos desta classe foram obtidos como soélidos

coloridos.
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Nomenclatura: acido-2-(4-(4-(4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamido)fenilimino)metil)benzdico 1a

- 2" 3
OH : , . HO2C \
e 24NH@N\\ 8'5 1>0
11'
7

0 6 5

13 12

F.M.: CagHsoN20g / M.M.: 630,81 g.mol™

Caracteristica fisica: s6lido bege

F.F. (experimental): 175,5-177,0 °C

Rf (CCD): 0,61 CH,Cl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO4 em etanol
Rendimento: 100%

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,81 (s,
3H, 19-CHs); 0,98 (d, 3H, 21-CHs, J = 5,4); 1,21-2,24 (m, 24H, CH, e CH esqueleto e
23-CH,); 3,17 (sl, 1H, H-3p); 3,62 (sl, 1H, H-7B); 3,80 (sl, 1H, H-12B); 4,05 (sl, 1H, 7-
OH); 4,15 (sl, 1H, 12-OH); 4,40 (sl, 1H, 3-OH); 6,89 (d, 2H, H-2’¢ H-6", J = 7,5); 7,15-
7,19 (m, 2H, H-7> ¢ -COOH); 7,44 (d, 2H, H-3’¢ H-5’, J = 8,1); 7,67-7,74 e 7,81-7,89
(m, 4H, H-10°, H-11°, H-12’ e H-13"); 9,69 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 12,4 (C-18); 17,2 (C-21); 22,6 (C-19)

22,8-56,1 (CH, e CH esqueleto); 66,3 (C-7); 70,5 (C-3); 71,1 (C-12); 114,5 (C-2’ ¢ C-

6’); 120,5 (C-3° e C-5°); 124,1 (C-12°); 124,7 (C-13°); 131,9 (C-11°); 132,0 (C-9°)
134,2 (C-10°); 140,8 (C-8); 144,5 (C-1°); 145,8 (C-4); 169,1 (C-7°); 171,2 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3348 (v O-H e v N-H), 2931, 2860 (v C-H), 1747 (v C=0 écido),
1660 (v C=0 amida), 1616 (v C=N),1523 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (CssHs:N2Og) requer m/z 631,3747,

encontrado m/z 631,3750.

Nomenclatura: acido-4-(4-(4-(4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamido)fenilimino)metil)benzdico 1b

21 2 3

F.M.: C3gHsoN206 / M.M.: 630,81 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido amarelo
F.F. (experimental): 338,0-339,5 °C

Rf (CCD): 0,41 CH,CI,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
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Rendimento: 71%
RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm), J (Hz): 0,60 (s, 3H, 18-CHs); 0,81 (s
3H, 19-CHg); 0,99 (d, 3H, 21-CHg3, J = 6,0); 1,23-2,37 (m, 24H, CH, e CH esqueleto e
23-CHy); 3,20 (sl, 1H, H-3p); 3,62 (sl, 1H, H-7pB); 3,81 (sl, 1H, H-12p); 4,02 (sl, 1H, 7-
OH); 4,13 (sl, 1H, 12-OH); 4,34 (sl, 1H, 3-OH); 7,33 (d, 2H, H-2’¢ H-6", J = 9,0); 7,67
(d, 2H, H-3’e H-5", J = 9,0); 8,02-8,08 (m, 4H, H-9°, H-10", H-12’e H-13"); 8,74 (s, 1H

H-7"); 9,99 (s, 1H, -NH).
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RMN de °C (125 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm): 12,8 (C-18); 17,6 (C-21); 23,1 (C-19)
23,3-46,6 (CH. e CH esqueleto); 66,7 (C-7); 70,9 (C-3); 71,5 (C-12); 120,1 (C-2’ e C-
6°); 122,2 (C-3’ ¢ C-5); 128,9 (C-9° e C-13"); 130,2 (C-10" e C-12°); 133,2 (C-11");
138,8 (C-1°); 140,4 (C-8°); 145,9 (C-4°); 158,4 (C-7°); 167,4 (COOH); 172,3 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3350 (v O-H e v N-H), 2921, 2867 (v C-H), 1699 (v C=0 écido),
1672 (v C=0 amida), 1598 (v C=N), 1537, 1510 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (CssHs:N2Og) requer m/z 631,3747,
encontrado m/z 631,3747.

Nomenclatura: 4-N-(4-(5-bromo-2-hidroxibenzilidenoamino)fenil)-4-(3,7,12-tri-

hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[o]fenantren-17-il)pentanamida 1c

HO,

F.M.: C37H4gBI’NQO5/ M.M.: 681,70 g.mol'l
Caracteristica fisica: sélido amarelo
F.F. (experimental): 301,5-303,0 °C

Rf (CCD): 0,67 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
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Rendimento: 66%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,80 (s,
3H, 19-CHs); 0,97 (d, 3H, 21-CHsg, J = 5,5); 1,20-2,36 (m, 24H, CH, e CH esqueleto e
23-CH,): 3,17 (sl, 1H, H-3B); 3,60 (sl, 1H, H-7); 3,79 (sl, 1H, H-12); 4,01 (d, 1H, 7-
OH, J =2,7); 4,12 (d, 1H, 12-OH, J = 3,0); 4,34 (d, 1H, 3-OH, J = 3,8); 6,93 (d, 1H, H-
10°, J = 8,8); 7,38 (d, 2H, H-2” ¢ H-6", J = 8,5); 7,52 (dd, 1H, H-11>, J = 8,6, J = 2,7);
7,68 (d, 2H, H-3’ ¢ H-5", J = 8,8); 7,83 (d, 1H, H-13", J = 2,2); 8,92 (s, 1H, H-7"); 10,03
(s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm): 12,3 (C-18); 17,2 (C-21); 22,6 (C-19):
22,8-46,1 (CH, e CH esqueleto); 66,3 (C-7); 70,5 (C-3); 71,0 (C-12); 109,8 (C-12);
119,0 (C-10%); 119,8 (C-8°); 121,3 (C-2> ¢ C-6"); 121,9 (C-3’ ¢ C-5"); 133,8 (C-13");
135,1 (C-11°); 138,9 (C-1°); 142,1 (C-4°); 159,3 (C-7°), 160,1(C-9°); 171,9 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3456 (v O-H), 3317 (v N-H), 2925, 2866 (v C-H), 1644 (v C=0
amida), 1600 (v C=N), 1539, 1508 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Cs/HsoBrN,Os) requer m/z 681,2903,
encontrado m/z 681,2941.

Nomenclatura: 4-N-(4-(4-(dimetilamino)benzilidenoamino)fenil)-4-(3,7,12-tri-hidroxi-

10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 1d

13" 12

HO"
F.M.: C3gHssN304 / M.M.: 629,87 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido amarelo
F.F. (experimental): 268,4-269,3 °C
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Rf (CCD): 0,61 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
Rendimento: 79%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,80 (s,
3H, 19-CHs); 0,98 (d, 3H, 21-CHg, J = 5,7); 1,21-2,34 (m, 24H, CH, e CH esqueleto e
23-CH,); 2,99 (s, 6H, N(CHs)2); 3,20 (sl, 1H, H-3B); 3,61 (sl, 1H, H-7p); 3,80 (sl, 1H,
H-12B); 4,04 (d, 1H, 7-OH, J = 3,3): 4,14 (d, 1H, 12-OH, J = 3,3); 4,36 (d, 1H, 3-OH, J
= 4,2): 6,77 (d, 2H, H-10’ ¢ H-12°, 3 = 9,0); 7,16 (d, 2H, H-9” ¢ H-13", J = 8,7); 7,59 (d,
2H, H-2’ e H-6>, J = 8,7); 7,72 (d, 2H, H-3> ¢ H-5", J = 8,7); 8,40 (s, 1H, H-7"); 9,89 (s,
1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm): 12,8 (C-18); 17,6 (C-21); 23,1 (C-19):
23,3-46,6 (CH; e CH esqueleto); 66,7 (C-7); 70,9 (C-3); 71,5 (C-12); 111,9 (C-10’ e C-
12°); 120,2 (C-2’ ¢ C-6°); 121,6 (C-3’ e C-5°); 124,5 (C-8’); 130,5 (C-9’ ¢ C-13°); 137,3
(C-1°); 147,5 (C-4°); 152,7 (C-11°); 158,9 (C-7°); 172,0 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3433 (v O-H e v N-H), 2933, 2866 (v C-H), 1662 (v C=0 amida),

1608 (v C=N), 1533, 1504 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (CsgHssN3Os) requer m/z 630,4271,

encontrado m/z 630,4296.

Nomenclatura: 4-N-(4-(2,4-di-hidroxibenzilidenoamino)fenil)-4-(3,7,12-tri-hidroxi-

10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 1e

F.M.: C37H50N206/ M.M.: 618,80 g.mol'l

Caracteristica fisica: sélido amarelo escuro
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F.F. (experimental): 204,2-205,5 °C
Rf (CCD): 0,48 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol

Rendimento: 80%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,80 (s,
3H, 19-CHj3); 0,98 (sl, 3H, 21-CHj3); 1,20-2,35 (m, 24H, CH, e CH esqueleto e 23-CHy);
3,16 (s, 1H, H-3B); 3,61 (sl, 1H, H-7p); 3,80 (sl, 1H, H-12p); 4,04 (sl, 1H, 7-OH); 4,14
(s, 2H, 12-OH e —OH aromatico); 4,36 (s, 1H, 3-OH); 6,28 (s, 1H, H-10"); 6,38 (d, 1H,
H-12°, J =6,6); 7,30 (d, 2H, H-2’ ¢ H-6°, J = 8,8); 7,39 (d, 1H, H-13", J = 8,8); 7,64 (d,
2H, H-3 e H-5°, J = 8,5); 8,77 (s, 1H, H-7°); 9,97 (s, 1H, -NH); 10,23 (s, 1H, -OH

aromatico).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-d), 8§ (ppm): 12,5 (C-18); 17,1 (C-21); 22,6 (C-19):
22,8-46,1 (CH, e CH esqueleto); 66,2 (C-7); 70,4 (C-3); 71,0 (C-12); 102,4 (C-10);
107,7 (C-12°); 112,1 (C-8°); 119,8 (C-2’ e C-6"); 121,3 (C-3’ ¢ C-5"); 134,2 (C-13°);
137,9 (C-1°); 142,7 (C-4°); 161,1 (C-7°), 162,2 (C-11°); 162,9 (C-9°); 171,7 (C-24).
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(ppm)
LV. (KBr), v (em™): 3442 (v O-H e v N-H), 2921, 2866 (v C-H), 1666 (v C=0 amida),
1616 (v C=N), 1535 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Cs7HsiN2Og) requer m/z 619,3747,
encontrado m/z 619,3765.

Nomenclatura: 4-N-(4-(4-nitrobenzilidenoamino)fenil)-4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-
dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 1f

21 2 3
OH18 * ! : ' 10'
- 24 NHi@‘LN\ o0
H: >—NO
o) 6' 5 7 2
13" 12

F.M.: C57H4gN306 / M.M.: 631,80 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido amarelo canario
F.F. (experimental): 223,5-224,3 °C

Rf (CCD): 0,56 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
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Rendimento: 81%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,79 (s,
3H, 19-CHj3); 0,98 (sl, 3H, 21-CH3); 1,20-2,36 (m, 24H, CH, e CH esqueleto e 23-CH,);
3,17 (sl, 1H, H-3B); 3,61 (sl, 1H, H-7B); 3,79 (s, 1H, H-12B); 4,04 (s, 1H, 7-OH); 4,14
(s, 1H, 12-OH); 4,35 (d, 1H, 3-OH, J = 3,8); 7,36 (d, 2H, H-2’ ¢ H-6°, J = 8,2); 7,68 (d,
2H, H-3’ e H-5", J = 7,7); 8,15 (d, 2H, H-9” e H-13", J = 8,8); 8,34 (d, 2H, H-10" ¢ H-
12°,J=8,5); 8,82 (s, 1H, H-7"); 10,02 (s, 1H, -NH).

——10.010
— 8.808
——8.316
—8.127
— 7.657
—7.336

T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3

RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 12,8 (C-18); 17,6 (C-21); 23,0 (C-19);
23,3-46,6 (CH, e CH esqueleto); 66,7 (C-7); 70,9 (C-3); 71,5 (C-12); 120,0 (C-2’ ¢ C-
6’); 1225 (C-3’ ¢ C-5): 124,4 (C-10° e C-12°); 129,8 (C-9’ e C-13°); 139,2 (C-1°);
142,2 (C-8°); 145,4 (C-4"); 149,0 (C-11"); 157,1 (C-7°); 172,3 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3463 (v O-H e v N-H), 2970, 2923, 2866 (v C-H), 1633 (v C=0
amida), 1598 (v C=N), 1515 (v C=C), 1344 (v N=0).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Ca7HsoN3Og) requer m/z 632,3700,

encontrado m/z 632,3720.

Nomenclatura: 4-N-(4-(2-nitrobenzilidenoamino)fenil)-4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-

dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 19

21 » 3
OH H . . OoN .
=L H 1 4 1
B & NH@N N8 >011'
o) 6 5 7'

13" 12'

F.M.: C37Ha9N306 / M.M.: 631,80 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido amarelo canario

F.F. (experimental): 285,9-287,0 °C
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Rf (CCD): 0,56 CH,Cl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
Rendimento: 65%

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,81 (s,
3H, 19-CHs); 0,98 (d, 3H, 21-CHs, J = 5,5); 1,25-2,33 (m, 24H, CH; e CH esqueleto e
23-CH,); 3,20 (sl, 1H, H-3B); 3,62 (sl, 1H, H-7p); 3,81 (sl, 1H, H-12B); 4,02 (sl, 1H, 7-
OH); 4,12 (sl, 1H, 12-OH); 4,33 (sl,1H, 3-OH); 7,29 (d, 2H, H-2’ ¢ H-6", J = 8,5); 7,67
(d, 2H, H-3> ¢ H-5", J = 8,5); 7,80 (m, 2H, H-11" e H-12°); 8,09 (d, 1H, H-13", J = 8,0);
8,17 (d, 1H, H-10°, J = 7,1); 8,87 (s, 1H, H-7°); 10,00 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 12,4 (C-18); 17,2 (C-21); 22,6 (C-19);
22,8-46,1 (CH, e CH esqueleto); 66,3 (C-7); 70,5 (C-3); 71,0 (C-12); 119,7 (C-2’ ¢ C-
6); 121,9 (C-3’ e C-5°); 124,5 (C-10°); 129,4 (C-9°); 130,2 (C-11°); 131,7 (C-13");
133,7 (C-12°); 138,6 (C-8°); 145,3 (C-1°); 149,2 (C-4"); 154,8 (C-7); 171,8 (C-24).
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(ppm)

LV. (KBr), v (em™): 3404 (v O-H e v N-H), 2925, 2864 (v C-H), 1668 (v C=0 amida),
1593 (v C=N), 1523 (v C=C), 1340 (v N=O).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Ca7HsoN3Og) requer m/z 632,3700,

encontrado m/z 632,3723.

Nomenclatura: acido-2-(4-(4-(4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamido)fenilimino)metil)benzdico 2a

2t 2 3 Lo
OH 18 : 24 1\ NH N0
Rl
fo) 6' 5 7

13" 12'

F.M.: C3gHsoN205 / M.M.: 614,81 g.mol™
Caracteristica fisica: solido bege

F.F. (experimental): 163,5-165,0 °C
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Rf (CCD): 0,61 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol

Rendimento: 65%

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 0,61 (s, 3H, 18-CHj); 0,85 (s,
3H, 19-CHs); 0,97 (d, 3H, 21-CHg, J = 5,1); 1,19-1,80 (m, 23H, CH; e CH esqueleto);
2,18-2,30 (m, 2H, 23-CH,); 3,81 (s, 1H, H-12p); 4,24 (s, 1H, 12-OH); 4,52 (s,1H, 3-
OH); 6,90 (d, 2H, H-2’ ¢ H-6", J = 7,2); 7,14 (sl, 2H, H-7’ ¢ -COOH); 7,45 (d, 2H, H-
3°e H-5°,J = 7,8); 7,67-7,74 € 7,81-7,89 (m, 4H, H-10°, H-11", H-12’ e H-13"); 9,69 (s,

1H, -NH).
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RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm): 12,9 (C-18); 17,6 (C-21); 23,6 (C-19);
24,0-46,7 (CH. e CH esqueleto); 47,9 (C-7); 70,4 (C-3); 71,5 (C-12); 114,2 (C-2’ e C-
6°); 120,9 (C-3" e C-5°); 124,6 (C-12°); 125,1 (C-13°); 130,9 (C-11°); 132,3 (C-9°);
134,7 (C-10°); 141,2 (C-8°); 144,5 (C-1°); 146,2 (C-4); 169,6 (C-7°); 171,6 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3406 (v O-H e v N-H), 2931, 2858 (v C-H), 1747 (v C=0 écido),
1664 (v C=0 amida), 1612 (v C=N), 1517 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (CagHsiN2Os) requer m/z 615,3798,
encontrado m/z 615,3802.

Nomenclatura: acido-4-(4-(4-(4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamido)fenilimino)metil)benzdico 2b

HO"
F.M.: C3gHsoN205 / M.M.: 614,81 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido amarelo
F.F. (experimental): 320,1-321,0 °C
Rf (CCD): 0,60 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
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Rendimento: 76%

RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 0,61 (s, 3H, 18-CHs); 0,85 (s,
3H, 19-CH3); 0,98 (d, 3H, 21-CH3, J = 6,0); 1,20-1,82 (m, 23H, CH, e CH esqueleto);
2,25-2,36 (M, 2H, 23-CHy); 3,18 (s, 1H, H-3p); 3,81 (s, 1H, H-12p); 4,22 (s, 1H, 12-
OH); 4,48 (s, 1H, 3-OH); 7,33 (d, 2H, H-2’ e H-6’, J = 8,5); 7,67 (d, 2H, H-3" ¢ H-5", J
= 8,0); 8,02-8,07 (m, 4H, H-9°, H-10°, H-12’ ¢ H-13"); 8,75 (s, 1H, H-7"); 9,98 (s, 1H, -
NH).

9,979
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 12,4 (C-18); 17,1 (C-21); 23,1 (C-19);
23,5-47,4 (CH, e CH esqueleto); 47,4 (C-7); 69,9 (C-3); 71,0 (C-12); 119,6 (C-2’ ¢ C-
6); 121,8 (C-3’ ¢ C-5°); 128,4 (C-9’ ¢ C-13°); 129,7 (C-10° e C-12°); 132,7 (C-11°);
138,3 (C-1°); 139,9 (C-8°); 145,4 (C-4°); 157,9 (C-7°); 166,9 (COOH); 171,7 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3353 (v O-H e v N-H), 2925, 2864 (v C-H), 1708 (v C=0 écido),
1676 (v C=0 amida), 1598 (v C=N), 1535, 1508 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (CagHsiN»Os) requer m/z 615,3798,
encontrado m/z 615,3804.

Nomenclatura: 4-N-(4-(5-bromo-2-hidroxibenzilidenoamino)fenil)-4-(3,12-di-hidroxi-

10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 2c

F.M.: C37H49BrN,O4 / M.M.: 665,70 g.mol™
Caracteristica fisica: solido bege
F.F. (experimental): 262,7-264,2 °C
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Rf (CCD): 0,79 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
Rendimento: 64%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,83 (s,
3H, 19-CH3); 0,97 (d, 3H, 21-CH3, J = 5,4); 1,14-1,79 (m, 23H, CH, e CH esqueleto);
2,22-2,35 (m, 2H, 23-CH,); 3,55 (sl, 1H, H-3p); 3,79 (s, 1H, H-12p); 4,22 (d, 1H, 12-
OH, J = 3,6); 4,49 (d, 1H, 3-OH, J = 3,9); 6,93 (d, 1H, H-10°, J = 9,0); 7,38 (d, 2H, H-
2’ e H-6’, J=8,7); 7,51 (dd, 1H, H-11°, J =87, J=2,4); 7,69 (d, 2H, H-3’ ¢ H-5", J =
8,4); 7,83 (d, 1H, H-13", J = 2,4); 8,92 (s, 1H, H-7"); 10,03 (s, 1H, -NH); 13,2 (s, 1H, -

OH aromético).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm): 12,3 (C-18); 17,6 (C-21); 23,5 (C-19):
23,9-46,7 (CH, e CH esqueleto); 47,9 (C-7); 70,4 (C-3); 71,5 (C-12); 110,3 (C-12);
119,4 (C-10°); 119,4 (C-8°); 121,7 (C-2’ e C-6"); 122,3 (C-3’ ¢ C-5"); 134,3 (C-13");
135,6 (C-11°); 139,4 (C-1°); 142,7 (C-4’); 159,8 (C-7°), 160,5 (C-9°); 172,3 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3421 (v O-H), 3282 (v N-H), 3066, 2923, 2860 (v C-H), 1664 (v
C=0 amida), 1618 (v C=N).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Cs;HsoBrN,O,) requer m/z 665,2954,
encontrado m/z 665,2959.

Nomenclatura: 4-N-(4-(4-(dimetilamino)benzilidenoamino)fenil)-4-(3,12-di-hidroxi-

10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 2d

F.M.: C3oHssN303 / M.M.: 613,87 g.mol™
Caracteristica fisica: s6lido amarelo claro

F.F. (experimental): 253,3-255,0 °C
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Rf (CCD): 0,78 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol

Rendimento: 86%

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 0,61 (s, 3H, 18-CHs); 0,85 (s,
3H, 19-CHs); 0,98 (d, 3H, 21-CHg, J = 6,0); 1,17-1,82 (m, 23H, CH, e CH esqueleto);
2,21-2,34 (m, 2H, 23-CH,); 3,01 (s, 6H, N(CHs),); 3,81 (sl, 1H, H-128); 4,22 (s, 1H,
12-OH); 4,48 (s, 1H, 3-OH); 6,78 (d, 2H, H-10" ¢ H-12, J = 8,5); 7,16 (d, 2H, H-9’ ¢
H-13’, J = 8,0); 7,60 (d, 2H, H-2’ ¢ H-6’, J = 8,0); 7,72 (d, 2H, H-3" ¢ H-5", J = 7,5);
8,41 (s, 1H, H-7°); 9,87 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (125 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 12,5 (C-18); 17,2 (C-21); 23,1 (C-19);
23,5-46,2 (CH, e CH esqueleto); 47,5 (C-7); 70,0 (C-3); 71,0 (C-12); 111,5 (C-10 e C-
12°); 119,7 (C-2° ¢ C-6"); 121,1 (C-3’ e C-57); 124,0 (C-8°); 130,1 (C-9” ¢ C-13°); 136,8
(C-1°); 147,1 (C-4°); 152,2 (C-11°); 158,5 (C-7°): 171,6 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3438 (v O-H e v N-H), 2937, 2864 (v C-H), 1664 (v C=0 amida),
1610 (v C=N), 1537, 1502 (v C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Cs;HsoBrN,O,4) requer m/z 665,2954,
encontrado m/z 665,2959.

Nomenclatura: 4-N-(4-(2,4-di-hidroxibenzilidenoamino)fenil)-4-(3,12-di-hidroxi-
10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 2e

F.M.: C57H50N205 / M.M.: 602,80 g.mol™

Caracteristica fisica: sdlido amarelo canario

F.F. (experimental): 185,5-187,7 °C

Rf (CCD): 0,64 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol

Rendimento: 86%
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RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm), J (Hz): 0,61 (s, 3H, 18-CHs); 0,85 (s,
3H, 19-CHg); 0,98 (d, 3H, 21-CHs, J = 6,5); 1,01-1,83 (m, 23H, CH, e CH esqueleto);
2,22-2,35 (m, 2H, 23-CH,); 3,81 (d, 1H, H-12pB, J = 3,0); 4,21 (d, 1H, 12-OH, J = 4,0);
4,48 (s, 1H, 3-OH); 4,36 (s, 1H, 3-OH); 6,29 (d, 1H, H-10, J = 2,0); 6,39 (dd, 1H, H-
12°,J=85¢eJ=25); 7,31 (d, 2H, H-2’ ¢ H-6>, J = 9,0); 7,40 (d, 1H, H-13’, J = 8,5);
7,65 (d, 2H, H-3’ ¢ H-5>, J = 8,5); 8,78 (s, 1H, H-7°); 9,95 (s, 1H, -NH); 10,21 (s, 1H, -
OH aromatico); 13,67 (s, 1H, -OH aromatico).

J J J ‘ I ” |’ | J | ||L__u_"k'u\wfuJ "
N IT TR
T 1 12 11 1 s s 71 6 5 a4 3 2 1 0 ppm

RMN de *C (75 MHz, DMSO-d), 8§ (ppm): 12,5 (C-18); 17,2 (C-21); 23,1 (C-19);
23,5-46,2 (CH; e CH esqueleto); 47,5 (C-7); 70,0 (C-3); 71,1 (C-12); 102,4 (C-10);
107,8 (C-12°); 112,1 (C-8°); 119,8 (C-2° e C-6"); 121,3 (C-3’ ¢ C-5°); 134,2 (C-13°);
137,9 (C-1°); 142,8 (C-4°); 161,1 (C-7°), 162,2 (C-11°); 163,0 (C-9°); 171,8 (C-24).
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LV. (KBr), v (cm™): 3438 (v O-H e v N-H), 2929, 2864 (v C-H), 1660 (v C=0 amida),
1622 (v C=N), 1515 (v, C=C).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Cs7HsiN2Os) requer m/z 603,3798,

encontrado m/z 603,3799.

Nomenclatura: 4-N-(4-(4-nitrobenzilidenoamino)fenil)-4-(3,12-di-hidroxi-10,13-

dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 2f

HO"
F.M.: C57H4gN30s / M.M.: 615,80 g.mol™
Caracteristica fisica: sdlido amarelo canario
F.F. (experimental): 141,9-142,5°C

Rf (CCD): 0,67 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
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Rendimento: 82%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 0,60 (s, 3H, 18-CHs); 0,84 (s,
3H, 19-CH3); 0,97 (d, 3H, 21-CH3, J = 5,7); 1,14-1,80 (m, 23H, CH, e CH esqueleto);
2,19-2,50 (M, 2H, 23-CH,); 3,79 (s, 1H, H-12P); 4,23 (d, 1H, 12-OH, J = 3,9); 4,49 (d,
1H, 3-OH, J = 3,9); 7,36 (d, 2H, H-2* ¢ H-6", J = 9,0); 7,68 (d, 2H, H-3> ¢ H-5", J =
8,7); 8,16 (d, 2H, H-9” ¢ H-13", J = 8,7); 8,35 (d, 2H, H-10" ¢ H-12’, J = 8,7); 8,83 (s,
1H, H-7°); 10,02 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 12,4 (C-18); 17,1 (C-21); 23,0 (C-19);
23,3-46,2 (CH, e CH esqueleto); 47,4 (C-7); 69,9 (C-3); 71,0 (C-12); 119,5 (C-2’ ¢ C-
6’); 122,0 (C-3’ ¢ C-5); 124,0 (C-10° e C-12°); 129,3 (C-9’ e C-13’); 138,7 (C-1°);
141,8 (C-8°); 144,9 (C-4°); 148,6 (C-11°); 156,7 (C-7°); 171,8 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3417 (v O-H e v N-H), 2935, 2867 (v C-H), 1660 (v C=0 amida),
1600 (v C=N), 1539, 1517 (v C=C), 1344 (v N=O).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Cs7HsoN3Os) requer m/z 616,3750,

encontrado m/z 616,3747.

Nomenclatura: 4-N-(4-(2-nitrobenzilidenoamino)fenil)-4-(3,12-di-hidroxi-10,13-
dimetil-hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 2g

2 3
1 g ON 10'
NH No .,
N\ 8 11’
6 5 7
13" 12

F.M.: C37H49N305/ M.M.: 615,80 g.mol'l

Caracteristica fisica: solido marrom

F.F. (experimental): 257,7-259,8 °C

Rf (CCD): 0,67 CH,CIl,/MeOH (85:15) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
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Rendimento: 75%

RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 0,61 (s, 3H, 18-CHs); 0,85 (s,
3H, 19-CH3); 0,98 (d, 3H, 21-CH3, J = 6,5); 1,17-1,84 (m, 23H, CH, e CH esqueleto);
2,20-2,36 (M, 2H, 23-CH,); 3,82 (s, 1H, H-12B); 4,22 (d, 1H, 12-OH, J = 4,0); 4,47
(d,1H, 3-OH, J = 4,5); 7,30 (d, 2H, H-2’ e H-6>, J = 8,5); 7,68 (d, 2H, H-3’ ¢ H-5", J =
8,5); 7,74-7,88 (m, 2H, H-11" e H-12°); 8,10 (dd, 1H, H-13’, J =82 e J = 0,5); 8,19
(dd, 1H, H-10°, J=7,0 e J = 1,0); 8,88 (s, 1H, H-7"); 10,00 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 12,5 (C-18); 17,2 (C-21); 23,1 (C-19);
23,5-46,2 (CH, e CH esqueleto); 47,5 (C-7); 70,0 (C-3); 71,1 (C-12); 119,8 (C-2’ ¢ C-
6’); 121,9 (C-3’ e C-5°); 124,5 (C-12°); 129,4 (C-13°); 130,2 (C-11°); 131,7 (C-9");
133,7 (C-10°); 138,6 (C-8°); 145,3 (C-1°); 149,2 (C-4’); 154,8 (C-7°); 171,9 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3463 (v O-H e v N-H), 2927, 2864 (v C-H), 1666 (v C=0 amida),
1598 (v C=N), 1525, 1508 (v C=C), 1338 (v N=0).

HRMS (LC-MS): calculado para [M+H]" (Ca7HsoN3Os) requer m/z 616,3750,
encontrado m/z 616,3745.

7.2.1.2 Via esterificacdo em C-3 do acido colico
7.2.1.2.1 Preparacéo do éster metilico do acido colico 6

A sintese do composto 6 foi realizada baseando-se no procedimento ja descrito
na literatura (RASRAS et al., 2010), para a sintese do ester etilico do &cido colico. Em
um baldo de 100,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se 1,000 g de &cido célico em
20,0 mL de metanol. A seguir, sob agitacéo, gotejou-se, lentamente, 0,40 mL de H,SO,
concentrado a mistura reacional que foi entdo mantida sob agitacdo constante e a t.a. por
72 h. Apds este intervalo de tempo verificou-se, por CCD, a formacdo de um produto
mais apolar do que o &cido de partida e o total consumo deste Gltimo. Prosseguiu-se
com a neutralizacdo da mistura reacional (pH 7) utilizando-se uma solucdo de NaOH
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1M. O solvente foi removido no rotaevaporador e o s6lido bruto obtido foi submetido a
uma extragdo EtOAc/H,0O. A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e evaporada.

Obteve-se 1,03 g de um sélido branco fino (99% de rendimento).

O éster 6 foi caracterizado por RMN de 'H e faixa de fusdo e os dados obtidos
estdo de acordo com os descritos na literatura (SREEKANTH et al., 2013).

7.2.1.2.2 Preparacdo do aldeido 7 via esterificagdo do composto 6 em C-3

Em um baldo de 100,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se 2,000 g (4,70
mmol) do composto 6 em cerca de 30,0 mL de THF. A seguir, adicionou-se 0,740 g
(4,93 mmol) de 4-carboxibenzaldeido a solu¢do sob agitagdo vigorosa. A seguir, 1,02 ¢
(4,93 mmol) de DCC e quantidade catalitica de DMAP foram adicionados & mistura
reacional que foi entdo levada a aquecimento em banho de glicerina a 70°C. Ap6s 20 h
de tempo reacional nestas condices, verificou-se por CCD a formacdo de um produto
mais apolar que o éster de partida e presenca de quantidade minima deste.

Prosseguiu-se com a adicdo de acetato de etila para precipitacdo do subproduto
diciclo-hexilureia (DCU), filtracdo simples do mesmo e evaporacdo da fase organica
com auxilio de um rotaevaporador. O sélido obtido foi entdo submetido a purificacdo
em CCS utilizando-se uma mistura dos solventes CH,Cl, e MeOH como eluente. Nas
fracBes correspondentes ao gradiente 98:02 (CH,Cl,/MeOH) obteve-se o aldeido 7

almejado.

Nomenclatura: 7,12-di-hidroxi-17-(5-metoxi-5-oxopentan-2-il)-10,13-dimetil-

hexadecaidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il-4-formilbenzoato 7

24 o

F.M.: Ca3H407/ M.M.: 554,71 g.mol™*
Caracteristica fisica: sélido branco

F.F. (experimental): 194,0-196,0 °C
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Rf (CCD): 0,73 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol

Rendimento: 38%

RMN de ‘H (300 MHz, CDCl3), 8 (ppm), J (Hz): 0,72 (s, 3H, 18-CHj3); 0,94 (s, 3H,
19-CHg); 0,99 (d, 3H, 21-CHgs, J = 5,7); 1,07-2,53 (m, 31H, CH, e CH esqueleto e 23-
CHy); 3,67 (s, 3H, -OCHs3); 3,89 (s, 1H, H-7pB); 4,03 (s, 1H, H-12p); 4,82 (sl, 1H, H-3pB);
7,94 (d, 2H, H-3’¢ H-5°,J=17,8); 8,19 (d, 2H, H-2°¢ H-6", J = 7,8); 10,10 (s, 1H, HCO).
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 12,7 (C-18); 17,6 (C-21); 22,7 (C-19); 23,3-
51,7 (CH;, e CH esqueleto); 68,5 (C-7); 73,0 (C-3); 76,0 (C-12); 129,6 (C-2’ e C-6);
130,3 (C-3* e C-57); 136,2 (C-1); 139,2 (C-4’); 165,3 (COO); 174,9 (C-24); 191,9

(HCO).
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LV. (KBr), v (cm™): 3405 (v O-H), 2931, 2867 (v C-H), 1694 (v C=0 éster), 1605 (v
C=0 aldeido), 1503 (v C=C), 1272 (v C-0).

7.2.1.2.2 Preparacdo do conjugado 8

Em um bal&o de fundo redondo de 25,0 mL solubilizou-se 0,100 g (0,18 mmol)
do aldeido 7 em 3,0 mL de etanol e a seguir adicionou-se, aos poucos, 0,020 g (0,18
mmol) de 2-hidroxianilina. A mistura foi mantida a t.a. e sob agitagdo magnética.
Poucos minutos apos observou-se que a reagdo havia turvado e sinais de precipitacéo.
Entdo, a agitacdo magnética foi interrompida e observou-se a formacdo de um
precipitado amarelo. O mesmo foi filtrado no dia seguinte, lavado com etanol e seco a

temperatura ambiente.
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Nomenclatura: 7,12-di-hidroxi-17-(5-metoxi-5-oxopentan-2-il)-10,13-dimetil-

hexadeca-hidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-il 4-(-(2-hidroxifenilimino)metil)benzoato
8

F.M.: C3H5:NO7 / M.M.: 645,82 g.mol™

Caracteristica fisica: solido

F.F. (experimental): 184,0-185,5 °C

Rf (CCD): 0,53 CH,Cl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO4 em etanol
Rendimento: 86%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm), J (Hz): 0,60 (s, 3H, 18-CHs); 0,87 (s,
3H, 19-CHs); 0,93 (d, 3H, 21-CHsg, J = 4,8); 1,03-2,61 (m, 32H, CH, e CH esqueleto e
23-CHy); 3,57 (s, 3H, -OCHs); 3,68 (s, 1H, H-7p); 3,80 (s, 1H, H-12B); 4,19 (d, 2H, 7-
OH, J = 9,9); 4,39 (m, 1H, 12-OH); 4,75 (sl, 1H, H-3p); 6,85 (t, 1H, H-10", J = 7,8);
6,92 (d, 1H, H-12°, 3 = 7,8); 7,11 (t, 1H, H-11°, J = 7,8); 7,24 (d, 1H, H-9, J = 7,8);
8,06 (d, 2H, H-3’e H-5", J = 8,1): 8,15 (d, 2H, H-2’¢ H-6>, J = 7,8); 9,19 (s, 1H, H-7").
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 12,7 (C-18); 17,4 (C-21); 19,0 (C-19):
22,3-51,6 (CH, e CH esqueleto); 56,5 (-OCH3); 66,7 (C-7); 71,5 (C-3); 75,8 (C-12);
116,7 (C-9%); 119,8 (C-127); 119,9 (C-10’); 128.4 (C-11°); 129,4 (C-3’ e C-5°); 129,8
(C-2° e C-67); 132,6 (C-17); 137,9 (C-4’); 140,7 (C-8’); 151,8 (C-13°); 158,6 (C-7°);
165,3 (COO); 174,3 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3420 (v O-H), 2945, 2879 (v C-H), 1722 (v C=0 éster), 1692,
1627 (v C=N), 1448 (v C=C).

Analise Elementar: CzoHs:NO7.H,O; calculado: C 70,56 %, H 8,05 %, N 2,11%;
encontrado: C 69,45 %, H 8,01 %, N 1,85 %.

7.2.1.3 Via esterificacdo em C-3 do colesterol
7.2.1.3.1 Preparacdo do aldeido 9

Em um bal&o de 50,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se 0,300 g (0,77 mmol)
de colesterol em 20,0 mL de CH,ClI; anidro. A seguir, adicionou-se 1,0 eg. molar (0,77
mmol) de 4-carboxibenzaldeido e quantidade catalitica de DMAP. Apoés alguns minutos
sob agitagdo, adicionou-se 1,1 eg. molar (0,85 mmol) de DCC solubilizado em CH,Cl, a
mistura reacional que foi entdo mantida a t.a e sob agitacdo constantes por cerca de 20
h, quando observou-se a formacéo do precipitado branco de DCU. Verificou-se, por
CCD, a formacdo de um unico produto sendo este mais apolar que os materiais de

partida. Prosseguiu-se com uma filtragdo simples para eliminar o DCU e a fase orgéanica

160



foi seca no rotaevaporador. O sélido obtido foi entdo filtrado em uma coluna de silica
utilizando-se CH,Cl, como solvente. O produto puro foi obtido como um sélido branco.

Nomenclatura: 4'-(3-colesteriloxicarbonil)benzaldeido 9

F.M.: C3sHs5003/ M.M.: 518,77 g.mol™

Caracteristica fisica: solido branco

F.F. (experimental): 177,5-178,0 °C

Rf (CCD): 0,51 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol
Rendimento: 92%

RMN de *H (300 MHz, CDCls), & (ppm), J (Hz): 0,70 (s, 3H, 18-CHs); 0,88 (d, 6H,
26-CHz e 27-CHg, J = 6,6); 0,93 (d, 3H, 21-CH3, J = 6,6); 1,08-2,05 (m, 32H, 19-CH3 e
CH, e CH esqueleto); 2,49 (d, 2H, 4-CH,, J = 7,2); 4,90 (sl, 1H, 3-H); 5,46 (sl, 1H, 6-
H); 7,96 (d, 2H, H-3’e H-5>, J = 8,4); 8,21 (d, 2H, H-2’¢ H-6", J = 8,1); 10,11 (s, 1H,
HCO).
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 11,9 (C-18); 18,7(C-21); 19,3 (C-19):
21,1(C-11); 22,6 e 22,8 (C-26 e C-27); 23,8-56,7 (CH, e CH esqueleto); 75,4 (C-3);
123,0 (C-6); 129,4 (C-2’ ¢ C-67); 130,1 (C-3" ¢ C-5"); 135,8 (C-4); 139,0 (C-1°); 139,4
(C-5); 164,9 (COO0); 191,6 (CHO).
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LV. (KBr), v (em™): 2943, 2861 (v C-H), 1720 (v C=0 éster), 1705 (v C=0 aldeido),
1637, 1467 (v C=C), 1271 (v C-O).

7.2.1.3.1 Procedimento geral de preparacdo dos conjugados 10-12

Em um bal&o de 25,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se, sob refluxo, 0,100 g
(0,20 mmol) do aldeido 9 em cerca de 2,0 mL de etanol. A seguir foram adicionados 1,0
eq. molar (0,20 mmol) de uma amina aromatica (2-hidroxianilina ou anilina) ou de
fenil-hidrazina. A mistura foi mantida sob refluxo (70-80 °C) durante 6 h sendo
observada, em todos os experimentos, a formacdo de precipitado. Entdo, a agitagédo e o
aquecimento foram interrompidos e a mistura foi mantida em repouso por cerca de 12 h.
ApOs este intervalo de tempo, o precipitado foi filtrado, lavado com etanol e seco a

temperatura ambiente.
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Nomenclatura: 4'-(3-colesteriloxicarbonil)benzilideno-(2-hidroxi)anilina 10

26 25

10@('\'\: z
7 Ton
F.M.: C41HssNO3 / M.M.: 609,88 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido amarelo
F.F. (experimental): 174,1-176,0 °C
Rf (CCD): 0,49 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol

Rendimento: 98%

RMN de *H (300 MHz, CDCls), & (ppm), J (Hz): 0,71 (s, 3H, 18-CH3); 0,89 (d, 6H,
26-CHsze 27-CHgs, J = 6,3); 0,94 (d, 3H, 21-CH3, J = 6,3); 1,10-2,03 (m, 32H, 19-CH3 e
CH, e CH esqueleto); 2,51 (d, 2H, 4-CH,, J = 7,2); 4,90 (sl, 1H, 3-H); 5,46 (sl, 1H, 6-
H); 6,78 (sl, 1H, -OH); 6,94 (t, 1H, H-10°,J=7,2); 7,05 (d, 1H, H-12’, J = 7,5); 7,25 (t,
1H, H-11°, J = 8,2); 7,35 (d, 1H, H-9°, J = 7,8); 7,98 (d, 2H, H-3’¢ H-5, J = 8,1); 8,16
(d, 2H, H-2’¢ H-6>, J = 8,1); 8,75 (s, 1H, H-7°).
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RMN de C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 12,1 (C-18); 18,9 (C-21); 19,6 (C-19):
21,3(C-11); 22,8 e 23,0 (C-26 e C-27); 24,1-56,9 (CH, e CH esqueleto); 75,3 (C-3);
115,5 (C-9°); 116,0 (C-12); 120,4 (C-6); 123,1 (C-10"); 128,5 (C-3’ ¢ C-5"); 129,8 (C-
11°); 130,2 (C-2’ e C-6"); 133,5 (C-1°); 135,2 (C-17); 139,6 (C-5); 152,8 (C-13°); 155,9
(C-7°); 165,6 (COO).
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LV. (KBr), v (em™): 3420 (v O-H), 2938, 2865 (v C-H), 1715 (v C=0 éster), 1626 (v
C=N), 1589, 1486 (v C=C), 1118 (v C-0), 1276 (v C-O).

Analise Elementar: CsHssNOj3; calculado: C 80,74 %, H 9,09 %, N 2,30%;
encontrado: C 80,46 %, H 9,19 %, N 2,40 %.

Nomenclatura: 4'-(3-colesteriloxicarbonil)benzilideno-anilina 11

26 o5

9 ]
] 4 .
10| 8 A 6
75
11 13

12'
F.M.: C41HssNO, / M.M.: 593,88 g.mol™
Caracteristica fisica: s6lido amarelo palido
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F.F. (experimental): 163,0-164,0 °C

Rf (CCD): 0,59 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol

Rendimento: 76%

RMN de *H (500 MHz, CDCls), § (ppm), J (Hz): 0,72 (s, 3H, 18-CHs); 0,89 (2xd, 6H,
26-CHsz e 27-CHgs, J = 2,0); 0,96 (d, 3H, 21-CHg;, J = 6,5); 1,02-2,07 (m, 32H, 19-CH3 e
CH, e CH esqueleto); 2,52 (d, 2H, 4-CH,, J = 8,0); 4,91 (sl, 1H, 3-H); 5,45 (d, 1H, 6-H,
J =39); 7,26-7,28 (m, 3H, H-10°, H-11" ¢ H-12"); 7,42-7,45 (m, 2H, H-9> ¢ H-13");
7,99 (d, 2H, H-3’¢ H-5", J = 8,5); 8,16 (d, 2H, H-2’e H-6°, J = 8,0); 8,54 (s, 1H, H-7).

RMN de C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 12,1 (C-18); 18,9 (C-21); 19,6 (C-19):
21,3(C-11); 22,8 e 23,0 (C-26 e C-27); 24,1-56,9 (CH, e CH esqueleto); 75,2 (C-3);
121,1 (C-9’ e C-13"); 123,0 (C-6); 126,6 (C-11°); 128,8 (C-3’ ¢ C-5"); 129,4 (C-2’ ¢ C-
6’); 130,1 (C-10" e C-127); 133,3 (C-1°); 139,8 e 140,0 (C-5’e C-4’); 151,8 (C-8");

159,3 (C-7°); 165,6 (COO).
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LV. (KBr), v (cm™): 2947, 2864 (v C-H), 1712 (v C=O0 éster), 1626 (v C=N), 1466 (v
C=C), 1277 (v C-0).

Nomenclatura: 4'-(3-colesteriloxicarbonil)benzilideno-fenil-hidrazina 12

F.M.: C41H56N202/ M.M.: 608,90 g.mol'l
Caracteristica fisica: s6lido amarelo palido
F.F. (experimental): 214,3-215,0 °C

Rf (CCD): 0,29 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol
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Rendimento: 70%

RMN de *H (300 MHz, CDCls), & (ppm), J (Hz): 0,67 (s, 3H, 18-CHs); 0,89 (d, 6H,
26-CHsze 27-CHs, J = 7,0); 0,95 (d, 3H, 18-CH3, J = 6,5); 1,01-2,03 (m, 32H, 19-CHz e
CH, e CH esqueleto); 2,46 (d, 2H, 4-CH,, J = 7,8); 4,85 (m, 1H, 3-H); 5,40 (d, 1H, 6-H,
J=142):6,89 (t, 1H, H-11°, J = 7,3); 7,12 (m, 2H, H-10’ ¢ H-12"); 7,25-7,30 (m, 2H, H-
9’ ¢ H-13"); 7,65 (s, 2H, H-3’e H-5"); 7,68 (s, 1H, H-7); 8,01 (d, 2H, H-2’ ¢ H-6").

8.022
7 994

I

©

RMN de °C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 12,1 (C-18); 18,9 (C-21); 19,6 (C-19);
21,3(C-11); 22,8 e 23,0 (C-26 e C-27); 24,1-56,9 (CH, e CH esqueleto); 74,9 (C-3);
113,2 (C-9’ ¢ C-13); 120,9 (C-6); 123,0 (C-117); 125,9 (C-3’ e C-57); 129,6 (C-10" e
C-127); 130,1 (C-2’ e C-6’); 130,4 (C-1°); 135,9 (C-4’); 139,8 e 139,9 (C-5’e C-7°);
144,4 (C-8°); 166,0 (COO).
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LV. (KBr), v (em™): 3464, 3291 (v N-H), 2936, 2867 (v C-H), 1697 (v C=0 éster),
1605 (v C=N), 1582, 1535 (v C=C), 1266 (v C-O).

7.2.2 Preparacdo de amidas e aldeidos biliares derivados dos acidos cdlico e

desoxicdlico
7.2.2.1 Preparacéo das amidas biliares 13 e 14

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, solubilizou-se 4,89 mmol de um
acido biliar (colico ou desoxicélico) em 30 mL de tetra-hidrofurano (THF). A seguir,
adicionou-se 4,89 mmol (1 eq. molar) de 1,3-diaminobenzeno, 5,07 mmol (1,05 eq.
molar) de diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e, por fim, adicionou-se cristais de DMAP a
mistura reacional que foi entdo mantida a temperatura ambiente e agitacdo constante por
24 h. Apos este intervalo de tempo, verificou-se por cromatografia em camada delgada
(CCD) a formagéo da amida biliar desejada. Prosseguiu-se com a adi¢do de acetato de
etila para precipitacdo do subproduto diciclo-hexilureia (DCU), filtracdo simples do
mesmo e evaporacdo da fase organica com auxilio de um rotaevaporador. O solido

obtido foi entdo submetido a purificacdo em CCS utilizando-se como eluente uma
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mistura dos solventes CH,Cl, e MeOH, sendo a amida biliar 13 obtida nas fracGes de
gradiente 90:10 e a amida biliar 14 nas de gradiente 95:05.

Nomenclatura: N-(3-aminofenil)-4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-

1H-ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanamida 13

F.M.: C3H4sN204 / M.M.: 498,35 g.mol™

Caracteristica fisica: solido bege

F.F. (experimental): 153,2-154,0 °C

Rf (CCD): 0,34 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
Rendimento: 82%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,81 (s,
3H, 19-CHg3); 0,97 (d, 2H, 21-CHg3, J = 6,0); 1,26-2,29 (m, 24H, CH, e CH esqueleto e
23-CHy); 3,17 (d, 1H, H-3B, J = 4,8); 3,62 (s, 1H, H-7B); 3,80 (s, 1H, H-12B); 4,04 (d,
1H, 7-OH, J = 3,0); 4,14 (d, 1H, 12-OH, J = 3,0); 4,36 (d, 1H, 3-OH, J = 4,2); 5,02 (sl,
2H, -NH,); 6,22 (d, 1H, H-4>, J = 7,8); 6,66 (d, 1H, H-6", J = 7,8); 6,88 (t, 1H, H-5', J =
7,9); 6,93 (s, 1H, H-2%); 9,55 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 12,3 (C-18); 17,1 (C-21); 22,6 (C-19):
22,8-46,2 (CH, e CH esqueleto); 66,2 (C-7); 70,5 (C-3); 71,0 (C-12); 104,9 (C-2°);
107,2 (C-4°); 109,1 (C-6°); 128,7 (C-5"); 139,9 (C-1°); 148,8 (C-3°); 171,4 (C-24).
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LV. (KBr), v (em™): 3390 (v O-H), 3135 (v N-H), 2936, 2868 (v C-H), 1664 (v C=0
amida), 1552, 1400, 1386 (v C=C).

Nomenclatura: N-(3-aminofenil)-4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-
ciclopenta[o]fenantren-17-il)pentanamida 14

F.M.: C3oHsN203 / M.M.: 482,35 g.mol™

Caracteristica fisica: solido bege

F.F. (experimental): 136,5-138,0 °C

Rf (CCD): 0,50 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol

173



Rendimento: 21%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 0,59 (s, 3H, 18-CHs); 0,84 (s,
3H, 19-CHs); 0,95 (d, 2H, 21-CHs, J = 4,8); 1,20-1,78 (m, 23H, CH, e CH esqueleto);
2,17-2,28 (m, 2H, 23-CH,); 3,80 (s, 1H, H-12p); 4,22 (s, 1H, 12-OH); 4,51 (s, 1H, 3-
OH): 5,02 (sl, 2H, -NH,): 6,22 (d, 1H, H-4>, J = 7,5); 6,66 (d, 1H, H-6’, J = 7,5): 6,87
(t, 1H, H-5', J =8, 1); 6,93 (s, 1H, H-2); 9,54 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-d), § (ppm): 12,5 (C-18); 17,1 (C-21); 23,1 (C-19);
23,5-46,3 (CH; e CH esqueleto); 47,5 (C-7); 70,0 (C-3); 71,1 (C-12); 104,9 (C-27);
107,2 (C-4’); 109,1 (C-6°); 128,8 (C-5"); 140,0 (C-1°); 148,8 (C-37); 171,4 (C-24).
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LV. (KBr), v (cm™): 3335 (v O-H), 3149 (v N-H), 2935, 2862 (v C-H), 1666 (v C=0
amida), 1551, 1450 (v C=C).

7.2.2.2 Preparacdo dos aldeidos biliares 15 e 16

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, solubilizou-se 2,45 mmol de um
acido biliar (colico ou desoxicolico) em 50 mL de diclorometano (CH.Cly). A
solubilidade foi apenas parcial. A seguir, adicionou-se 1,05 eq. molar de 4-
hidroxibenzaldeido e 1,05 eq. molar de diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e, por fim,
cristais de DMAP foram adicionados a mistura reacional que foi entdo mantida sob
refluxo e agitacdo constante por 24h. Apos este intervalo de tempo, verificou-se por
cromatografia em camada delgada (CCD) a formacdo do produto desejado. Prosseguiu-
se com uma filtracdo simples para a eliminac&o do subproduto diciclo-hexilureia (DCU)
do meio reacional e a fase organica residual foi evaporada no rotaevaporador. O sélido
obtido foi entdo submetido a purificacdo em CCS utilizando-se como eluente uma
mistura dos solventes CH,Cl, e MeOH, sendo ambos os aldeidos biliares obtidos nas

fracOes de gradiente 97:03.
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Nomenclatura: 4-formilfenil 4-(3,7,12-tri-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-

ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanoato 15

F.M.: C31H4406 / M.M.: 512,68 g.mol™

Caracteristica fisica: solido branco

F.F. (experimental): 194,7-196,0 °C

Rf (CCD): 0,62 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
Rendimento: 30%

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 0,58 (s, 3H, 18-CHs); 0,61 (s,
3H, 19-CHs); 0,81 (d, 3H, 21- CHg3, J = 4,5); 0,84-2,20 (m, 24H, CH, e CH esqueleto e
23-CHy); 3,17 (d, 3H, J = 4,1); 3,20 (sl, 1H, H-3pB); 3,60 (s, 1H, H-7B); 3,80 (s, 1H, H-
12B); 4,02 (s, 1H, 7-OH); 4,20 (s, 1H, 12-OH); 4,40 (s, 1H, 3-OH); 7,36 (d, 2H, H-2" ¢
H-6°,J = 8,0); 7,98 (d, 2H, H-3’ ¢ H-5", J = 8,0); 9,99 (s, 1H, HCO).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 12,3 (C-18); 16,8 (C-21); 22,6 (C-19):
22,7-45,9 (CH, e CH esqueleto); 66,2 (C-7); 70,4 (C-3); 70,9 (C-12); 122,6 (C-2’ ¢ C-
6°); 131,0 (C-3’ e C-5°); 133,8 (C-4°); 155,1 (C-1°); 171,8 (C-24); 191,9 (HCO).
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LV. (KBr), v (em™): 3429, 3326 (v O-H), 2927, 2850 (v C-H), 1764 (v C=0 éster),
1699 (v C=0 aldeido), 1625, 1575 (v C=C).

Nomenclatura: 4-formilfenil 4-(3,12-di-hidroxi-10,13-dimetil-hexadeca-hidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-17-il)pentanoato 16

F.M.: C31H440s / M.M.: 496,68 g.mol™
Caracteristica fisica: oleo
Rf (CCD): 0,75 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V e 20% H,SO, em etanol

Rendimento: 30%
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): ): 0,58 (s, 3H, 18-CHj); 0,61 (s,
3H, 19-CHj3); 0,83 (d, 3H, 21- CH3, J = 4,5); 0,87-2,30 (m, 25H, CH, e CH esqueleto e
23-CHy); 3,78 (sl, 1H, H-12B); 4,23 (m, 1H, 12-OH); 4,50 (s, 1H, 3-OH); 7,35 (d, 2H,
H-2" ¢ H-6°,J = 8,4); 7,97 (d, 2H, H-3* e H-5", J = 8,4); 9,98 (s, 1H, HCO).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 12,0 (C-18); 16,8 (C-21); 23,1 (C-19);
23,5-45,9 (CH, e CH esqueleto): 47,5 (C-7); 70,0 (C-3); 71,0 (C-12); 122,7 (C-2’ ¢ C-
6); 131,0 (C-3’ e C-5°); 133,8 (C-4°); 155,1 (C-1°); 171,8 (C-24); 191,9 (HCO).
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LV. (KBr), v (cm™): 3406, 3136 (v O-H), 2936, 2862 (v C-H), 1741 (v C=0 éster),
1703 (v C=0 aldeido).

7.2.3 Preparacao de bases de Schiff lipofilicas (de cadeia alquila longa)
7.2.3.1 Procedimento geral de preparacao dos aldeidos de cadeia longa 17-19

Em um bal&o de fundo redondo de 50,0 mL, solubilizou-se parcialmente 1,0 g de
4-carboxibenzaldeido (6,6 mmol) em diclorometano seco. A esta mistura, adicionou-se
0 alcool n-alquila de interesse (6,6 mmol) e quantidade catalitica de DMAP. Apos 15
min. sob agitacdo, uma solucdo de DCC (7,3 mmol) em CH,Cl, foi entdo adicionada a
mistura reacional que permaneceu sob agitacdo durante cerca de 12h at.a. Verificou-se,
por CCD, a formacdo de um composto mais apolar que o acido carboxilico de partida e
a formacdo do precipitado branco de DCU. Este foi removido do meio reacional por
filtracdo simples e lavado com cloroférmio. O solvente foi evaporado sob presséo

reduzida e o solido bruto resultante foi purificado por CCS utilizando-se como eluente
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uma mistura de hexano e acetato de etila. Nos trés procedimentos de purificacao por
CCS, o produto puro foi obtido nas fragdes de gradiente 97:03 (Hex/EtOAC).

Nomenclatura: 4-formilbenzoato de octila 17

F.M.: C16H203/ M.M.: 262,34 g.mol™

Caracteristica fisica: sdlido branco

F.F. (experimental): 104,7-107,0 °C

Rf (CCD): 0,48 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol
Rendimento: 54 %

RMN de *H (300 MHz, CDCl3), & (ppm), J (Hz): 0,90 (t, 3H, 8-CHs, J = 6,4); 1,30-
1,46 (m, 10H, 3- a 7-CH,); 1,80 (qui, 2H, 2-CH,); 4,37 (t, 2H, 1-CH,, J = 6,7); 8,11-
8,21 (M, 4H, H-2’, H-3’, H-5 ¢ H-6").
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), 8§ (ppm): 14,0 (8-CHs); 22,6 (7-CH,); 26,0 (3-CH,):
28,6 e 29,1(4- e 5-CH,); 31,8 (2- e 6-CHy); 65,7 (1-CH,); 129,6 (C-3” ¢ C-5"); 130,1 (C-
2’ ¢ C-6); 133,0 (C-17); 135,0 (C-4’); 165,8 (-CO0); 171,0 (HCO).
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LV. (KBr), v (em™): 2955, 2922, 2851 (v C-H), 1717 (v C=0 éster), 1691 (v C=0
aldeido), 1461, 1429 (v C=C), 1277 (v C-O).

Nomenclatura: 4-formilbenzoato de nonila 18

F.M.: C17H2403/ M.M.: 276,37 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido branco
F.F. (experimental): 93,6-95,0 °C

Rf (CCD): 0,44 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol
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Rendimento: 78 %

RMN de 'H (500 MHz, CDCls), § (ppm), J (Hz): 0,89 (t, 3H, 9-CHs, J = 7,0); 1,28-
1,48 (m, 12H, 3- a 8-CH,); 1,79 (qui, 2H, 2-CH,); 4,36 (t, 2H, 1-CH,, J = 6,5); 8,11-

8,20 (m, 4H, H-2’, H-3", H-5" ¢ H-6").
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4,361
4 48

T..‘.:
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3.68

RMN de *C (75 MHz, CDCls), 8§ (ppm): 14,2 (9-CHs); 22,8 (8-CHy); 26,2 (3-CH,);
28,6 29,4 e 29,6 (4- a 6-CHy); 32,0 (2- e 7-CHy); 65,9 (1-CH,); 129,8 (C-3’ ¢ C-5);
130,3 (C-2’ e C-6"); 133,2 (C-1°); 135,2 (C-4"); 165,9 (-COO); 171,0 (HCO); 191,8

(HCO).
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LV. (KBr), v (em™): 2955, 2922, 2851(v C-H), 1717 (v C=O éster), 1690 (v C=0
aldeido), 1463, 1430 (v C=C), 1277 (v C-O).

Nomenclatura: 4-formilbenzoato de dodecila 19

F.M.: Ca0H303/ M.M.: 318,45 g.mol™

Caracteristica fisica: sdlido branco

F.F. (experimental): 73,4-76,0 °C

Rf (CCD): 0,48 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol

Rendimento: 54 %
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LV. (KBr), v (ecm™): 2921, 2850 (v C-H), 1717 (v C=0 éster), 1691 (v C=0 aldeido),
1463, 1429 (v C=C), 1277 (v C-0).

7.2.3.1 Procedimento geral de preparacdo das bases de Schiff lipofilicas 20-24

Em um baldo de 25,0 mL de fundo redondo solubilizou-se, sob refluxo, o
aldeido de cadeia alquila longa de interesse (17, 18 ou 19) em etanol. A seguir foram
adicionados, em pequenas porcbes, 1,0 eq. molar de uma amina aromética (2-
hidroxianilina, anilina ou 2-mercapto anilina). Entdo, a mistura foi mantida sob refluxo
(70-80°C) por 6 h. Quando a mistura foi resfriada a temperatura ambiente observou-se a
formagdo de precipitado em todos os experimentos. O solido foi filtrado, lavado com

etanol e seco a temperatura ambiente.
Nomenclatura: (E)-4-((2-hidroxifenilimino)metil)benzoato de octila 20

11

9!
OH
8' 1

F.M.: Co,H;NO3 / M.M.: 353,45 g.mol™

Caracteristica fisica: solido amarelo

F.F. (experimental): 103,8-104,0 °C

Rf (CCD): 0,44 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO, em etanol
Rendimento: 38 %

RMN de *H (300 MHz, CDCly), & (ppm), J (Hz): 0,91 (m, 3H, 9-CH3); 1,32-1,48 (m,
10H, 3- a 7-CH,); 1,76-1,83 (m, 2H, 2-CH,); 4,36 (t, 2H, 1-CH,, J = 6,7); 6,94 (t, 1H,
H-10, J = 7,0); 7,05 (d, 1H, H-12°, J = 8,1); 7,25 (t aparente, 1H, H-11°, J = 7,3); 7,34
(d, 1H, H-9°, 3= 7,8); 7,99 (d, 2H, H-3’ ¢ H-5", J = 8,4); 8,16 (d, 2H, H-2> ¢ H-6", J =
8,1); 8,75 (s, 1H, H-7").
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), 8§ (ppm): 14,1 (8-CHs); 22,6 (7-CH,); 26,0 (3-CH,):
28,7-29,2 (4- a 6-CH,); 31,8 (2-CHy); 65,5 (1-CHy); 115,3 (C-9°); 115,8 (C-12"); 120,2
(C-10); 128,5 (C-3’ e C-57); 129,6 (C-11"); 130,0 (C-2’ e C-6’); 133,0 (C-17); 135,0
(C-4%); 139,5 (C-8); 152,7 (C-13"); 155,6 (C-7°); 166,0 (-COO).
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LV. (KBr), v (em™): 3421(v O-H), 2925, 2854 (v C-H), 1702 (v C=0 éster), 1623 (v
C=N), 1486 (v C=C).

Analise Elementar: C,H,;NOj3; calculado: C 74,76 %, H 7,70 %, N 3,96 %;
encontrado: C 74,45 %, H 7,61 %, N 3,96 %.

Nomenclatura: (E)-4-((2-hidroxifenilimino)metil)benzoato de nonila 21

11

10 12'
g
g OH

F.M.: Cp3H2oNO3 / M.M.: 367,48 g.mol™
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Caracteristica fisica: sélido amarelo

F.F. (experimental): 96,1-97,7 °C

Rf (CCD): 0,44 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol

Rendimento: 35%

RMN de *H (300 MHz, CDCls), & (ppm), J (Hz): 0,91 (t, 3H, 9-CHs, J = 6,4); 1,30-
1,48 (m, 12H, 3- a 8-CH,); 1,76-1,86 (m, 2H, 2-CH,); 4,37 (t, 2H, 1-CH,, J = 6,7); 6,94
(t, 1H, H-10°,J =7,6); 7,05 (d, 1H, H-12°, 3 =8,1); 7,25 (t, 1H, H-11", J = 7,8); 7,35 (d,
1H, H-9°,J =8,1); 7,99 (d, 2H, H-3’ e H-5°, J = 8,4); 8,16 (d, 2H, H-2’ e H-6’, J = 8,1);

8,75 (s, 1H, H-7").
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), 8§ (ppm): 14,1 (9-CHs); 22,6 (8-CH,); 26,0 (3-CH,):
28,7-29,5 (4- a 7-CHy); 31,8 (2-CHy); 65,5 (1-CHy); 115,3 (C-9°); 115,8 (C-127); 120,2
(C-10%); 128,5 (C-3" e C-5"); 129,6 (C-11°); 130,0 (C-2’ e C-6); 133,0 (C-1°); 135,0

(C-4%); 139,5 (C-8°); 152,7 (C-13°); 155,6 (C-7°); 166,0 (-COO).
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LV. (KBr), v (cm™): 3425 (v O-H), 2923, 28512 (v C-H), 1702 (v C=0 éster), 1625 (v
C=N), 1486 (v C=C).

Analise Elementar: C,3HygNO3; calculado: C 75,17 %, H 7,95 %, N 3,81 %;
encontrado: C 74,97 %, H 7,88 %, N 3,83 %.

Nomenclatura: (E)-4-((2-hidroxifenilimino)metil)benzoato de dodecila 22

171
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F.M.: CpsH3sNO3 / M.M.: 409,56 g.mol™

Caracteristica fisica: sélido amarelo
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F.F. (experimental): 87,3-87,9 °C
Rf (CCD): 0,46 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol
Rendimento: 21%

RMN de 'H (300 MHz, CDCly), § (ppm), J (Hz): 0,90 (t, 3H, 12-CHs, J = 6,6); 1,28-
1,47 (m, 18H, 3- a 11-CH,); 1,76-1,86 (m, 2H, 2-CH,); 4,37 (t, 2H, 1-CHy, J = 6,7);
6,94 (m, 1H, H-10"); 7,05 (dd, 1H, H-12°, 3 = 1,2, J = 8,1); 7,23-7,27 (m, 1H, H-11");
7,35 (dd, 1H, H-9°, J = 1,2, J = 7,8): 7,99 (d, 2H, H-3> ¢ H-5", J = 8,4); 8,17 (d, 2H, H-
2’ e H-6", 1 =8,4); 8,77 (s, 1H, H-7").
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 14,1 (12-CHs); 22,7 (11-CHy); 26,0 (3-CH,);
28,7-29,6 (4- a 10-CHy): 31,9 (2-CH,); 65,5 (1-CH,); 115,3 (C-9°); 115,8 (C-12°); 120,2
(C-10"); 128,5 (C-3> e C-5"); 129,6 (C-11); 130,0 (C-2> e C-6"); 132,8 (C-1"); 135,0
(C-4); 139,5 (C-8°); 152,7 (C-13°); 155,6 (C-7°); 166,0 (-COO).
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LV. (KBr), v (em™): 3424 (v O-H), 2922, 2851 (v C-H), 1704 (v C=0 éster), 1625 (v
C=N), 1486 (v C=C).

Analise Elementar: CysH3sNOs3; calculado: C 76,25 %, H 8,61 %, N 3,42 %;
encontrado: C 76,09 %, H 8,53 %, N 3,41 %.

Nomenclatura: (E)-4-((fenilimino)metil)benzoato de dodecila 23

F.M.: CpsH3sNO;, / M.M.: 393,56 g.mol™

192



Caracteristica fisica: solido branco

F.F. (experimental): 60,4-61,0 °C

Rf (CCD): 0,58 Hex/EtOACc (95:05) Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol
Rendimento: 85%

RMN de 'H (300 MHz, CDCly), & (ppm), J (Hz): 0,90 (t, 3H, 12-CHs, J = 6,6); 1,29-
1,48 (m, 18H, 3- a 11-CH,); 1,79-1,86 (m, 2H, 2-CH,); 4,37 (t, 2H, 1-CH,, J = 6,6);
7,28 (m, 1H, H-10"); 7,36 (t, 2H, H-97, H-13, J = 7,5); 7,99 (d, 2H, H-3" ¢ H-5’, J =
8,4); 8,16 (d, 2H, H-2’ ¢ H-6’, J = 8,4); 8,53 (s, 1H, H-7").
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RMN de *C (75 MHz, CDCl5), 8 (ppm): 14,1 (12-CHs); 22,7 (11-CH,); 26,0 (3-CH,):
28,7-29,6 (4- a 10-CH,); 31,9 (2-CH,); 65,4 (1-CH,); 120,9 (C-9’ e C-13"); 126.,4 (C-
11°); 128,6 (C-3’ e C-57); 129,2 (C-2° ¢ C-6"); 129,4 (C-10" e C-12°); 132,8 (C-1");
139,9 (C-4’); 151,6 (C-8°); 159,1 (C-7); 166,1 (-COO).

193



0o o
ol

1\ W

NNNNNNNNNNNN

——166.13
——159.06

—65.44
6
63
2
7
0
6
0

o LLMl

LV. (KBr), v (em™): 2955, 2918, 2850 (v C-H), 1717 (v C=0 éster), 1622 (v C=N),
1471 (v C=C).

Nomenclatura: 4-(benzo[d]tiazol-2-il) benzoato de dodecila 24

100 11
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F.M.: C26H3sNO,S / M.M.: 423,61g.mol™
Caracteristica fisica: sélido branco
F.F. (experimental): 86,5-86,7 °C

Rf (CCD): 0,75 CH,Cl, Revelador: luz U.V. e 20% H,SO,4 em etanol
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Rendimento: 94%

RMN de 'H (300 MHz, CDCly), § (ppm), J (Hz): 0,89 (t, 3H, 12-CHs, J = 6,1); 1,28-
1,47 (m, 18H, 3- a 11-CH,); 1,79-1,83 (m, 2H, 2-CHy); 4,37 (t, 2H, 1-CH,, J = 6,6);
7.44 (t, 1H, H-10°, J = 7,5); 7,54 (t, 1H, H-11", J = 7,6); 7,94 (d, 1H, H-9’, J = 7,8);
8,13 (d, 1H, H-12°, J = 8,1); 8,18 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-5’ ¢ H-6").
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 14,1 (12-CHs); 22,7 (11-CHy); 26,0 (3-CH,);
28,7-29,6 (4- a 10-CH,); 31,9 (2-CH,): 65,5 (1-CH,); 121,7 -126,6 (C-9°, C-10°, C-11’
e C-13°); 127,4 (C-3’ e C-5°); 130,0 (C-2" ¢ C-6); 132,5 (C-13); 135,3 (C-11°); 137,3
(C-4’); 154,1 (C-8°); 166,0 (COO); 166,7 (C-7").
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LV. (KBr), v (em™): 2952, 2912, 2846 (v C-H), 1709 (v C=0 éster), 1610 (v C=N),
1272 (v C-O).

7.2.4 Preparacao de bases de Schiff ndo associadas

7.2.4.1 Procedimento geral de preparagdo das bases de Schiff derivadas do 4-

carboxibenzaldeido 3-5

Em um baldo de fundo redondo de 50,0 mL solubilizou-se 3,32 mmol da amina
aromatica de interesse (4-hidroxianilina, 2-hidroxianilina ou anilina) em 8,0 mL de
etanol. A seguir, adicionou-se, aos poucos, 3,32 mmol de 4-carboxibenzaldeido e a
mistura reacional foi mantida sob agitacdo constante e a temperatura ambiente por 24 h
quando foi observada a formacdo de um precipitado amarelo em todos os trés

experimentos. O precipitado foi filtrado, lavado com EtOH e seco na estufa.
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Nomenclatura: (E)-4-carboxi-N-(4'-hidroxibenzilideno)anilina 3

F.M.: C14H11NO3 / M.M.: 241,24 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido amarelo
F.F. (experimental): 240,0-242,0 °C
Rendimento: 62%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), 8 (ppm), J (Hz): 6,82 (d, 2H, H-3 e H-5, J = 8,7);
7,27 (d, 2H, H-2 e H-6); 7,98-8,06 (m, 4H, H-9, H-10, H-12 e H-13); 8,70 (s, 1H, H-7).

ppIT
— 8,704
2,500

No valid license

RMN de *C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 115,8 (C-3 e C-5); 122,8 (C-2 e C-6); 128,2
e 129,7 (C-10 e C-12); 132,4 (C-11); 140,1 (C-8); 142,1 (C-1); 155,9 (C-4); 156,8 (C-
7); 166,9 (COO).

197



T ) C@mWwEemEe W
E w o w0 NOWO© Do M~ MM O oo
a w W Noogeo w Mo nNG©
w uy TTONNN «— oo OO O o
- e T+ - TFEOOOMO
| \]( \].l \I / [ | Toman | et T

Mo valid licansa

PPM 480 160 140 120 100 80 60 40 20

Nomenclatura: (E)-4-carboxi-N-(2'-hidroxibenzilideno)anilina 4

s OH g o)
VA < > ,<

4

@LN 1312 ©H

F.M.: C14H11NO3 / M.M.: 241,24 g.mol™
Caracteristica fisica: solido amarelo
F.F. (experimental): 244,5-246,0 °C
Rendimento: 63%

RMN de H (300 MHz, CDCls), & (ppm), J (Hz): 6,82-6,93 (m, 2H, H-3 e H-5); 7,00-
7.14 (m, 1H, H-4); 7,24-7,27 (m, 1H, H-6); 8,05-8,16 (M, 4H, H-9, H-10, H-12 e H-13);
8,80 (s, 1H, H-7).
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RMN de *C, I.V. : (SILVA; CARVALHO; RAPOSO, 2013)

Nomenclatura: (E)-4-carboxi-N-(benzilideno)anilina 5

0
7
i avat
56

13 12

F.M.: C14H11NO; / M.M.: 225,24 g.mol™
Caracteristica fisica: solido amarelo
F.F. (experimental): 228,5-230,0 °C
Rendimento: 45%

RMN de 'H (300 MHz, CDCls), 8 (ppm), J (Hz): 7,30-7,44 (m, 5H, H-2 a H-6); 8,07
(m, 4H, H-9, H-10, H-12 e H-13); 8,71 (s, 1H, H-7).
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RMN de *C, I.V. : (CALIL et al., 2012)

ppIT
—8,709

7.2.4.2 Preparacao de bases de Schiff derivadas do 1,4-diaminobenzeno e da anilina
7.2.4.2.1 Preparacéo da base de Schiff 28

Em um baldo de 50,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se o 5-
bromosalicilaldeido em quantidade minima de etanol e a seguir, sob agitacdo magnética
constante, gotejou-se quantidade equimolar de anilina a solucéo inicial. A mistura foi
mantida & t.a. e sob agitacdo constante durante aproximadamente 24 h, quando ja foi
observada a formacdo de um precipitado de coloracdo laranja. O solido foi filtrado,

lavado com etanol e seco a t.a.; o rendimento foi de 70%.

Nomenclatura: (E)-4-bromo-2-((fenilimino)metil)fenol 28
10 OH
8 7 2 3
11 \ 1
Brg 13 N©4
6 5
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F.M.: C13H1BrNO / M.M.: 276,12 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido laranja

F.F. (experimental): 120,0-122,0 °C
Rendimento: 70%

RMN de *H (500 MHz, DMSO-dg), & (ppm), J (Hz): 6,94 (d, 1H, H-10, J = 9,0); 7,32
(t, 1H, H-4); 7,38-7,40 (m, 2H, H-3 e H-5); 7,44-7,48 (m, 2H, H-2 e H-6); 7,53 (dd, 1H,
H-11,J=2,5,J =8,7); 7,85 (d, 1H, H-11, J = 2,5); 8,91 (s, 1H, H-7).

2,500

—3,499

I

Mo valid license
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RMN de C (125 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 110,0 (C-12); 119,2 (C-10); 121,3 (C-
8): 121,5 (C-2 e C-6); 127,4 (C-4); 129,6 (C-3 e C-5); 134,1 (C-13); 135,6 (C-11);
147,9 (C-1); 159,4 (C-7); 162,0 (C-9).
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LV. (KBr), v (cm™): (MISRA et al., 2011)

7.2.4.2.2 Preparacao da base de Schiff alquilada 30

Em um baldo de 25,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se 2,77 mmol de 1,4-
diaminobenzeno em cerca de 2,0 mL de DMSO. A seguir, adicionou-se 4,15 mmol de
K,CO3 e 1,39 mmol de 1-bromo-decano gota a gota a mistura, que foi entdo mantida a
t.a. por 24 h. Apos verificar por CCD a formacao de uma mistura complexa de produtos,
o solvente foi removido e o material resultante foi submetido a extragéo liquido-liquido
(CHCI3/H,O e CHCI3/H,O saturada com NaCl), seco, eo solido bruto foi entdo
solubilizado em etanol. Prosseguiu-se com a adicdo de 2,77 mmol de 4-
carboxibenzaldeido, observando-se a formacdo imediata de um precipitado verde
escuro. Este, apds 4 h em repouso no meio reacional, foi filtrado e seco. O rendimento

do processo foi de 65%.
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Nomenclatura: &cido (E)-4-((4-(decilamino)fenilimino)metil) benzdico 30

%@M

12' 13 8 10

F.M.: C34H32N20, / M.M.: 380,52 g.mol'l

Caracteristica fisica: solido verde

F.F. (experimental): 220,7-222,0 °C

Rf (CCD): 0,44 CH,CIl,/MeOH (95:0,5) Revelador: luz U.V.
Rendimento: 28%

RMN de *H (300 MHz, CDCls), & (ppm), J (Hz): 0,89 (m, 3H, 10-CHs); 1,29 (m,
14H, 3- a 9-CH,); 1,64 (s, 2H, 2-CHy): 3,15 (sl, 2H, 1-CH,); 6,65 (m, 2H, H-2" & H-6");
7,24 (M, 2H, H-3’¢ H-5): 7,99 (m, 2H, H-9’ e H-13); 8,20 (m, 2H, H-2 ¢ H-10°); 8,60
(sl, 1H, H-7°); 10,15 (sl, 1H, COOH).

10.150
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__7.285
~~7.245
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RMN de °C (75 MHz, CDCI3), § (ppm): 14,3 (C-10); 22,9-32,1 (C-1 a C-9); 113,2
(C-2' e C-6); 123,1 (C-3' e C-5); 128,4 (C-9' e C-13); 129,8 (C-10' e C-12'); 130,8 (C-
11'); 131,0 (C-4' e C-1'); 153,9 (C-7).

oo — M~ QMO O W
E od P v 00 v O O O w & oo o O O a0 =
a o CoOMm@me o R k=] N W@m e Mo o™
= o3 — = OO o Q9 — MOS0 3
uwy 000NN M~ - @O o O O O P~ O o= =
£ DO NANT ~EF BANNNNN~ o
N Sl 3
Mo valid license
|
|
|||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
PPM 480 160 140 120 100 80 60 40 20 0

LV. (KBr), v (em™): 2916, 2846 (v C-H), 1618 (v C=N), 1583 (v C=C).

7.2.4.3 Procedimento geral de preparacdo das piridiniliminas e piridinil-hidrazonas

derivadas do 2- e do 4-piridinocarboxaldeido 31a-e e 32a-¢

Em um baldo de 25,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se a amina aromatica de
interesse (anilinas substituidas ou anilina), a fenil-hidrazina ou a isoniazida em etanol e,
sob agitacdo, adicionou-se, gota a gota, quantidade equimolar do aldeido (2- ou 4-
piridinocarboxaldeido). Este procedimento foi utilizado para todas as aminas aromaticas
solidas utilizadas. Ja para as aminas aromaticas liquidas, primeiramente o aldeido (2- ou
4-piridinocarboxaldeido) foi adicionado ao etanol e, em seguida a amina foi gotejada na
mistura reacional. Apds a adicdo do segundo reagente, a mistura reacional foi mantida

sob agitacdo constante e a t.a. até que foi observada a formacéo de precipitado. O tempo
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reacional variou de 10 min. a 48 h e quando se utilizou a fenil-hidrazina e a isoniazida
fez-se necessario 0 uso de aquecimento na temperatura de refluxo por 20 h. Com
excecdo do 31c, os produtos foram obtidos como solidos depois de filtrados, lavados

com etanol e secos em estufa.

Nomenclatura: (E)-2-(piridin-4-ilmetilenoamino)fenol 31a

10 9 o

H
7 \8 7
—/ N 4
6

11 12
5

F.M.: C12H10N20 / M.M.: 198,22 g.mol™

Caracteristica fisica: sélido amarelo

F.F. (experimental): 177,6-179,0 °C

Rf (CCD): 0,56 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.
Rendimento: 84%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), § (ppm), J (Hz): 6,86 (t, 1H, H-5, J = 7,5); 6,94
(d, 1H, H-3, 3 = 7,8); 7,14 (t, 1H, H-4, J = 7,6); 7,28 (d, 1H, H-6, J = 7,8); 7,96 (d, 2H,
H-9 e H-12, J = 4,5); 8,73 (d, 2H, H-10 e H-11, J = 4,5); 8,78 (s, 1H, H-7); 9,28 (sl, 1H,
-OH).
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RMN de °C (75 MHz, DMSO-dg), § (ppm): 116,3 (C-3); 119,4 (C-6, C-9 e C-12);
122,2 (C-5); 128,5 (C-4); 136,8 (C-1); 142,9 (C-8); 150,2 (C-10, C-11); 151,6 (C-2);

157,4 (C-7).
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LV. (KBr), v (em™): 3440 (v O-H), 1602 (v C=N), 1479; 1417 (v C=C), 1178 (v C=N

aromatico).

Nomenclatura: (E)-4-bromo-N-(piridin-4-ilmetileno)anilina 31b

10 9
/ 7 2
— N Br
11 12

F.M.: C12HoBrN, / M.M.: 261,12 g.mol™

Caracteristica fisica: sdlido marrom

F.F. (experimental): 110,8-111,0 °C

Rf (CCD): 0,66 CH,Cl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.
Rendimento: 64%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), § (ppm), J (Hz): 7,29 (d, 2H, H-2 e H-6, J = 8,7);
7,62 (d, 2H, H-3 e H-5, J = 8,7); 7,84 (d, 2H, H-9 e H-12, J = 4,2); 8,69 (s, 1H, H-7);
8,75 (sl, 2H, H-10 e H-11).
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RMN de 3C (75 MHz, DMSO-dg), § (ppm): 119,5 (C-9 e C-12); 122,2 (C-4); 123,4
(C-2 e C-6); 132,1 (C-3 e C-5); 142,2 (C-8): 149,7 (C-1); 150,4 (C-10 e C-11); 160,0
(C-7).

I
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LV. (KBr), v (cm™): 3458 (v O-H), 1623 (v C=N), 1546, 1479 (v C=C), 1166 (v C=N
aromatico), 676 (6 C-Br).

Nomenclatura: (E)-N-(piridin-4-ilmetileno)anilina 31c

10 9 )

/ 7

— N 4
11 12

F.M.: C12HioN / M.M.: 182,22 g.mol™

Caracteristica fisica: sdlido branco

F.F. (experimental): 69,2-70,4 °C

Rf (CCD): 0,60 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.

Rendimento: 100%
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), § (ppm), J (Hz): 7,33 (m, 3H, H-3, H-4 e H-5);
7.43 (d, 2H, H-2 e H-6, J = 6,7); 7,85 (s, 2H, H-9 e H-12); 8,68 (s, 1H, H-7); 8,75 (s,
2H, H-10 e H-11).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 121,6 (C-9 e C-12); 122,7 (C-2 e C-6);
127,4 (C-4); 129,2 (C-3 e C-5); 142,9 (C-8); 149,0 (C-1); 150,9 (C-10 e C-11); 159,6
(C-7).
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LV. (KBr), v (cm™): 3452 (v O-H), 1620 (v C=N), 1595, 1483 (v C=C), 1164 (v C=N
aromatico).

Nomenclatura: (E)-4-((2-fenil-hidrazona)metil)piridina 31d

10 9

7 \8 7 2 3
N N H1

= N—N 4
11 12

F.M.: C12H11N3 / M.M.: 197,10 g.mol™

Caracteristica fisica: sdlido branco

F.F. (experimental): 181,2-182,6°C

Rf (CCD): 0,56 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.

Rendimento: 97%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), § (ppm), J (Hz): 6,82 (sl, 1H, H-4); 7,15 (sl, 2H,
H-3 e H-5); 7,26 (sl, 2H, H-2 e H-6); 7,57 (s, 2H, H-9 e H-12): 7,81 (s, 1H, H-7), 8,53
(s, 2H, H-10 e H-11); 10,80 (s, 1H, -NH).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 112,9 (C-2 e C-6); 120,2 (C-4, C-9 e C-
12); 129,7 (C-3 e C-5); 133,8, 143,5 e 145,0 (C-1, C-7 e C-8); 150,3 (C-10 e C-11).
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LV. (KBr), v (cm™): 3454 (v O-H), 3026 (v C-H), 1598 (v C=N), 1575, 1492 (v C=C);
1141 (v C=N aromaético).

Nomenclatura: (E)-N'-(piridin-4-ilmetileno)isonicotino-hidrazida 31e

10 9
4 g 7
— N—NH 1/—
11 12 \ N
0 6

F.M.: C12H1oN4O / M.M.: 226,23 g.mol™

N

S

Caracteristica fisica: sélido branco
F.F. (experimental): 236,5-237,0 °C
Rf (CCD): 0,66 CH,CI,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.

Rendimento: 100%
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm), J (Hz): 7,69 (d, 2H, H-3 e H-6, J = 6,0);
7,83 (d, 2H, H-9 e H-12, J = 6,0); 8,44 (s, 1H, H-7); 8,66 (d, 2H, H-10 e H-11, J = 5,1);
8,79 (d, 2H, H-4 e H-5, J = 5,7): 12,36 (s, 1H, -NH).
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12.365
803
68
—3.538
—2.503

RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 121,6 e 122,0 (C-3, C-6, C-9 e C-12);
140,6 (C-2); 141,6 (C-8); 147,2 (C-7); 150,7 e 150,8 (C-4, C-5, C-10 e C-11); 162,6
(CO).
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Nomenclatura: (E)-2-(piridin-2-ilmetilenoamino)fenol 32a

Paz 1o
11 8 3
St

12

6 5

F.M.: C12H1oN20 / M.M.: 198,22 g.mol™
Caracteristica fisica: so6lido amarelo
F.F. (experimental): 108,6-109,1 °C
Rf (CCD): 0,36 CH.ClI, Revelador: luz U.V.

Rendimento: 88%

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds), § (ppm), J (Hz): 6,83-6,95 (m, 2H, H-5 e H-3);
7,11-7,16 (m, 1H, H-4); 7,29 (dd, 1H, H-6, J = 1,5, J = 7,2); 7,48-7,53 (m, 1H, H-11);
7,92-7,99 (m, 1H, H-10); 8,38 (dd, 1H, H-9, J= 1,0, J = 7,8); 8,68-8,72 (m, 2H, H-7 e
H-12).
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RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 116,3 (C-6); 119,5 e 119,6 (C-3 e C-5);
121,5 (C-11); 125,4 (C-4); 128,2 (C-10); 136,8 (C-9); 138,0 (C-1); 149,5 (C-8); 151,4
(C-12); 154,5 (C-2); 159,3 (C-7).
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Nomenclatura: (E)-4-bromo-N-(piridin-2-ilmetileno)anilina 32b

F.M.: C12HoBrN, / M.M.: 261,12 g.mol™

Caracteristica fisica: s6lido marrom

F.F. (experimental): 64,0-66,2 °C

Rf (CCD): 0,80 CH,CIl,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.
Rendimento: 70%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm), J (H2): 7,29 (d, 2H, H-2 e H-6, J = 8,4);
7,52 (m, 1H, H-11); 7,59 (d, 2H, H-3 e H-5, J = 8,4); 7,94 (t, 1H, H-10, J = 7,8); 8,13
(d, 1H, H-9, J = 7,8); 8,58 (s, 1H, H-7): 8,71 (d, 1H, H-12, J = 4,5).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), 8 (ppm): 119,4 (C-4); 121,4 (C-10); 123,3 (C-2 e
C-6): 125,8 (C-11); 132,2 (C-3 e C-5); 137,1 (C-9): 149,6 e 149,7 (C-1 e C-12); 153,8
(C-8); 161,6 (C-7).
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LV. (KBr), v (cm™): 3051, 2994, 2915 (v C-H), 1616 (v C=N), 1585, 1559, 1466 (v
C=C); 1134 (v C=N aromatico).

Nomenclatura: (E)-N-(piridin-2-ilmetileno)anilina 32c

10 9
2
10 N8L =
= N—< >4
12 N

F.M.: C12H1oN2 / M.M.: 182,22 g.mol™
Caracteristica fisica: 6leo marrom escuro
Rf (CCD): 0,80 CH,CI,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.

Rendimento: 65%
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), 8 (ppm), J (Hz): 7,30-7,35 (m, 3H, H3, H-4 e H-
5); 7,43-7,47 (M, 2H, H-2 e H-6); 7,52-7,55 (H-11); 7,96-7,97 (m, 1H, H-10); 8,16-8,17
(m, 1H, H-9); 8,60 (s, 1H, H-7); 8,73 (d, 1H, H-12, J = 1,0).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 121,0 e 121,2 (C-2 e C-6); 125,6 (C-11);
126,7 (C-4); 128,7 (C-10); 129,3 (C-3 e C-5); 137,0 (C-9); 149,6 e 150,5 (C-1 e C-12);
153,9 (C-8); 160,7 (C-7).
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Nomenclatura: (E)-2-((2-fenil-hidrazona)metil)piridina 32d

10 9
8 7 2 3
— N—N 4
12 N

F.M.: C12H1iN3 / M.M.: 197,24 g.mol™

Caracteristica fisica: sdlido branco

F.F. (experimental): 185,1-186,6 °C

Rf (CCD): 0,74 CH,CI,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.
Rendimento: 100%

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg), 8 (ppm), J (Hz): 6,78-6,81 (m, 1H, H-4); 7,09-
7,14 (m, 2H, H-3 e H-5); 7,23-7,26 (m, 3H, H-2, H-6 e H-7); 7,75-7,78 (m, 1H, H-11);
7,89-7,95 (m, 2H, H-9, H-10); 8,50-8,52 (m, 1H, H-12); 10,71 (s, 1H, -NH).
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RMN de 3C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 112,2 (C-2 e C-6); 118,5 (C-9); 119,4 (C-
4); 122,3 (C-11); 129,1 (C-3 e C-5); 136,3 (H-10); 136,7 (C-7); 144,7 (C.1); 149,1 (C-
12); 154,7 (C-8).
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LV. (KBr), v (cm™): 3421, 3225, 3184, 3006, 2943 (v C-H), 1605 (v C=N), 1598,
1568, 1494 (v C=C); 1150 (v C=N aromatico).

Nomenclatura: (E)-N'-(piridin-2-ilmetileno)isonicotino-hidrazida 32e

10 9
11@%7\ > 3
=N N—NH 1/—
6 5
F.M.: C12H10N4O / M.M.: 226,23 g.mol™
Caracteristica fisica: sélido branco
F.F. (experimental): 165,0-165,7 °C
Rf (CCD): 0,50 CH,CI,/MeOH (90:10) Revelador: luz U.V.

Rendimento: 100%
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg), 8 (ppm), J (Hz): 7,43-7,45 (m, 1H, H-11); 7,84
(d, 2H, H-3 e H-6, J = 5,1): 7,91 (m, 1H, H-10); 8,00 (d, 1H, H-9, J = 7, 8); 8,49 (s, 1H,
H-7); 8,63 (d, 1H, H-12, J=4,5): 8,80 (d, 2H, H-4 e H-5, J=4,8): 12,29 (s, 1H, -NH).
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RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 120,2 (C-9); 121,5 e 121,6 (C-3 e C-6);
124,7 (C-11); 136,9 (C-10); 140,3 (C-2); 149,3 (C-7); 149,6 (C-12); 150,3 (C-4 e C-5),
153,0 (C-8); 162,0 (C-1).
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LV. (KBr), v (cm™): 3442, 3200, 3000, 2834 (v C-H), 1605 (v C=N), 1659, 1566, 1551
(v C=C); 1142 (v C=N aromatico).

7.2.4.4 Procedimento geral de preparacao das tioiminas 33-39
7.2.4.4.1 Preparacdo de tioiminas 33-35

As tioiminas 33-35 foram preparadas utilizando-se quantidades equimolares de
2-mercapto anilina e dos aldeidos 4-hidroxibenzaldeido, 4-nitrobenzaldeido e 4-N’,N’-
dimetilaminobenzaldeido,  respectivamente. ~ Primeiramente, = promoveu-se  a
solubilizacdo dos aldeidos aromaticos em etanol e, a seguir, gotejou-se um equivalente
molar de 2-mercapto anilina. A mistura foi mantida a t.a. e agitacdo constante até que se

observou a formagéo de precipitado. O tempo reacional variou de 5 a 24 h.
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Nomenclatura: 4-(benzo[d]tiazol-2-il)fenol 33
35 S e 9 10
Ll
6 13 12
F.M.: C13HgNOS / M.M.: 227,28 g.moI'1
Caracteristica fisica: sdlido incolor
F.F. (experimental): 227,0-228,5 °C
Rf (TLC): 0,40 CH,CIl,/MeOH (95:05) Revelador: luz U.V.
Rendimento: 35%

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm), J (Hz): 6,94 (d, 2H, H-10 e H-12, J =
8,7); 7,38 e 7,49 (2td, 2H, H-4 e H-5, J = 1,0, J = 7,6); 7,93 (d, 2H, H-9 e H-13, J =
8,7); 7,98 (d, 1H, H-6, J = 8,1); 8,06 (d, 1H, H-3, J = 7,8); 10,24 (s, 1H, -OH).
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RMN de °C (75 MHz, DMSO-dg), § (ppm): 116,0 (C-10 e C-12); 122,1 e 122,3 (C-3
e C-6); 124,8 (C-4 e C-5); 126,3 (C-8): 128,9 e 129,0 (C-9 e C-13); 134,1 (C-8); 153,7
(C-1); 160,5 (C-11): 167,4 (C-7).
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LV. (KBr), v (em™): 3485 (v O-H); 2993 (v C-H): 1606 (v C=N); 1483; 1456 (v C=C).

Nomenclatura: (E)-2-(4-nitrobenzilidenoamino)benzenotiol 34

SH 9 10
3 78
4 N
13 12
5 6

F.M.: C13H10N20,S / M.M.: 258,29 g.mol™

Caracteristica fisica: sélido amarelo canario

F.F. (experimental): 120,8-121,9 °C

Rf (TLC): 0,80 CH,Cl,/MeOH (95:05)

Revelador: luz U.V.
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Rendimento: 85%

RMN de H (300 MHz, DMSO-de), & (ppm), J (Hz): 6,41 (s, 1H, H-7); 6,73 (d, 1H,
H-6,J = 7,8); 6,79 (t, 1H, H-4, J = 7,5); 6,98 (t, 1H, H-5, J = 7,6); 7,03 (d, 1H, H-3, J =
7,5); 7,66 (d, 2H, H-9 e H-13, J = 8,7); 8,17 (d, 2H, H-10 e H-12, J = 8,7).

ppm
8,187
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7,674
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 110,7 (C-6); 121,7 (C-2); 121,9 (C-3 e
C-4); 124,2 (C-10 e C-12); 126,1 (C-5); 127,4 (C-9 e C-13); 128,4 (C-8); 145,9 (C-11);
148,1 (C-1); 149,4 (C-7).
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LV. (KBr), v (em™): 1606 (v C=N); 1515; 1458 (v C=C); 1342 (v N=O).

Nomenclatura: (E)-2-(4-(dimetilamino)benzilidenoamino)benzenotiol 35

F.M.: C1sH16N2S / M.M.: 256,36 g.mol™

Caracteristica fisica: solido amarelo palido

F.F. (experimental): 162,9-165,0 °C

Rf (TLC): 0,80 CH,CIl,/MeOH (95:05) Revelador: luz U.V.
Rendimento: 68%

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm), J (Hz): 2,89 (s, 6H, N(CH3),): 2,99 (s,
1H, -SH); 6,29 (s, 1H, H-7); 6,56 (d, 1H, H-6, J = 7,8); 6,66-6,70 (m, 2H, H-10 e H-12);
6,87 (t, 1H, H-5, J = 7,5); 6,97 (d, 1H, H-4, J = 7,5); 7,37 (d, 2H, H-9 e H-13, J = 8,7);
7,89-7,94 (m, 1H, H-3).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 40,3 (N(CHa),); 111,8 (C-10 e C-12);
121,5 (C-6); 122,4 (C-2 e C-8); 124,3 (C-4); 126,1 (C-5); 129,0 (C-9 e C-13); 134,7 (C-
3); 152,3 9C-11); 154,3 (C-1); 169,0 (C-7).
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LV. (KBr), v (cm™): 2920 (v C-H); 1610 (v C=N); 1487; 1431 (v C=C).
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7.2.4.4.2 Preparacdo das tioiminas 38 e 39
7.2.4.4.2.1 Alquilacdo da 2-mercapto anilina: preparagcdo do composto 36

Uma solucdo de 0,480 g de NaOH em 30,0 mL de &gua (12,0 mmol) foi
adicionada a uma solucdo de 2-mercapto anilina (1,25 g , 10,0 mmol) em 30,0 mL de
metanol. A seguir, 1,5 g de 1-bromo-propano (12,0 mmol) foram adicionados gota a
gota a mistura reacional, que foi entdo mantida sob agitacdo magnética constante e a t.a.
por aproximadamente 4,5 h. Apos este intervalo de tempo verificou-se por CCD a
formagéo de um produto mais apolar, como esperado. Prosseguiu-se com a eliminagéo
do metanol no rotaevaporador e o residuo marrom contendo agua foi entdo submetido a
uma extracdo utilizando-se CHCI3 e H,0. A fase organica foi seca com Na,SO, anidro,
concentrada e o 6leo marrom resultante foi submetido a uma filtragem em silica

utilizando-se CH»,Cl, como eluente.

Nomenclatura: 2-(propiltio)anilina 36

F.M.: CgH13NS / M.M.: 167,27 g.mol™

Caracteristica fisica: 6leo amarelo

Rf (CCD): 0,45 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luzU.Ve l,
Rendimento: 81%

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm), J (Hz): 1,01 (t, 3H, 9-CH3, J = 7,3); 155-
1,68 (sex, 2H, 8-CH,); 2,75 (t, 2H, 7-CH,, J = 7,3); 4,16 (sl, 2H, -NH,); 6,69-6,77 (m,
2H, H-4 e H-5); 7,11-7,17 (m, 1H, H-6); 7,39-7,42 (m, 1H, H-3).
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RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 13,3 (C-9); 23,0 (C-8); 36,9 (C-7); 114,9
(C-2 e C-6); 118,5 (C-4); 129,4 (C-3 e C-5); 135,7 (C-1).

v
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7.2.4.4.2.2 Procedimento geral de preparagéo das tioiminas 38 e 39

Em um bal&o de 50,0 mL de fundo redondo, solubilizou-se 0,89 mmol da amina
36 em 4,0 mL de etanol. A seguir, adicionou-se 0,89 mmol de um aldeido aromatico (4-
N’,N’-dimetilaminobenzaldeido ou 4-nitrobenzaldeido) e a mistura foi mantida sob
agitacdo constante e a t.a. Uma vez que o acompanhamento dessas reacGes por CCD
(durante um periodo de 24 h) ndo indicou consumo dos materiais de partida, fez-se
necessaria a utilizacdo de catalise &cida. Adicionou-se entdo 3 gotas de &cido acético a
cada uma das misturas reacionais. Apos a adi¢do do catalisador, periodos de 48 h (38) a
5 dias (39) de repouso do meio reacional a t.a. foram necessarios para a formacdo de um

precipitado.

Nomenclatura: (E)-N,N-dimetil-4-((2-(propiltio)fenilimino)metil)anilina 38

F.M.: C1gH2N,S / M.M.: 298,45 g.mol™

Caracteristica fisica: solido amarelo

F.F. (experimental): 90,6-91,0 °C

Rf (CCD): 0,36 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V.
Rendimento: 39%

RMN de *H (300 MHz, CDCI3), & (ppm), J (Hz): 1,07 (t, 3H, 9-CHs, J = 7,3); 164-
1,78 (M, 2H, 8-CHy); 2,92 (t, 2H, 7-CHj, J = 7,3); 3,08 (s, 6H, N(CHs),): 6,76 (d, 2H,
H-13 e H-15, J = 8,7); 6,95-6,98 (m, 1H, H-6); 7,14-7,18 (m, 2H, H-4 e H-5); 7,27-7,30
(m, 1H, H-3); 7,84 (d, 2H, H-12 e H-16, J = 8,7); 8,27 (s, 1H, H-10).
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 13,9 (C-9); 22,5 (C-8); 34,1 (C-7); 40,4
(N(CHs),); 111,8 (C-13 e C-15); 118,4 (C-6); 125,0 (C-2); 125,3 (C-11); 126,0 (C-4);
126,9 (C-3); 130,9 (C-12 e C-16); 132,0 (C-5); 147,0 (C-14); 153,0 (C-1); 160,0 (C-10).

iV
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LV. (KBr), v (cm™): 2955 (v C-H); 1615 (v C=N); 1595 (v C=C).

Nomenclatura: (E)-N-(4-nitrobenzilideno)-2-(propiltio)anilina 39

g 9

S_Z/_ 12 13
10
7 NO,
4 N

3
16 15

5 6

F.M.: CleHleNonS/ M.M.: 300,38 g.mol'l

Caracteristica fisica: sélido amarelo

F.F. (experimental): 64,5-65,7 °C

Rf (CCD): 0,43 Hex/EtOAc (95:05) Revelador: luz U.V.

Rendimento: 30%

RMN de *H (300 MHz, CDCl3), & (ppm), J (Hz): 1,09 (t, 3H, 9-CHs, J = 7,3); 1,73
1,80 (m, 2H, 8-CH,); 2,94 (t, 2H, 7-CHa, J = 7,3); 7,01-7,04 (m, 1H, H-6); 7,17-7,33
(m, 3H, H-4, H-5 e H-6); 8,13 (d, 2H, H-12 e H-16, J = 8,7); 8,34 (d, 2H, H-13 e H-15,
J=9,0); 8,50 (s, 1H, H-10).
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RMN de *C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 13,9 (C-9); 22,4 (C-8); 34,0 (C-7); 117,8 (C-
6); 124,2 (C-13 e C-15); 125,9 (C-2); 126,8 (C-4); 127,5 (C-3); 129,8 (C-12 e C-16);
133,6 (C-5); 141,7 (C-11); 149,0 (C-14); 149,6 (C-1); 157,2 (C-10).
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LV. (KBr), v (em™): 2958-2861 (v C-H); 1622 (v C=N); 1590 (v C=C), 1335 (v N=0).
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8 CONCLUSOES

Neste trabalho foi descrita a preparagéo de 56 compostos organicos, a saber: 18
conjugados esteroides/bases de Schiff, sendo 17 destes ineditos; 9 derivados esteroidais,
sendo 7 inéditos; 25 bases de Schiff, dentre as quais 9 sdo inéditas; além de 4

precursores para a obtencao das bases de Schiff, sendo 1 deles inédito.

Os conjugados esteroides/bases de Schiff 1la-g e 2a-g foram obtidos a partir da
construcdo de uma base de Schiff na posicdo C-24 dos nucleos esteroidais colico e
desoxicélico em rendimentos que variaram de 64 a 100 %, enquanto os conjugados 8 e
10-12 foram obtidos a partir da insercdo da imina na posi¢do C-3 dos nucleos cdlico e
colesterol, respectivamente em rendimentos de 70 a 98 %. A estratégia sintética
utilizada foi similar para os trés grupos de conjugados: primeiramente preparou-se uma
amida ou um aldeido biliar a partir dos esteroides disponiveis comercialmente (&cidos
cllico e desoxicolico e colesterol) e a seguir, promoveu-se a conjugacdo com um

aldeido ou amina aromaticos, originando a por¢do iminica.

Os derivados esteroidais (aminas 13 e 14, aldeidos 15 e 16, bem como o0s
intermediarios 1 e 2, 7 e 9) foram obtidos a partir de reacGes de formacao de ligacdo
amida ou esterificacBes, nas quais DCC foi utilizado como agente ativador do &cido
carboxilico, em rendimentos que variaram de 24 a 82%. As bases de Schiff, por sua vez,
foram preparadas utilizando-se condi¢Oes reacionais classicas de formacdo da ligacédo
iminica, ou seja, a condensacdo entre quantidades equimolares de um aldeido e de uma
amina aromaticos em etanol ou metanol, a temperatura ambiente, em rendimentos entre

21 e 100%. Para a sintese das iminas 38 e 39 fez-se necessario o uso de catalise acida.

Todos o0s compostos obtidos foram devidamente caracterizados por
espectroscopia de RMN (de *H e de *3C), I.V. e os inéditos por espectrometria de

massas (LC-MS) ou analise elementar, além de faixa de fusdo (°C).

Em relacdo a avaliagdo do potencial leishmanicida dos compostos aqui
preparados, os resultados mostraram que dentre os conjugados la-g e 2a-g, apenas 0sS
derivados do segundo grupo (derivados do acido desoxicolico) apresentaram atividade
em formas promastigotas de Leishmania, com Clsy variando de 15,83 uM a 59,23 uM.
Vale a pena ressaltar ainda que estes compostos tiveram atividade nas formas

promastigotas de todas as quatro espécies testadas. Dentre os conjugados derivados do
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colesterol, apenas o conjugado 10 apresentou atividade leishmanicida nas formas
promastigotas de L. brazilienses e L. major, valendo ressaltar que 0 mesmo apresentou
um valor de Clso de 7,00 uM em L. braziliensis, valor este que faz deste conjugado
cerca de quatro vezes mais potente que a Miltefosina. Dentre as bases de Schiff
avaliadas, apenas as piridiniliminas 31a, 32a e a piridinil-hidrazona 31d apresentaram
atividade leishmanicida promissora em promastigotas de L. brazilienses e L. major,
destacando-se a imina 32a que apresentou um valor de Clsp; de 3,38 uM em L.
braziliensis. Por outro lado, as demais bases de Schiff preparadas (lipofilicas e
tioiminas), ndo apresentaram atividade leishmanicida até a méxima concentragdo testada
ou foram pouco ativas. Por fim, vale ressaltar que a maioria dos compostos preparados
ndo apresenta toxicidade em macrdfagos peritoneais murinos na concentracdo maxima
testada (150,00 uM).

No que se refere a atividade antimalarica, dentre 0os compostos sintéticos
analisados, os conjugados 1c e 1e, bem como a amida biliar 1 apresentaram significativa
atividade antimalarica nos 9° e 12° dias de experimento, sendo capazes de inibir a
multiplicacdo do parasito com consequente reducdo da parasitemia. No 12° dia de
experimento, a inibicdo da parasitemia pelos compostos (1: 80,77 %, 1c: 83,86 %, le:
87,60 %) foi semelhante ou maior do que a inibicdo provocada pela cloroquina
(cloroquina: 86,53 %), droga antimalérica tradicionalmente utilizada como referéncia

em ensaios de quimioterapia antimalérica.

No que se refere a atividade antitubercular, nenhum dos compostos avaliados
(conjugados 8, 10-12, seus precursores 7 e 9, os derivados esteroidais 13-16, as bases de
Schiff lipofilicas 20-24, bem como as tioiminas 33-39 e as piridiniliminas e piridinil-
hidrazonas 31a-e e 32a-e) sdo considerados promissores agentes anti-TB, uma vez que
novos candidatos anti-TB devem apresentar valores de CIM < 10,0 pg/mL contra
culturas de MTB.

Em relagéo ao potencial antioxidante dos compostos sintéticos como inibidores
do radical DPPH, merecem destaque: as bases de Schiff lipofilicas 20-22, que
apresentaram valores de Clsg entre 4,85 e 7,01 ug/mL, todos inferiores ao do resveratrol
(Clsp = 9,18 pg/mL); os conjugados 8 e 10 (Clsp = 9,14 e 10,21 pg/mL,

respectivamente); a piridinilimina 31a (Clso = 8,79 uM), cujo valor de Clsq € similar ao
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valor apresentado pelo &cido ascérbico (Clsp = 9,48 UM) e a tioimina 34 (18,45 uM),
que é duas vezes mais ativa que o resveratrol (Clsp = 37,28 uUM).

Os conjugados la-e e 2a-e, bem como suas amidas biliares precursoras (1 e 2)
apresentaram um perfil de fotoprotecdo variado, com FPS variando de 2 a 9 e FPUVA
de 2 a 11, sendo que todos os conjugados sintetizados sdao melhores fotoprotetores que
suas amidas biliares precursoras e igualmente ou, pelo menos, duas vezes mais ativos

que o resveratrol.

Por fim, os resultados obtidos neste trabalho levaram a publicacdo de trés artigos
cientificos, um artigo de revisdo e ao pedido de trés depdsitos de patentes no INPI.

Além disso, outro artigo cientifico foi submetido e aguarda deciséo.
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Abstract: This study evaluated and compares the antioxidant activity of six resveratrol analogues. The analogues 4 -
Hydroxyphenyl-benzo[d]thiazole (A), p~(N . N-dimethyllaminobenzylidene-2-aminothiophenol (B) and p-Nitrobenzylidene-
2-aminothiophenol (C) were synthesized and the antioxidant activity was evaluated using the DPPH method. A descrip-
tive statistical analysis and ANOVA followed by the Tukey test, with the aid of software. The best antioxidant activity
was demonstrated by compound C (half maximal inhibitory concentration (ICsg) = 18 45uM). this compound is two times
more active than resveratrol (ICs;= 37.28pM). Taken together. the data presented herein suggest that these molecules

might serve as potential anfioxidant considering that molecular modification is an effective strategy. As such. the com-
pounds described herein can serve as prototypes for further research and the development of novel antioxidant agents.
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Abstract: Resveratrol has been extensively researched for its powerful antioxidant capacity and other biological effects.
The number of patents involving this compound has been growing in recent years. However, the biggest problem associ-
ated with this molecule, a limited bioavailability due to its fast metabolism in the ver, has led o obtaining its aalogues
or derivatives. In this work, we selected patents which describe the application of the antioxidant activity of resveratrol
and 1ts analogues as food for the human segment.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
ﬂrﬂ‘{t' hIS_WrY-' ) A series of 14 bile acids/azastilbenes conjugates (1a-g and 2a-g) was prepared through the condensation
Received 24 October 2014 of bile amides (1 and 2) and aromatic aldehydes. The newly synthesized conjugates were evaluated

Received in revised form 9 February 2015
Accepted 12 March 2015
Available online 23 March 2015

in vitro for their antioxidant and photoprotective activities. Six compounds (1, 1a, 1b, 2, 2a and 2b)
showed promising antioxidant activity with 1Csp values of 19.60-3183 pgmL~'. The synthesized
compounds presented a varied photoprotection profile, with the SPF ranging from 2 to 9. Among the
16 compounds tested for the protection against UVE sunrays, 3 compounds (2c, 2e and 2g) presented

g’hﬂ:ﬂ: more significant protection than resveratrol and the free azastilbene 3; while the UVAPF increased from
Azastilbenes 2 in resveratrol and 5 in 3 to 5-11 in the majority of the conjugates.
Schiff bases © 2015 Published by Elsevier Inc.
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