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RESUMO

A disseminacdo de bactérias resistentes a antibiéticos configura uma ameaca
consideravel a humanidade, como principal consequéncia a alta morbidade e
mortalidade. A sintese de novos compostos com atividade biol6gica capazes de
desativar enzimas e inibir vias metabdlicas de bactérias e fungos com alta seletividade
no corpo humano pode gerar promissores agentes antimicrobianos e antifungicos. Os
derivados de maleimida possuem em sua estrutura o grupo - CO-N (R) -CO- sendo R
um hidrogénio, grupo alquila ou arila. A ligacdo dupla presente no anel maleimida é
propensa a ser atacado por espécies nucleofilicas como o grupo tiol, presente na
estrutura do aminoacido cisteina. Deste modo a atividade enzimatica de cisteina
proteases bacterianas € alterada e consequentemente o crescimento da bactéria é
inibido. A Terapia Fotodindmica (TFD) é uma técnica terapéutica consolidada para o
tratamento de varios tipos de cancer, sendo uma alternativa cada vez mais utilizada em
detrimento dos tratamentos tradicionais. A TFD é baseada na fotooxidagcdo de matéria
biolégica, como por exemplo, membrama celular e é decorrente da atividade de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que séo geradas in situ e ocasionam a morte
celular por luz visivel em presenga de um fotossensibilizador (Fs) e de oxigénio. Entre
esses Fs mais utilizados em TFD, estédo as porfirinas, que sao macrociclos aromaticos
com 18 elétrons & ressonantes mais 4 elétrons © conjugados e possuem quatro bandas
de absorcdo Q na regido do visivel ideal para TFD. A clorina por sua vez, possui
caracteristicas fotofisicas consideradas de grande importancia para TFD, visto que as
clorinas apresentam forte absortividade molar dentro da janela terapéutica (600-800nm)
onde ocorre maior penetracdo da luz no tecido, o que proporciona o tratamento de
tumores mais profundos. No entanto, um fator limitante e abrangente dos
fotossensibilizadores é a formagdo de auto-agregagdo, que ocorre devido a forte
interagdo entre macrociclicos aromaticos. Trabalhos recentes demonstram que a reagéo
de Diels—Alder, por ser régio-seletiva, pode ser utilizada para a obtencdo de clorinas
isentas de auto-agregacao. A utilizacdo de derivados de maleimidas como diendfilos na
sintese destes macrociclicos pode potencializar a acdo do Fs devido suas interacdes
com dominios hidrofébicos das enzimas presentes em tumores, resultando na

inativacéo de grupos sulfidrila essenciais para suas atividades catalitica.

Palavras-chave: Maleimidas, Clorinas, TFD, Bactérias, Cancer



SYNTHESIS OF NEW PHOTOSENSITIZERS STRICTLY
EXEMPT FROM SELF-AGGREGATION DERIVED FROM N-

SUBSTITUTED MALEIMIDES
ABSTRACT

The spread of antibiotic-resistant bacteria poses a considerable threat to
humanity, as the main consequence of high morbidity and mortality. The synthesis of
new compounds with biological activity capable of deactivating enzymes and inhibiting
the metabolic pathways of bacteria and fungi with high selectivity in the human body can
lead to promising antimicrobial and antifungal agents. Maleimide derivatives have the
group - CO-N (R) -CO- in their structure, with R being a hydrogen, alkyl or aryl group.
The double bond present in the maleimide ring is prone to be attacked by nucleophilic
species such as the thiol group present in the structure of cysteine amino acid. Thus,the
enzymatic activity of bacterial cysteine proteases is altered, which may lead to inhibition
of bacterial growth. Photodynamic Therapy (PDT) is a consolidated therapeutic
technique for the treatment of various types of cancer, being an increasing alternative
used in cancer as compared to the traditional treatments. PDT is based on the
photooxidation of biological matter and results from the activity of reactive oxygen
species (ROS) that are generated in situ and cause cell death by visible light in the
presence of a photosensitizer (Fs) and oxygen. Among these Fs, the porphyrins are the
ones mostly used in PDT , which are aromatic macrocycles with 18 resonant r electrons
plus 4 conjugated = electrons possessing four absorption bands Q in the visible region
ideal for PDT. Chlorine, in turn, has photophysical characteristics considered to be of
great importance for PDT, since chlorines have strong molar absorption within the
therapeutic window from 600 to 800nm where there is greater penetration of light into
the tissue, being an interesting approach for the treatment of deeper tumors. However,
a common limitation factor of photosensitizers is the formation of self-aggregates, which
occurs due to the strong interaction between aromatic macrocyclics. Recent work
demonstrates that the regio-selectiviness of Diels — Alder reaction is an important
characteristic to obtain chlorines free from self-aggregation. The use of maleimide
derivatives as dienophiles in the synthesis of these macrocyclics can enhance the action
of Fs due to their interactions with hydrophobic domains of enzymes present in tumors,

resulting in the inactivation of sulfhydryl groups essential for their catalytic activities.

Keywords: Maleimides, Chlorines, TFD, Bacteria, Cancer
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que a disseminacdo de bactérias resistentes a antibidticos
configura uma ameaca consideravel a humanidade, como principal
consequéncia a alta morbidade e mortalidade. Estudos sobre infeccdes e
resisténcia microbiana estdo voltados para as enzimas bacterianas e fungicas
encarregadas de catalisar as principais reacfes bioquimicas em células
micrébicas (1). Compostos com atividade biolégica capazes de desativar essas
enzimas e inibir a via metabodlicas em bactérias e fungos com alta seletividade
no corpo humano sao promissores agentes antimicrobianos (2). Os derivados de
maleimida possuem em sua estrutura o grupo - CO-N (R) -CO- sendo R um
hidrogénio, grupo alquila ou arila. A ligacdo dupla presente no anel maleimida é
propensa a ser atacado por espécies nucleofilicas como o grupo tiol, presente
na estrutura do aminoécido cisteina. Deste modo a atividade enzimética de
cisteina-proteases bacterianas € alterada e o crescimento bacteriano € inibido
(2). O grupo maleimida se liga de maneira eficiente e especifica com
biomoléculas que contenham o grupo tiol e formam uma ligacdo covalente

estavel e irreversivel (3).

As maleimidas alcancaram relevantes atividades bioldgicas, incluindo
atividades antimicrobianas e inibicdo enzimatica. O mecanismo antimicrobiano
foi estudado e elucidado que as maleimidas poderiam interagir
preferencialmente com os dominios hidrofébicos das enzimas alvo, resultando
na inativacao de grupos sulfidrila essenciais para suas atividades cataliticas (4).
As atividades s&o bastante afetadas pela estrutura da ligacdo dupla C=C
presente no anel maleimida (4). Existe uma variacdo da capacidade da atividade
bioldgica de cada maleimida dependendo do grupo ligado ao nitrogénio. No caso
dos compostos propostos nesse estudo, a presencga do cloro assim como, a
presenca do grupo vinil, podem potencializar o ataque do grupo tiol, a dupla
ligagdo no anel maleimida (5).



A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma técnica terapéutica consolidada
para o tratamento de varios tipos de cancer, sendo uma alternativa cada vez
mais utilizada em detrimento dos tratamentos tradicionais. A TFD é baseada na
fotooxidacdo de matéria bioldégica e é decorrente da atividade de espécies
reativas de oxigénio (ROS) que sdo geradas in situ e ocasionam a morte celular
por luz visivel em presenca de um fotossensibilizador (Fs) e de oxigénio.
Inimeros pesquisadores estédo focando no estudo e desenvolvimento de novos
Fs, sistemas carregadores dos Fs e compreensdo dos mecanismos de
sensibilizacdo e de morte celular(6-9)

Entre esses Fs mais utilizados em TFD, estdo as porfirinas, que sao
macrociclos aromaticos com 18 elétrons © ressonantes mais 4 elétrons «
conjugados e possuem quatro bandas de absorcdo Q na regido do visivel ideal
para TFD. A hidrogenagao do anel da porfirina conduz a uma clorina ou anel
clorinico. A clorina por sua vez, possui caracteristicas fotofisicas consideradas
de grande importancia para TFD, visto que as clorinas apresentam forte
absortividade molar dentro da janela terapéutica (600-800nm) onde ocorre maior
penetracdo da luz no tecido, o que contribui para o tratamento de tumores mais
profundos(10).

No entanto, um fator limitante e abrangente dos fotossensibilizadores é a
formacdo da auto-agregacdo, que ocorre devido a forte interacdo entre
macrociclicos aromaticos. Essa agregacao altera as propriedades fisicoquimicas
do Fs, induzindo um decréscimo nos rendimentos quanticos de fluorescéncia do

estado triplete, de oxigénio singlete e, consequentemente, a atividade do Fs(11).

Trabalhos recentes demonstram que a reacao de Diels—Alder, por ser
régio-seletiva, pode ser utilizada para a obtencdo de clorinas isentas de auto-
agregacao. A utilizagéo de derivados de maleimidas como diendfilos na sintese
destes macrociclicos pode potencializar a acdo do Fs devido suas interacdes
com dominios hidrofébicos das enzimas presentes em microrganismos,
resultando na inativagdo de grupos sulfidrila essenciais para suas atividades

cataliticas(12).



1.1 OBJETIVOS

1.1.2 OBJETIVO GERAL

Obtengdo de novos fotossensibilizadores clorinicos para terapia

fotodindmica com fotofisica maximizada e atividade sinérgica com antibioticos.

1.1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar novas maleimidas com potencial atividade bioldgica.

e Sintetizar novos fotossensibilizadores clorinicos a partir destas
maleimidas.

e Determinar a atividade biol6gica dessas maleimidas frente as bacterias

Gram-positivas e Gram-negativas.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DOENCAS BACTERIANAS

O aumento das bactérias resistentes por uso inadequado de antibioticos
pela populacéo, leva a um impacto negativo sobre a morbidade, mortalidade e
na economia(13). Segundo, Luepke et al. (2016) da década de 1980 ao inicio de
2000, houve um declinio de 90% na aprovacao de novos antibidticos e bem como
a reducdes de descobertas de novas classes(13). Nos Estados Unidos, o Centro
para Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) estimou que 2 milhbes de

pacientes por ano contrairam infec¢cdes devido as bactérias resistentes aos



medicamentos e 23 mil morreram por ano, como consequéncia. Os custos

estimados no pais chegam a 55 bilhdes de délares (14).

No Brasil, ainda ndo sado encontrados dados sobre o numero de vitimas
por bactérias resistentes, mas a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) alerta sobre o crescente numero de casos de infec¢cdes por essas

bactérias principalmente nos hospitais (1).

2.2 INFECCOES BACTERIANAS EM HOSPITAIS

A ANVISA relata que, as infec¢des causadas por bactérias do tipo Gram-
positiva em adultos hospitalizados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e
tratados com antibidtico oxacilina, estrutura representada na Figura 1,
apresentaram resisténcia a este anibiotico. Especificamente, cerca de 74,9% das
amostras de Staphylococcus coagulase positiva (SCoN) e 57,4% das amostras

de Staphylococcus aureus (S. aureus) apresentaram resisténcia a oxacilina.

mT

O}\OH

Figura 1 Estrutura quimica antibiético oxacilina

Cerca de 28.8% de amostras de pacientes infectados por Enterococcus
spp, outra bactéria gram-positiva, apresentaram resisténcia ao antibiotico

vancomicina, mostrado na figura 2.
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Figura 2 Estrutura quimica antibiético vancomicina

Em 2015 foram observadas altas taxas de resisténcia para os bacilos
Gram-negativos aos carbapenémicos, onde a estrutura quimica esta
representada na Figura 3, assim como nos anos anteriores. Taxas de resisténcia
aos carbapenicos de 77,4% para Acinetobacter spp. e 39,1% para Pseudomonas

aeruginosa foram reportadas (P. aeroginosa).

Figura 3 Estrutura quimica antibiético carbapenémicos

Para bactérias gram-negativas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, as taxas de resisténcia aos carbapenémicos e as
cefalosporinas, Figura 4, foram de 9,7% para Escherichia coli (E.coli), 43,3%

para K.pneumoniae e 21,6% para Enterobacter spp(1).
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Figura 4 Estrutura quimica antibiético cefalosporinas

A descoberta de novos compostos quimicos vem abrindo o caminho para
classes alternativas de agentes bactericidas com novo mecanismo de acao e
atividade contra essas espécies de bactérias resistentes (15). Estudos utilizando
sintese de derivados de dihidrotiazina, Figura 5, composto quimico conhecido
com atividade bactericida apresentou potente inibicdo contra bactérias do tipo
Gram-positivas, dentre elas o S. aureus.
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Figura 5 Anel dihidrotiazina

Compostos derivados de imidazol, figura 6 (A), e benzimidazol, figura 6
(B) apresentaram atividade de inibicdo consideravel contra o S. aureus. Os
derivados de maleimidas, Figura 6 (C), sdo também reportados por
pesquisadores como compostos quimicos de alta atividade contra bactérias

resistentes dos tipos Gram positivas e Gram-negativas (16—-21).
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Figura 6 Estrutura quimica imidazol (A), benzimidazol (B) e maleimida (C)



2.3 REACAO DE MICHAEL E DIELS-ALDER

A gquimica da reacao de Michael envolve a adi¢do de um nucledfilo a uma
ligacdo dupla eletrofilica carbono-carbono. Em uma tipica reacdo de adicao de
Michael, o nucledfilo (doador de Michael) é adicionado a ligacdo dupla carbono-
carbono com deficiéncia de elétrons (aceptor de Michael) para criar uma nova
ligagéo simples carbono-carbono(22). Existem diversos estudos que descrevem
a reacao envolvendo o grupo tiol (doador de Michael), conhecida como reacéo
tiol-Michael, que envolve a adicdo do grupo tiol a grupos como vinil sulfonas
Figura 7 (A), fumaratos figura 7 (B), e maleimidas que podem atuar como

aceptores de Michael(21-23).

Figura 7 Estrutura quimica sulfonas (A) e fumaratos (B)

A reacao genérica de adicao tiol-Michael é exemplificada na Figura 8(26).

o o]
—~—N \ " HS— —N
Adigio tiol-Michael s
0 0

Figura 8 Reacgéo de adicao tiol-Michael

A reacdo de Diels-Alder é considerada uma das reagfes mais
importantes dentro da quimica organica. A reacao de Diels-Alder é dita uma
reacao periciclica de cicloadicdo entre um dieno conjugado com quatro elétrons

T € um segundo componente alceno com dois elétrons 1T, chamado de diendfilo.



Essa reacdo pode ser executada sob condicbes relativamente simples
aguecendo juntos os dois componentes, dieno e diendfilo, em solventes ndo
polares, seguido por evaporacdo que geralmente leva a altos rendimentos de

produtos conforme Figura 9(27).

Estudos reportam a importancia da reacdo de Diels-Alder entre
maleimidas carregadoras de drogas e dienos ricos em elétrons presentes em

biomoléculas, tornando-se potenciais estratégias na area bioterapéutica(28,29).

/N

D M EWG b

Figura 9 Reacéo Diels-Alder

2.4 IMIDAS CICLICAS

As imidas ciclicas, estrutura quimica Figura 10, sdo uma classe
importante de compostos com ligacdo bis-amida com nitrogénio comum. Sao
geralmente utilizadas como pecas para construcdo de sinteses de produtos
naturais, drogas, polimeros e apresentam uma diversidade de atividades
farmacoldgicas, que incluem efeitos antibacterianos, antifingicos, anticancer e

anti-inflamatorios(30,31).

Figura 10 Estrutura geral grupo Imida



Os derivados de imidas ciclicas, provaram ser importantes agentes
medicinais para uso no tratamento de cancer(32), assim como apresentaram
atividade analgésica em camundongos(33), citotoxicidade contra células
endoteliais e leucémicas(34), e também apresentaram evidencias de atividades
bactericidas(35). Em virtude das imidas possuirem caracteristicas hidrofébicas,
podem cruzar membranas bioldgicas in vivo e seus efeitos biol6gicos estdo
diretamente relacionados com o tamanho e as caracteristicas eletrofilicas dos
grupos substituintes no anel imida que provocam mudangcas em suas

propriedades estéricas(35).

2.5 MALEIMIDAS

As maleimidas e seus derivados sdo compostos quimicos que contém um
anel imida e uma estrutura geral —CO-N(R)— CO- sendo o R um hidrogénio,
grupo alquila ou arila. Sado obtidos a partir de anidrido maleico por tratamento

com aminas(36).

As maleimidas demonstram reagir diretamente com grupos quimicos
presentes em biomoléculas, como tidis via reacdes de adicdo de Michael ou em
estratégias de duas etapas por meio de processos via reacado de Diels-Alder. A
ligacdo dupla presente no anel maleimida é atacada por espécies nucleofilicas
como o grupo tiol, presente na estrutura do amino&cido cisteina, deste modo a
atividade enzimatica da protease da cisteina é alterada e o crescimento da
bactéria é inibido(35,36).

O grupo maleimida se liga de maneira eficiente e especifica com
biomoléculas que contenham o grupo tiol terminal e formam uma ligacao

covalente estavel e irreversivel como exemplo mostrado na Figura 11(39).
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Figura 11 Reacao adicdo de Michael entre maleimida e cisteina

2.6 SINTESE DE MALEIMIDAS

As maleimidas e seus derivados séao obtidos principalmente a partir
da reacdo entre anidrido maleico (AM) e aminas, como ja descrito
anteriormente, seguido por desidratacdo. A reacdo de sintese genérica &
detalhada na Figura 12(40).

OH RHN
+H,0
0O + RNH, —» 0 0 — N—R

Figura 12 Sintese de maleimida reacao de adicao de Michael

Um método de trés etapas envolvendo condensac¢do por meio da
reacdo Diels-Alder de anidrido maleico com furano, também leva a formacao de

maleimidas N-substituidas conforme a Figura 13(41).
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Figura 13 Sintese de maleimidas via reacéo de Diels-Alder

Além da aplicacdo das maleimidas como substratos para sintese de
produtos quimicos com atividade biolégica, as maleimidas também séo utilizadas
como reagentes de conjugacgéo para reticulacéo intramolecular e intermolecular
de proteinas(42). Além disso, sdo utilizadas maleimidas funcionalizadas como

reagentes para modificacdes dirigidas ao local de peptideos ou proteinas(43).

2.7 TERAPIA FOTODINAMICA

A acdo fotodinamica refere-se a destruicdo do tecido vivo por luz visivel
em presenca de um fotossensibilizador (Fs) e de oxigénio. A energia luminosa €
absorvida pelo Fs e transferida para o meio, gerando espécies reativas de

oxigénio (ROS) que causam danos as biomoléculas(44).

O uso deste efeito na medicina - Terapia Fotodinamica (TFD) - é promissor
para o tratamento de varios tipos de cancer, sendo uma alternativa cada vez
mais utilizada em detrimento dos tratamentos tradicionais. A busca do
conhecimento dos mecanismos de acdo da TFD, o desenvolvimento dos Fs e
das fontes de luz podem e devem trazer beneficios a muitas pessoas(44). A TFD
envolve a administragéo de um agente fotossensibilizador em um tecido tumoral,
seguida da ativacdo desse agente por uma luz com comprimento de onda

especifico. O tratamento consiste em duas etapas.
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Na primeira, o agente Fs acumula-se preferencialmente nas células
tumorais apds sua administracao topica ou sistémica. Apds a incorporacao do
farmaco, o tumor é exposto a luz de comprimento de onda que coincide com o
espectro de absorcdo do Fs. Esse agente ativado transfere energia ao oxigénio
molecular, gerando as ROS. Essas espécies causam a oxidacao dos lipidios,
aminoéacidos e proteinas da célula tumoral induzindo a necrose e/ou apoptose
do tumor(45).

O passo inicial no processo de fotossensibilizacdo € a excitacdo
eletrbnica. Uma caracteristica importante do Fs utilizado em TFD é que ele possa
ser excitado em comprimentos de onda de maior penetracdo no tecido biolégico.
Fotossensibilizadores que absorvem na regido do infravermelho proximo
permitem o tratamento em tecidos mais profundos (1 centimetro), possibilitando

o tratamento de tumores maiores e mais internos(46).

Entre os Fs com estas caracteristicas destacam-se alguns grupos, tais
como as clorinas. Como ilustra o diagrama de Jablonski representado na Figura
14, os processos de desativacdo das moléculas sao simultaneos e competitivos
entre si, sendo importante determinar a contribuicdo de cada processo, ou seja,
o rendimento quantico de cada processo. Assim, espera-se que um bom Fs faca
cruzamento intersistema, apresentando um alto rendimento quantico do estado

triplete e de geracéo de oxigénio singlete(44).

Outros fatores sao também importantes para a eficacia de um Fs. A
incorporagdo em tumores, e a citolocalizacdo celular s&o dois fatores
fundamentais. Os danos causados pelos Fs em biomoléculas podem ocorrer por
dois mecanismos principais. No primeiro (mecanismo TIPO 1), a energia das
moléculas excitadas é transferida para o oxigénio ou outras biomoléculas através
da transferéncia de elétron (mecanismo radicalar) que culmina em danos diretos
as biomoléculas através da formacdo de espécies ativas de oxigénio, por
exemplo, radical superéxido. No segundo (mecanismo TIPO Il), a energia de
excitacao é transferida para o oxigénio molecular, resultando na formacéao de

oxigénio singlete (*0O2), que é extremamente eletrofilico, sendo capaz de causar
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danos em membranas, proteinas e DNA, tanto por acdo direta quanto por

formacdo de radicais a partir de oxigénio singlete(44).

No tratamento por TFD, o Fs incorporado nas células é irradiado atraves
de um laser ou de outra fonte luminosa que emite na regido de absorcéo do Fs,
promovendo a excitacdo eletrbnica. Atingido o estado excitado, diversos
processos podem ocasionar a desativacédo de uma molécula: a energia pode ser
devolvida ao ambiente na forma de calor, pode ser liberada na forma luminosa
(fluorescéncia), ou fazer cruzamento intersistema, atingindo o estado triplete,
gue pode ser desativado por fosforescéncia. O tempo de vida do estado triplete
€ grande o suficiente para permitir a supressao por transferéncia de energia por

coliséo com o oxigénio (30z), levando a formacéo de oxigénio singlete (102)(44).

Mecanismo do tipo |
- (Radicais ou ions
lps* v dicai
T . Cruzamentos Intersistemas radicais)
7 3pg* Morte Celular
302 T
Fosforescéncia Ps+10,
Mecanismo do tipo Il

(Oxigénio Singlete)

Fluorescéncia

1ps

Figura 14 Diagrama de Jablonski
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2.7 PORFIRINAS

As porfirinas representam um dos sistemas de anéis macrociclicos mais
estudados e conhecidos na area quimica. O interesse neste macrociclo
aromatico com 18 elétrons n ressonantes mais 4 elétrons n conjugados de
ocorréncia natural se deve as suas amplas funcdes biolégicas, bem como de sua
capacidade de funcionar como um excelente ligante de complexacdo de metais,
reacgdes cataliticas, dispositivos eletrdnicos, converséo de energia solar e terapia
fotodinamica(2).

Quanto a absorcédo eletronica, as porfirinas apresentam bandas de
extrema intensidade, a chamada Soret ou B-bandas na faixa de 380-500 nm com
absortividade molar de 10 mol* cm. Além disso, em comprimentos de onda
mais longos, na faixa de 500-750 nm, seus espectros contém um conjunto de
bandas Q menos intensas, com absorvidade molar de 10 mol! cm™. Assim,
suas bandas de absorcdo se sobrepbem significativamente ao espectro de
emissdo da radiacdo solar que atinge a biosfera, resultando em ferramentas
eficientes para conversdo da radiagcdo em energia quimica(47). Uma porfirina
difere de uma clorina pela presenga de uma ligagao B, B’ saturada de um pirrol

conforme a Figura 15(48).

Porfirina Clorina

Posicdes beta <« — —

Ligacdo dupla isolada
—_— Saturagdo no anel pirrol

Figura 15 Estrutura porfirina e clorina
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Os 18 elétrons 1 estao presentes ao longo deste circuito, e as duas
ligagdes duplas 3, p'-pirrélicas estédo efetivamente separadas delas. O esquema
mostra que a reducao da ligagao dupla 3, B'-pirrélica (porfirina — clorina) nédo
altera o sistema de 18 elétrons 1 e, de fato, a segunda ligagao dupla B, B'-
pirrélica também é suscetivel a processos de adicdo sem alterar a aromaticidade
do macrociclo(48,49). Uma clorina € uma di-hidroporfirina e em tetrapirréis
adequados, onde as caracteristicas estruturais ndo impedem a tautomerizacgéo,

uma clorina pode se formar por tautomerizagao prototrépica.

As alteracdes das propriedades fotofisicas em decorréncia da reducédo do
macrociclo aromatico sédo consideradas de grande importancia para TFD, visto
gue as clorinas apresentam forte absortividade molar na janela terapéutica (600-
800 nm), ideal para TFD, onde ocorre maior penetracdo da luz no tecido, o que
proporciona o tratamento de tumores maiores e mais profundos, tornando as

clorinas potenciais Fs.(50,51).
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2.8 CLORINAS

Além da sua absorcé@o na faixa do espectro visivel, as clorinas e seus
derivados sdo comumente usadas como FS devido ao estado de excitacdo de
tripleto possuir vida longa, sua fototoxicidade ser eficiente para células
cancerosas e possuir alta seletividade para tumor maligno(52). Também
apresentam baixa toxicidade, uma vez que sao facilmente eliminadas dos
tecidos e fluidos sanguineos. Além disso, os compostos a base de clorinas sao
geradores eficientes de ROS pela absor¢ao de fétons. Esses compostos, a base
de porfirina mostram diversos padrbes intracelular, predominantemente em

lisossomas e mitocondrias devido sua estrutura lipofilica(53,54).

O fotossensibilizador de primeira geracdo, Photofrin, um complexo de
oligbmeros de porfirina, foi aprovado para aplicacGes clinicas especificas em
varios paises da Europa, América e Asia e esta sob investigagdo para outras
doencas malignas e ndo malignas. No entanto, uma série de problemas
relacionados com o uso de Photofrin, como fotossensibilidade estendida da pele
e ma absorcdo de luz vermelha que penetra no tecido, levaram ao
desenvolvimento de novos fotossensibilizadores com caracteristicas mais
favoraveis, especialmente absorcao de luz de comprimento de onda mais longo,
gue penetra mais profundamente no tecido e é eliminado mais rapidamente do

tecido normal(55).

Os fotossensibilizadores de segunda geracao tém periodos mais curtos
de fotossensibilizacdo, comprimentos de onda de ativacdo mais longos e,
portanto, sdo ativados mais profundamente nos tecidos, maiores rendimentos de
oxigénio singlete e seletividade tumoral. As Clorinas apresentam bandas de
absorcdo nas regides do vermelho e do infravermelho préoximo, permitindo
melhor penetracdo da luz nos tecidos, tornando esses fotossensibilizadores

candidatos interessantes para a terapia fotodinamica(56).

A maioria dos medicamentos fotossensiveis, incluindo as clorinas, que

sdo usados na terapia fotodindmica para aplicacdo em tumores possuem
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algumas limitagcdes como a auto-agregacéo, que ocorre devido a forte interagédo
entre macrociclicos aromaticos devido ao extenso sistema n conjugado e a
planaridade dos croméforos, ocorrem fortes interacfes intermoleculares tipo Van
Der Waals, o que induz a auto-agregacao, nao sao fotoestaveis e em solucdes
simples, bem como em ambientes complexos, os fotossensibilizadores sofrem
degradacdo diminuindo sua absobancia inicial e intensidade de
fluorescéncia(57).

Devido a essas limitagbes se torna essencial o desenvolvimento de
compostos derivados que possam solucionar esses obstaculos(58). A sintese de
clorinas a partir da reacao de Diels-Alder utilizando protoporfirina IX como dieno
€ estudada como uma estratégia para diminuir a auto-agregacao do Fs, isso
porque esses novos Fs possuem um substituinte mais volumoso e um nucleo Fs
menor, permitindo a sintese de novas moléculas de clorina que tém uma forma
nao planar e rigida do tipo "L" Figura 16, o que impede a auto-agregacao, mesmo

em altas concentracfes(59,60).

Figura 16 Produto principal - Clorina "L” conformagé&o endo.
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2.9 ANALISE CROMATOGRAFICA

A técnica de cromatografia que permite a separacdo, identificacdo e
purificacdo de componentes presentes em misturas, foi aplicada para separar 0s
compostos sintetizados. A cromatografia em coluna e placa utilizada no projeto
consiste em uma fase estacionaria (coluna ou placa) e uma fase movel
(solvente). Essa aplicacdo é vantajosa por ser eficiente em separar 0s
compostos e possuir baixo custo (61).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLVENTES

Para as sinteses, utilizamos as seguintes aminas: Anilina, 4-nitroanilina,
Cloroanilina e 2-propenamina todas de procedéncia da Sigma Aldrich, reagentes
analiticos com alto teor de pureza. Todos 0s reagentes no inicio das sinteses
foram dissolvidos em éter etilico e, apds a sintese extraidos em cloroférmio e

diclorometano.

3.2 DETERMINACAO ESPECTROSCOPICAS

3.2.1 ESPECTRO DE MASSA

A massa foi determinada em um espectrometro de massa Microtof-tof-Alta

res. Por injecéo direta.
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3.2.2 ESPECTRO INFRAVERMELHO

Os compostos sintetizados foram macerados com KBr na proporgéo de
1,00 mg de cada composto com 100 mg de KBr, preparados em forma de
pastilha com auxilio de uma prensa e, entdo, analisados um a um, por um
espectrofotometro Perkin-Elmer modelo FTIR 1750, na faixa espectral de 4000
a 500 cm-1.

3.2.3 ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de RMN de 'H 3C e bidimensionais foram obtidos em
cloroférmio deuterados, com aproximadamente 2 mg dos compostos dissolvido
em 0,7 ml de solvente. A analise foi determinada em um equipamento BRUKER
500 MHz e em um Varian 300 MHz e sendo inspecionados com a ajuda do

software MestRe-C (verséo 5.0).

3.3 SINTESE DE MALEIMIDAS

As maleimidas foram sintetizadas, em duas etapas conforme: 1) a adicao
da amina ao anidrido maleico para a formacédo do &cido correspondente e 2)
refluxo em anidrido acético para a ciclizacado do anel imida. Este procedimento

foi realizado segundo processo descrito na literatura (40).

Em um erlenmeyer foram dissolvidos 2 Mols de anidrido maleico em éter
etilico (50mL) e num segundo erlenmeyer foram dissolvidos 1 Mol da amina
correspondente também em éter etilico (50mL). Ambos foram mantidos sob
agitacao a temperatura ambiente até completa dissolucéo, aproximadamente 10

minutos. Apos a dissolucdo, ambas solugcbes foram filtradas, e verteu-se de
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forma lenta a solugdo da amina sobre a solucdo do anidrido maleico que se

encontrava sobre agitacao.

A solucao resultante foi mantida sobre agitacédo a temperatura ambiente
por um periodo de aproximadamente 15 minutos para a reagdo completa da
amina com o anidrido e precipitacdo do produto, o &acido maleamico
correspondente. O precipitado foi filtrado, lavado com 100 mL de éter etilico e
seco em estufa por 4 horas. Foi determinado a massa do &cido maleamico
correspondente e submetido a nova reacdo com anidrido acético/acetato de
sédio para ciclizacdo. O meio reacional foi mantido a 72°C, por um periodo de 4
horas, decorrido este periodo, o meio reacional foi vertido em um béquer com
solucdo de amébnia e gelo. Apos a neutralizacdo (pH~7), foi adicionado
diclorometano e particionado. O solvente foi eliminado em um rotaevaporador e
os residuos sdlidos purificados por cromatografia em coluna usando gel de silica
como suporte e diclorometano/metanol 25:1 como fase movel. A rota sintética é

descrita na Figura 17.

R
0 R R
. O
. Eter etliio OHO Anidrido acétic Q
| © —_— \HN Acetato de Séa(lo Ox N
0 NH, o 1%0
Anidrido maleico Acido Maleamico

amina correspondente R = Fenil, Nitro, Vinil, Cloro

Figura 17 Rota para sintese dos compostos 1, 2, 3 e 4.
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Os rendimentos e as respectivas estruturas das maleimidas sintetizadas

sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Rendimentos obtencdo maleimidas

R Rendimeto % N° do composto

@ 74 1
N
NO> 78 2
Q/\ 68 3
H,N
Cl 71 4

H

N

3.4 TESTE DIFUSAO EM DISCO

O teste de difusdo em disco foi realizado utilizando uma metodologia ja
descrita (16) empregando agar nutriente, no qual as bactérias foram inoculadas
e anteriormente ativadas em caldo Heart Brain Infusion. Apds a inoculagédo das
bactérias, foram depositados discos de papel esterilizados e adicionou-se nestes
discos uma solugcédo dos compostos dissolvidos em DMSO na concentracdo de
250 mmol/L. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e foram efetuadas
as leituras do raio dos halos de inibicdo formados em milimetros (mm). Foram
realizados controles paralelos com o solvente utilizado para a dissolu¢cdo dos
compostos e um disco para diagnéstico do antibidtico Estreptomicina na
concentracdo de 10mcg. Os experimentos foram feitos em triplicatas para

descartar viés experimental ou erro aleatorio.

Para o ensaio foram utilizadas as seguintes bactérias: Pseudomonas
aureginosas ATCC 27853 (Gram-negativa), Escherichia coli enteropatogénica
ATCC 055 (Gram-negativa), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-
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positiva) e Listeria monocytogenes ATCC 15313 (Gram-positiva), sendo que a
Listeria monocytogenes foi infusa em caldo e em 4gar nutriente com extrato de
levedura. Todas as bactérias foram obtidas no Departamento de Microbiologia

de Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.5 SINTESE DAS PORFIRINAS

A sintese da porfirina foi realizada a partir da protoporfirina IX (Pp 1X), por
meio da funcionalizacdo dos grupos carboxilatos nas posi¢cdes 1 e 8 através de
uma reacdo de esterificacdo com metanol catalisada por &cido sulfarico

fumegante, como apresentado na Figura 18.

Figura 18 Funcionalizac¢éo da porfirina

Apbés o término da reacdo, os compostos foram particionados em
H2O/CHCls, a fase orgéanica foi coletada e o solvente foi eliminado por rota-
evaporacao a pressao reduzida. Os residuos foram purificados por cromatografia
e o produto caracterizado por Espectrofotdbmetro de Massa de Alta Resolucéo,
Espectro Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear 1D e 2D os produtos

foram utilizados para a obtenc&o de novas clorinas.
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3.6 SINTESE DAS CLORINAS

As clorinas foram obtidas por reacdo de Diels—Alder entre os compostos,
sendo eles: Vinilclorina, Cloroclorina, Nitroclorina e Fenilclorina. O sistema
reacional foi mantido por =12 horas em tolueno seco a 120°C, em um reator

selado com atmosfera inerte, como ilustra a Figura 19.

Tolueno >
Em tubo celado a 120°C

Maleimida

/0 °\ R= Fenil, Nitro, Vinil, Cloro

Clorina A Clorina B

Porfirina

Figura 19 Rota sintese das clorinas

Apbs o término da reacao, os compostos formados foram purificados por
cromatografia em coluna com cloroférmio e metanol 50:1, separando o produto
dos reagentes e subprodutos. Os isdbmeros foram separados por cromatografia

de camada delgada, utilizando diclorometano e metanol 25:1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESES, SEPARACAO E PURIFICACAO

4.1.2 Sintese e caracterizacdo do composto 1: Fenilmaleimida foi sintetizada,
segundo processo ilustrado na Figura 17, purificado por precipitacdo em meio
aguoso recristalizacdo em etanol e posterior separacdo cromatografica em
coluna (CC) em silica gel e CHCI3 como eluente. O rendimento global da reacao
foi de 74%. O composto obtido apresenta coloracdo amarela de aspecto
cristalino, indicando a sua pureza. A cromatografia analitica em camada delgada
(CCD) apresenta uma Unica mancha circular e bem defina, tanto no visivel como
no ultravioleta, o que também indica a pureza do composto. A amostra foi
analisada por infuséo direta e no modo positivo. A massa exata foi calculada
como sendo 174,0550 g/mol e determinada em 174,0562 g/mol (Figura 19) para
o ion molecular da fenilmaleimida (M+1). J& o pico base em 206,0827 € referente
a abertura do anél imida, e a adicdo de metanol durate o processo de andlise.

(Anexo IA)
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Figura 19 Espectro de massa composto 1
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Os espectros de RMN H e 13C da fenilmaleimida sdo apresentados nas Figuras

20 e 21.
RMMN 1H 223 R 8 3
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Figura 20 1H-NMR (500 MHz) em CDCI3 do composto 1

O espectro de RMN 'H, mostra uma excelente resolucdo. Em 6.84 ppm

tem um singlete bem definido que integra para dois hidrogénios referente ao
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grupo vinilico do anel maleimida. Ja o sinal centrado em 7.35 ppm integra para
trés hidrogénios e € atribuido aos hidrogénios orto e para do anel aromatico. Os

hidrogénios metas aparecem como um dublete sobreposto em 7.47 ppm.

:  RMN{3C 3 c2e o B85
= Fenilmaleimida = BEEsE FRE

poem (T

Figura 21 13C-NMR (125 MHz) em CDCI3 do composto 1

No espectro de RMN3C, apresenta um sinal em 169.4 ppm referente as
carbonilas do anel maleimidas que sé@o equivalentes, visto que sao simétricas
em relacdo a molécula. JA& em 134.1 ppm apresentam-se dois carbonos
sobrepostos referentes aos vinilicos C-2 e C-3. Em 131.1 ppm observa-se o sinal
referente ao C-5, sinal com baixa intensidade, visto que n&o apresenta H
acoplados, e consequentemente apresentando maior tempo de relaxacdo. O
sinal em 129.1 ppm ¢ atribuido aos C-6 e C-10, que se encontram na posi¢cao
Orto e séo simétricos. Em 127.9 ppm temos o sinal referente ao C-8 da posic¢ao

Para em relacdo ao anel maleimida. Ja em 126.0 ppm encontram-se 0s sinais
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referentes ao C-7 e C-9 que estao sobrepostos. Estes sinais estdo Meta. Sendo

eles também simétricas em relacédo a molécula.

4.1.3 Sintese e Caracterizagdo composto 2: A Nitrofenilmaleimida foi
purificada por cromatografia em coluna (CC) em silica gel e CHCIz como eluente.
A reacao oferece rendimento global de reacéo de 78%. Apés a purificacdo, a
amostra foi aplicada em uma placa cromatografia de camada delgada (CCD) e
eluida. Ap6s a eluicdo, a placa foi revelada com luz ultravioleta, onde
observando-se uma Unica mancha circular e bem definida, sinal que comprova
a pureza da amostra. Apos a purificacdo, o composto foi solubilizado em CDClIs
e analisado por ressonancia magnética nuclear (RMN) do 'H Figura 22 e 13C

Figura 23.
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Figura 22 1H-NMR (500 MHz) em CDCI3 do composto 2

O espectro de RMN 'H (500 MHz. CDCls) da nitrofenilmaleimida apresenta
um singlete em 6.93 ppm, atribuidos ao grupo vinilico do anel maleimida. O sinal
em 7.69 ppm, integra para dois hidrogénios e apresenta-se como um dublete

com J3=10.0. Este sinal, foi atribuido aos hidrogénios Orto, das posicées H-6 e



28

H-10 do anel benzénico. Em 8.34 ppm tem-se um dublete com J3=10.0 atribuido

aos hidrogénios H-7 e H-9 Da posicao Meta do anel benzénico.

Decktop/z @
Adjaci pNO-maleimids). T=20BK  DRXSDD 12/07/2011  (56509) 2
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Figura 23 C-NMR (125 MHz) em CDCls do composto 2

O espectro de *C RMN (125.5 MHz. CDCIl3) da nitrofenilmaleimida
apresenta um sinal de baixa intensidade em 166.4 ppm, referente as carbonilas
(2C, C-1 e C-4) do anel maleimida. Em 146.5 ppm tem-se um sinal de baixa
intensidade, referente ao C-8, carbono nao acoplado a H e deslocado por efeito
indutivo do grupo Nitro. O sinal em 137.1 ppm, também apresenta baixa
intensidade, sendo atribuido ao C-5, C ndo acoplado a H. Ja o sinal em 134.6, €
atribuido aos dois C sobrepostos do grupo vinilico C-2 e C-3. Os carbonos 2C
Orto (C-6 e C-10) foram assinalados em 125.5 ppm enquanto que os 2C

aromaticos Meta das posicdes C-7 e C-9 em 124.5 ppm.

Ambos os espetros de RMN 'H e 13C apresentam excelente resolucédo. A
pureza da amostra foi confirmada pela auséncia se sinais nao atribuidos a
amostra. A caracterizacdo da amostra foi realizada de forma inequivoca por
atribuicdo de cada sinal ao *H ou '3C correspondente. Entre as atribuicdes

podemos destacar no espectro de RMN 'H, a presenca de dois singletes
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sobreposto em 6.93 ppm. Este sinal € atribuido ao grupo vinilico do anel
maleimida referente aos hidrogénios H-2 e H-3. Portanto, este sinal €&
considerado um indicativo do anel maleimida. Para este composto, também foi
observado uma grande separagcdo entre os sinais do anel benzénico. Foi
observado um dublete em deslocamento quimico (8) 7.69 ppm atribuido aos
hidrogénios H-6 e H-10, e outro dublete em & 8.34 ppm para os hidrogénios H-7
e H-9. Esta grande separacao entre os sinais do anel benzénico € justificada pela
inducdo do grupo nitro que é retirador de densidade eletrénica do anel, com
maiores influéncias nas posi¢cdes orto (H-7 e H-9). Assim, estes sinais
apresentam-se em campos mais baixos, maiores &. Os sinais para os
hidrogénios H-6 e H-10 foram deslocados para 7.69 ppm devido principalmente
ao efeito indutivo do grupo (O=C-N-C=0) que se encontra na posi¢ao orto. Uma
vez que estes hidrogénios estdo em Meta ao grupo nitro, sdo pouco afetados por
este grupo. O espectro de RMN!3C, apresenta dois sinais em 124.47 e 124.49

ppm, para os carbonos C-7 e C-9, do anele benzénico.

Apesar destes carbonos serem simétricos, estes aparecem separados no
espectro. Estd excelente resolucdo, com separacdo dos sinais, € atribuida a
presenca de campo nos cones de protecdo e desprotecdo do NO2. Os carbonos
sdo simétricos em relacdo ao anel benzénicos, mas ocorre uma pequena tor¢ao
quanto ao campo de protecdo/desprotecdo do grupo NO2. Em 134.6 ppm,
encontra-se um unico sinal referente aos carbonos C-6 e C-10, que também séo
simétricos. No entanto, estes carbonos, ndo estdo susceptiveis aos efeitos de
campo. Estes carbonos, apresentam maior distéancia ao grupo NO2 e aos grupos
C=0. Em 137.1 ppm se encontra o sinal de menor intensidade que corresponde
ao carbono C-5, quaternario, que apresenta maior tempo de relaxa¢do. Em 146.5
ppm temos um outro sinal de baixa intensidade paro o carbono C-8, que também
é quaternario. Ja os carbonos das carbonilas C-1 e C-4 aparecem em 166.5 ppm.
A inspecdo do espectro 1D se mostrou satisfatéria para uma elucidacao

inequivoca da molécula de nitrofenilmaleimida.
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4.1.4 Sintese e Caracterizacdo do composto 3: A Vinilmaleimida,
molécula nova, foi purificada por cromatografia em coluna (CC) e sua pureza
determinada por CCD, onde foi confirmada a presenca de uma Unica mancha,
circular e bem definida no visivel e confirmada no ultravioleta. O rendimento
global da reacédo foi determinado em 68%. ApoOs a purificacdo a molécula foi
analisada por espectrometria de massa de alta resolucdo no modo positivo,
sendo determinada em 222,0527. A massa tedrica foi determinada em 222,0531
g/mol, diferenca de 0,00018% porcentagem inferior a tolerancia de 0,04%, o
espectro de massa esta apresentado na Figura 24.
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Figura 24 Espectro de massa composto 3

A analise por Infravermelho (IV) foi realizada em KBr e inspecionado nas
suas principais bandas. Foram observadas as bandas em: 3069,94 cm
(CH2=C), 2353,28 cm™ (C-N), 1703,25 cm* (C=0), 1606,27 cm™ (ArC) e 1405,39
cm® (C-N). O espectro IV, apresentado na Figura 25, permite a identificacéo de

todos os grupos funcionais.
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Figura 25 Espectro IV do composto 3

O espectro de RMN *H (500 MHz CDCI3) da vinilmaleimida: Observa-se
uma excelente resolucdo dos sinais de 1H conforme a Figura 26. Os sinais do
anel benzénico séo susceptiveis aos efeitos indutivos, tanto do anel maleimida,
como o do grupo vinilico. A conjugacdo com o grupo vinilico desloca os
hidrogénios H-7 e H-9, para ® 7.51 e 7.48 ppm. Estes sinais aparecem como
Dubleto de Dubleto (DD) sobrepostos em um sistema ABC, isto ocorre pelo
acoplamento em J3, com H-6 e H-10 e os acoplamentos a longa distancia (J%) do
anel benzénico. Os hidrogénios H-6 e H-10, sdo mais susceptiveis, aos efeitos
indutivos de (O=C-N-C=0), e aparecemem 6 7.32 e 7.29 ppm. Estes hidrogénios
também aparecem como DD sobrepostos em um sistema ABC, por J3 com H-7
e H-9 e os acoplamentos a longa distancia (J*) do anel benzénico. Em 6.85 ppm
observa-se o singlete (s) sobreposto referente aos hidrogénios H-2 e H-3 do
grupo vinilico do anel maleimida. O grupo vinilico conjugado ao anel benzénico
é perfeitamente caracterizado pelo sinal DD centrado em 6.73 ppm com J3= 1,00

referente ao acoplamento em trans e J®=0,95 referente ao acoplamento em cis.
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Figura 26 Espectro RMN 1H do composto 3 em CDCI3

A presenca do grupo vinilico conjugado ao anel benzénico, visa ampliar a
atividade biolégica por aumentar os sitios de ataque enzimatico via reacéo de

Michael nas enzimas de microrganismos.

415 Sintese e Caracterizacdo do composto 4: A 4-
Clorofenilmaleimida foi caracterizada por espectrometria de massa de alta
resolucdo, sendo sua massa determinada em 208,0154 g/mol. A massa tedrica
foi calculada em 208,0159 g/mol, diferenca de 0,00024% porcentagem inferior &
tolerancia de 0,04% porcentagem dentro da tolerancia. O espectro de massa é

apresentado na Figura 27.
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Figura 27 Espectro de massa de 4 — Clorofenilmaleimida (Composto 4)
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A 4-Clorofenilmaleimida foi também caracterizada por espectroscopia

vibracional no infravermelho (IV). O espectro IV esta apresentado na Figura 28.
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Figura 28 Espectro IV do 4 — Clorofenilmaleimida (composto 4)

O espectro IV apresenta uma banda em 2517,46 cm™ referente ao

estiramento C-N do anel maleimida. Ja a banda referente as carbonilas (C=0)

encontrou em 1712,8 cm1. J4 o anel benzénico foi caracterizado1596,62 cm,

sendo confirmado também pela banda em =3080 referente a carbono sp?. J& as

bandas em 1309,79 cm™ e 708,77 cm™ sdo referentes ao estiramento (C-Cl). A

inspecao do espectro confere para a 4—Clorofenilmaleimida como ja indicada no

espectro de massa.
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A confirmacéo de forma inequivoca da molécula 4- clorofenilmaleimida foi
determinada por espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). O

espectro de RMN'H, esta apresentado na Figura 29.
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Figura 29 Espectro RMN 1H do composto 4 em CDCI3

No espectro de RMNH (500 MHz. CDCIs): Os hidrogénios benzénicos
sdo desdobrados por efeitos indutivos do cloro e do anel maleimidas e
encontrando-se em 4 conjuntos de sinais centrados em & 7.46; 7.43; 7.33 e 7.30
ppm. Os sinais referentes ao H-7 e H-9, que sao localizados na posi¢cao Orto ao
Cloro, séo observados em & 7.46 e 7.43 ppm no espectro de RMN 1H sendo
mais susceptiveis aos efeitos indutivos do Cloro apresentando & em 7.46; 7.43
ppm. Ja os hidrogénios H-6 e H-10, encontram-se em & 7.33 e 7.30 ppm do
espectro de RMN 1H. O anel benzénico compde um sistema AABB. A

sobreposicao de sinais centrais apresenta maior intensidade. Apesar do anel
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benzeno apresentar um plano de simetria, os hidrogénios aromaticos sofrem um
novo desdobramento. Um dos lados do anel esta mais afetado pelo campo da
carbonila que o outro, assim sofrendo um novo desdobramento apresentando 4
sinais para os hidrogénios aromaticos. J4 os 2 hidrogénios referente ao grupo

vinil do anel maleimida encontra-se como um singlete em & 6.86 ppm.

O composto 4, por apresentar em sua estrutura o halogénio cloro (Cl), e
este possuir uma alta eletronegatividade, causa um efeito “retirador de elétron”
no carbono do anel da maleimida. A presenca do cloro, afeta a densidade
eletrbnica no anel benzeno, assim, é esperado que o composto tenha sua
reatividade alterada tanto pela reacdo Michel com pela reacéo de Diels-Alder e

visto que ambas as reacdes sao susceptiveis a densidade da nuvem eletronica.

. TESTE DIFUSAO EM DISCO DERIVADOS DE MALEIMIDAS

Os compostos 3 e 4 foram testados em quatro cepas bacterianas
diferentes e como controle o antibiotico Estreptomicina. A Figura 30 ilustra uma

das placas utilizadas para realizacao dos testes.

Figura 30 Teste difusdo em disco placa de petri

Os resultados dos testes referentes ao raio de inibicdo em mm e

seus respectivos desvios padrdes sao apresentados na Tabela 2.



Tabela 2 Teste difusdo em disco compostos 3 e 4
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Bactérias

Raio de inibicdo (mm)

DMSO

Estreptomicina

S. Aureus (Staphylococcus
Aureus) — Gram positiva.

15,01 £ 0,9167*

16,65 + 2,7812*

4,63 + 4,0301*

13,51 + 0,0000*

Listéria Monocytose —
Gram positiva.

17,78 +1,1263*

20,38 + 0,5612*

0,00 + 0,0000*

13,63 + 0,0000*

Escherichia Coli
Enteropatogénica (EPEC)
— Gram negativa.

9,84 + 0,4158*

11,19 + 1,0336*

0,00 +0,0000*

16,37 + 0,0000*

Pseudomonas Aeruginosa
— Gram negativa.

10,57 + 2,3205*

12,83 + 2,0050*

0,00 + 0,0000*

15,23 + 0,0000*

*Desvio padréo

De acordo com a Tabela 2, a reatividade dos compostos 3 e 4 foi positiva
em relacdo as quatro bactérias testadas. Os compostos 3 e 4 apresentaram
maiores reatividades para a bactéria Listéria Monocytose - Gram-positiva com
um raio de inibicdo de 17,78 mm e 20,38 mm, respectivamente. O antibiotico
Estreptomicina atingiu maior atividade bioldgica do que os compostos 3 e 4
apenas para a bactéria Escherichia Coli Enteropatogénica (EPEC) — Gram-
negativa com raio de inibicdo de 16,37 e para a bactéria Pseudomonas
Aeruginosa - Gram-negativa apresentando raio de inibicdo de 15,23. Sendo
uma indicacao de que os compostos sintetizados possuem uma maior atividade

bioldgica para as bactérias do tipo Gram-positiva.

O solvente DMSO apresentou um raio de inibicdo apenas para a bactéria
S. Aureus (Staphylococcus Aureus) — Gram-positiva de 4,63 mm. Para assegurar
gue o DMSO néo teve influéncia na atividade bioldgica dos compostos 3 € 4, o
teste t foi realizado. O resultado do teste retornou um p<0,05 quando comparado
os resultados do raio de inibicdo dos compostos 3, 4 e o DMSO. Assegurando
assim que, existe uma diferenca significante entre a atividade biol6gica dos

compostos em comparacgao a inibicdo do DMSO.
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6. SEPARACAO E PURIFICACAO DOS COMPOSTOS

A separacao dos compostos sintetizados através da técnica de cromatografia
em coluna e cromatografia em placa é ilustrado na Figura 31.

Figura 31 Técnica de cromatografia em coluna e cromatografia em placa de silica

A separacéo foi efetuada pelas técnicas de cromatografia em coluna (CC)
e por cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa. ApGs purificacéo,
as amostras foram aplicadas sobre uma placa CCD analitica e apés a elui¢éo, a
placa foi analisada no visivel/ultravioleta, sendo observado uma Unica mancha
circular e bem definida evidenciando a pureza da amostra. Apos a determinacgao
da pureza, as amostras foram encaminhadas para a caracterizagao estrutural
por multiplas técnicas espectroscopicas. A separacdo dos compostos foi
realizada de forma excecional, “ndo esperado” para este tipo de composto, visto
que, compostos tetrapirrolicos sao caracterizados por altos niveis de auto-
agregacdao de vido a ampla nuvem 1T apresenta por estes compostos. Os niveis
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de auto-agregacdo estdo sujeitos a parametros fisicos, conforma ilustra o

esquema na Figura 32.

mandémero A A, agregado

~ aumento da temperatura

aumento da concentracdo

-

Aumento da fragdo molar de solvente no qual o soluto € muito soluvel

Aumento da fracdo molar de solvente no qual o soluto é pouco soluvel

Figura 32 Esquema dos principais parametros fisicos relevantes no equilibrio mondmero-
agregado.

A auto-agregacdo ocorre em ampla extensdo (Am), influenciando a

polaridade quanto a dimenséo do agregado.

7. SINTESES DOS FOTOSSENSIBILIZADORES CLORINICOS.
A reacao de Diels—Alder (cicloadicdo 4 + 2) na clorinizacdo do anel
porfirinico, tem como diendfilo o grupo vinil conjugado as carbonilas do anel
maleimida. Ja a protoporfirina IX, oferece duas possibilidades de dieno que

encontram nas posi¢oes destacadas na Figura 33 como A e B.
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Tolueno »
Em tubo celado a 120°C

O\ R= Fenil, Nitro, Vinil, Cloro

Porfirina

Clorina A Clorina B

Figura 33 Esquema reacional de entre dienos e diendfilios

7.1 Sinteses e Caracterizacdo do composto 5A: A fenilclorina A (clorina
de anel A) e a fenilclorina B (clorina de anel B) foram obtidos pelo processo
ilustrado no esquema na Figura 33, purificados por cromatografia em coluna
usando gel de silica como suporte oferecendo um rendimento global de 72%. Os
isémeros foram separados por TLC preparativa. A fenilclorina A, foi isolada na
mancha inferior, com Rf de 0,38. A caracterizacdo estrutural foi realizada de
forma inequivoca por espectrometria de massa de alta resolucdo, RMN 1D (*H,
13C e DPET 135) e 2D (COSY, NOESY, HMBC e HSQC). Os espectros de 'H e
13C sdo apresentados na Figura 34, ja os demais espectros, encontram se nos
Anexo IF gCOSY, Anexo IG gNOESY, Anexo IH gHSQC, Anexo IJ gHMBC,
Anexo IK DEPT 135.
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A amostra foi analisada por infusdo direta e no modo positivo.

Apresentando um sinal em 764,3415 Figura 34, para o ion molecular M+1. A

massa calculada foi de 764,3443 g/mol. O espectro de massa esta apresentado

de forma integra no Anexo IB.

Os espectros de RMN H e 13C para a fenilclorina A (composto 5A) é

apresentado nas Figuras 35 e 36.



41

—r
o el
= =+
Rl

ES

am

I 1T
Z0E'Zk

£05'12
06812 %
629'6 ——._

jeln]epera

a)

o
T
&
-

S0E¥
EIEY

&
=]
-
-

GIEY

ISET
099y
i)

BrLa
0519

i

i

e —
- =
o pis
o

PrED
16T
0aEy —'
fGan
f0L%
£LD
6L
L9678
FIED
0aEs
|
IEvL
Erre
gare
RaLe
0028
LIZe
GlE —
AYED

LS

RMN 1H

L
GoEE

jagitittu

17" g4t

|

—=

+

y

m

m

1.00
1.

xm

am

1.00

m

m
1.m

1.00
1.00

40

ppm (M)

Figura 35 Espectro RMN *H do composto 5A a 500.13 MHz em CDCls

a0 0s

e
]

ZOPELL e
PR T
gsari — T
soERL —— "N
—

RMN 13C

-]

I
100

I
150

pprn (t1)

Figura 36 Espectro 3C do composto 5A a 125.77 MHz em CDCls



42

A caracterizacao estrutural foi realizada por diversas técnicas: espectro
UV-vis, espectrometria de massa de alta resolu¢cado sendo a massa do composto
5A determinada em 764,3415 g/mol e a analise por ressonancia magnética
nuclear (RMN) do 'H (Figura 35) e 13C (Figura 36). Os espectros de RMN do
composto 5A apresentaram o0s seguintes resultados: *H NMR (CDCI3, 500.13
MHz) & (ppm): 2.47 e 2.38 (br s, 2H, H-22 e H-24); 2.07 (s, 3H, CH3-25); 3.15 (t,
2H, J = 7.8 Hz, H-132); 3.20 (t, 2H, J = 7.8 Hz, H-172); 3.40 (s, 3H,CH3-121);
3.45 e 3.48 (m, 2H, H-23a e 23pB); 3.49 (s, 3H, CH3-181); 3.56 (s, 3H, CH3-71);
3.64 e 3.68 (2s, 3H e 3H; OCH3-134 e OCH3-174); 3.89 e 3.96 (m, 1H, H-22);
4.17 (t, 2H, J = 7.8 Hz, H-131); 4.29 e 4.30 (2dt,1H, J=7.8 e 4.4 Hz, H-171a e
171B), 4.65 (d, 1H, J = 8.6 Hz, H-21); 6.14 (d, 1H, J = 11.5 Hz, H-82a); 6.34 (d,
1H, J = 17.6 Hz, H-82pB); 6.66 € 6.70 (m, 2H, H-29 e 213); 6.94 e 6.97 (m, 3H, H-
210,H-211 e H-212); 7.41 (t, 1H, J = 4.9 Hz, H-24); 8.18 (dd, 1H,J=17.6 e 11.5
Hz, H-81); 9.10 (s, 1H, H-20); 9.33 (s, 1H, H-5); 9.67 (s, 1H, H-15), 9.85 (s, 1H,
H-10).

13C NMR (CDCI3, 125.77 MHz) & (ppm): 11.4 (C-121); 11.6 (C-181); 12.3
(C-71); 21.5 (C-171); 21.9 (C-131); 25.6 (C-23); 26.5 (C-25); 36.6 (C-172); 37.0
(C-22); 38.5 (C-132); 50.1 (C-21); 51.6 (C-134); 51.8 (C-174); 52.3 (C-2); 90.5
(C-5); 93.4 (C-20); 97.9 (C-15); 99.8 (C-10); 115.6 (C-24); 121.3 (C-82): 126.0
(C-210 e C-212); 128.1 (C-211); 128.6 (C-29 e C-213); 129.2 (C-7); 129.8 (C-
81); 131.0 (C-18); 131.3 (C-28); 132.6 (C-9); 133.8 (C-8); 133.9 (C-16); 136.3 (C-
17); 136.5 (C-12); 138.3 (C-6); 138.4 (C-19); 139.6 (C-13); 149.6 (C-14); 152.3
(C-4); 166.1 (C-1); 173.4 (C-133); 173.8 (C-173); 174.9 (C-27); 178.6 (C-26).

7.2 Sinteses e Caracterizagdo composto 5B: A fenilclorina B foi isolada
na mancha superior e apresenta Rf de 0,54. A caracterizacdo estrutural foi
realizada de forma analoga a fenilclorina A, por RMN 1D (*H, 13C e DPET 135) e
2D (COSY, NOESY, HMBC e HSQC) e espectrometria de massas de alta
resolucdo, HPLC-massa. Os espectros de 'H e 3C sdo apresentados nas



43

Figuras 38 e 39, ja os demais resultados de espectroscopia, encontram se nos
Anexo IL gCosy, Anexo IM gnoesy, Anexo IN gHSQC, Anexo 10 gHMBC, Anexo
IP DEPT 135. A amostra foi analisada por infusdo direta e no modo positivo,
apresentando um sinal em 764,3422 m/z na Figura 37, para o ion molecular M+1.
A massa calculada foi de 764,3443 g/mol. O espectro de massas esta

apresentado de forma integra no Anexo IC.
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Figura 37 Espectro de massa para a fenilclorina B

O rendimento global da reacéo para obtencéo de fenilclorina A e B foi de
foi de 72%, com os isdmeros na proporcao de 1:1, cada isbmero apresenta um
rendimento de 36%. O fator de retencdo na TLC (Rf) do composto 5B foi
determinado em 0,54. A caracterizacao estrutural foi realizada por espectro UV-
vis, Massa de alta resolugdo 764,3422 g/mol e analise por ressonancia
magnética nuclear (RMN): *H NMR (CDCI3, 500.13 MHz) & (ppm): 2.43 (br s, 2H,
H-21 e H-23); 2.07 (s, 3H, CH3- 25), 3.16 (t, 2H, J = 7.7 Hz, H-122), 3.20 (t, 2H,
J =7.7 Hz, H-82); 3.41 (s, 3H, CH3-131); 3.45 e 3.49 (m, 2H, H-23a e H-23pB);
3.47 (s, 3H, CH3-71); 3.60 (s, 3H, CH3-171), 3.64 e 3.65 (2s, 3H e 3H; OCH3-
124 e OCH3-84); 3.91 e 394 (m, 1H, H-22) 4.18 (t, 2H, J = 7.7 Hz, H-121); 4.32
(t, 2H,J =7.7 Hz, H-81), 4.65 (d, 1H, J = 8.6 Hz, H-21); 6.10 (d, 1H, J = 11.5 Hz,
H-182a); 6.32 (d, 1H, J=17.5 Hz, H-182[3) 6.65 € 6.72 (m, 2H, H-29 e 213); 6.92
e 6.99 (m, 3H, H-210, H-211 e H-212); 7.42 (t, 1H, J = 5.0 Hz, H-24) 8.12 (dd,
1H,J=17.5e 11.5 Hz, H-181); 9.27 e 9.28 (s, 2H, H-5 e H-20); 9.70 (s, 1H, H-
10), 9.75 (s, 1H, H-15).
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13C NMR(CDCI3, 125.77 MHz) d (ppm): 11.2 (C-131); 11.7 (C-71); 12.4
(C-171); 21.6 (C-81); 21.9 (C-121); 25.6 (C-23); 26.5 (C-25); 36.7 (C-82); 37.0
(C-122); 38.6 (C-22); 50.1 (C-21); 51.6 (C-124); 51.7 (84); 52.2 (C-2); 90.0 (C-5);
94.2 (C-20); 98.4 (C-10); 99.4 (C-15); 116.0 (C-24); 120.9 (C-182); 126.0 (C-29
e 213); 128.1 (C-211); 128.5 (C-210 e 212); 129.9 (C-181); 131.3 (C-9); 131.4
(C-17); 133.4 (C-16); 133.9 (C-8); 136.1 (C-19); 137.5 (C-13); 137.9 (C-7); 139.1
(C-12); 139.7 (C-14); 149.7 (C-11); 151.2 (C-4); 163.9 (C-6); 165.9 (C-1); 173.4
(C-83); 173.8 (C-123); 174.7 (C-26); 178.6 (C-27).
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Figura 38 Espectro RMN *H do composto 5B a 500.13 MHz em CDCI3
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Figura 39 Espectro 3C do composto 5B a 125.77 MHz em CDCI3

As fenilclorina A e B fornecem um modelo para a sintese de clorinas a
partir de maleimidas. Todas as estruturas obtidas foram caracterizadas de forma
inequivoca, por RMN 1D (*H, *3C e DPET 135) e 2D (COSY, NOESY, HMBC e

HSQC) e massa de alta resolu¢cdo, HPLC-massa.

A fenilclorina com um menor fator de retencao (Rf), fenilclorina A,
apresenta no espectro NOESY correlacdoes do hidrogénio meso na posicao H-
20 (9.10 ppm) com H-2! (4.65 ppm) e H-20 com a metila do anel clorinico em 2°
(3.15 ppm). A correlacéo entre H-21 e H-22/H-25 confirma a adigéo cis-endo. Para
o produto de maior Rf, O hidrogénio em H-2* (vinilico) do anel formado a partir
da cicloadicéo, apresenta correlagdo com H-5, no entanto, H-5 na apresenta

correlagcdo com os hidrogénios vinilicos H-8' e H-82.

A metila em 7! apresenta correlacdo com 5-H e H-8%8, ja a correlacdo entre
0 H-10 com H-8!, confirma a posi¢cdo do grupo vinilico. A andlise do NOESY,
juntamente com os demais espectros bidimensionais (gCosy, gHMBC e gHSQC)
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confirma de forma inequivoca que os compostos com menor Rf, sdo produtos da
reacao da maleimida com o anel A da Pp IX dimetil ester. Ja o isbmero de maior
Rf, foi atribuido pela mesma estratégia, e mostra correlacdo NOE entre H-2! com

0 meso H-20.

A correlagdo entre H-21 e H-2?%/H-2° confirma a adicéo cis-endo. O H-24
do novo grupo vinilico formado pela reacéo de ciclo adi¢cdo, apresenta correlacao
com o H-5. A correlagdo entre 017' com H-5/H-18%%, e a correlacédo entre o
vinilico H-18' com H-20, define que este isdomero se refere ao produto da reagdo
de cicloadicdo no anel B da Pp IX dimetil ester, a andlise das demais

espectroscopias nos anexos confirmam a caracterizacao estrutural.

7.3 Sinteses e Caracterizacdo composto 6A: Pela mesma rota sintética
descrita anteriormente, onde o Pp IX etil ester foi utilizado como dieno e a 4-
Nitro-fenilmaleimida como diendfilo, foram obtidas clorinas funcionalizadas com
grupo nitro: 4-Nitro-fenilmaleimidaclorina A. O espectro de massa de alta
resolucao, foi realizado no modo positivo apresentando um sinal em 837,3623
m/z para o ion molecular (M + 1) ilustrado na Figura 40, a massa calculada foi
de 837,3606 (Anexo ID).
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Figura 40 Espectro de Massa da nitrofenilclorina A

Os espectros de RMN H e 13C sdo apresentados nas Figuras 41 e 42.
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Figura 41 Espectro RMN 'H do composto 6A a 500.13 MHz em CDCI3
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Figura 42 Espectro 3C do composto 6A a 125.77 MHz em CDCI3

7.4 Sinteses e Caracterizacdo composto 6B: O composto 4-Nitro-

fenilmaleimidaclorina B (composto 6B), também foi obtido a partir de Pp IX etil

ester como dieno e 4-Nitro-fenilmaleimida com diendfilo. O espectro de massa

de alta resolucéo, foi realizado no modo positivo apresentando um sinal em

837,3618 m/z, Figura 43, para o ion molecular (M + 1). A massa calculada foi de

837,3606 (Anexo IE). Os espectros de RMN 'H e 3C sdo apresentados nas

figuras 44 e 45.
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Figura 43 Espectro de Massa da nitrofenilclorina B
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A reacao ocorreu com excelente rendimento de 76% para a 4-Nitro-
fenilmaleimidaclorina , obtendo-se os isdmeros nas proporc¢des de 1:1. O maior
rendimento, pode ser atribuido ao efeito retirador de elétrons do grupo nitro
posibilitanto uma melhor aproximacéo entre 0 HOMO e LUMO. Além de oferecer
melhor rendimento, o grupo nitro, aumenta a polaridade da molécula, permitindo
assim uma melhor interacdo com sistema fisiolégico (polar). Outro fator, € que o
grupo nitro oferece uma série de possibilidades de reacdes possibilitando
conectar a molécula com outras moléculas biodirecionadoras. A caracterizacao
foi realizada por RMN H a 500 MHz e RMN 13C.

2447

Zru =L

Figura 44 Espectro RMN 'H do composto 6B a 500.13 MHz em CDCI3
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Figura 45 Espectro 3C do composto 6B a 125.77 MHz em CDCI3

O rendimento global do composto 6A foi de 76%. O fator de retencao na
TLC (Rf) foi determinado em 0,42. A caracterizacdo estrutural foi realizada por
espectro UV-vis, Massa de alta resolucéo e andlise por ressonancia magnética
nuclear (RMN): *H NMR (CDClz, 500 MHz),5 (ppm) 2.45 € 2.36 (br s, 2H, H-22 e
H-24); 1.17 e 1.18 (2t, 6H, CH3-135 e CH3-175); 2.11 (s, 3H, CH3-25); 3.14 (t, 2H,
J = 7.5 Hz, H-132); 3.19 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H-172); 3.40 (s, 3H,CH3- 121); 3.44
e 3.49 (m, 2H, H-23a e 23B); 3.50 (s, 3H, CH3-181); 3.55 (s, 3H, CH3-71); 3.97
e 4.01 (m, 1H, H-22); 4.12 e 4.18(m, 6H, H-131, H-134 e H-174); 4.32 (m,
2H,J=7.0 Hz H-171) 4.71 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H-21); 6.16 (dd, 1H,J=11.5e 1.5
Hz, H-82a); 6.35 (dd, 1H, J = 17.7 e 1.5 Hz, H-828); 6.99 (d, J = 9.5 2H, H-29 e
213); 7.42 (t, 1H, J = 3.5 Hz, H-24); 7.82 (d, J = 9.5 2H, H-210 e H-212); 8.18
(dd, 1H,J =17.7 e 11.5 Hz, H-81); 9.08 (s, 1H, H-20); 9.33 (s, 1H, H-5); 9.71 (s,
1H, H-15), 9.87 (s, 1H, H-10).
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13C NMR (CDCls, 125.77 MHz) d (ppm): 11.4 (C-121); 11.7 (C-181); 12.3
(C-71); 14.1 (C-175); 14.2 (C-135), 19.9 (C-171), 21.5 (C-131) 21.8 (C-171); 22.7
(C-131): 25.7 (C-23); 26.4 (C-25); 36.8 (C-172); 37.2 (C-22): 38.6 (C-132): 50.2
(C-21): 52.3 (C-2): 60.4 (C-174); 60.6 (C-134); 90.4 (C-5); 93.1 (C-20); 98.2 (C-
15): 99.9 (C-10); 115.3 (C-24); 121.4 (C-82); 123.7 (C-210 e C-212); 126.5 (C-29
e C-213); 129.4 (C-7); 129.7 (C-81); 130.0 (C-18); 130.9 (C-28): 132.6 (C-9):
133.8 (C-8); 134.0 (C-16); 136.4 (C-17); 136.6 (C-12);136.8 (C-11):138.3 (C-6);
138.5 (C-19); 139.9 (C-13); 146.5 (C-211): 149.7 (C-14); 151.5 (C-4); 151.8 (C-
3); 165.4 (C-1); 172.9 (C-133); 173.3 (C-173); 174.1 (C-27); 177.9 (C-26).

O rendimento global do composto 6B foi de 76%. O fator de retencao na
TLC (Rf) foi determinado em 0,59. A caracterizacdo estrutural foi realizada por
espectro UV-vis, Massa de alta resolucao e andlise por ressonancia magnética
nuclear (RMN) do !H Figura 44 e do 3C Figura 45, que apresentaram o0s
seguintes resultados: 'H NMR (CDCI3, 500 MHz), & (ppm): 2.45 (br s, 2H, H-21
e H-23); 1.15 e 1.17 (2t, 6H, CH3-125 e CH3-85); 2.10 (s, 3H, CH3-25), 3.15 {(t,
2H, J=8.0 Hz, H-122), 3.19 (t, 2H, J = 8.0 Hz, H-82); 3.43 (s, 3H, CH3-131); 3.47
(s, 3H, CH3-71); 3.48 € 3.50 (m, 2H, H-23a e H-233);3.62 (s, 3H, CH3- 171), 3.95
e 4.00 (m, 1H, H-22) 4.10 e 4.19(m, 6H, H-121, H-124 e H-84); 4.32 (t, 2H, J =
8.0 Hz, H-81), 4.68 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H-21); 6.12 (dd, 1H, J = 11.5 e 1.5 Hz, H-
1820); 6.34 (dd, 1H, J=17.5e 1.5 Hz, H-182); 6.97 (d, J = 9.0 2H, H-29 e 213);
7.41 e 7.43 (m, 1H, H-24); 7.80 (d, 2H, J = 9.0, H-210 e H-212); 8.11 (dd, 1H, J
=17.5 e 11.5 Hz, H-181); 9.27 (s, 2H, H-5 e, H-20); 9.74 (s, 1H, H-10), 9.78 (s,
1H H-15).

13C NMR (CDCI3, 125.77 MHz) & (ppm): 11.3 (C-131); 11.7 (C-71); 12.4
(C-171); 14.1 (C-175); 14.2 (C-135); 21.5 (C-81); 21.8 (C-121); 25.6 (C-23); 26.6
(C-25); 36.8 (C-82); 37.2 (C-122); 38.7 (C- 22); 50.1 (C-21); 52.2 (C-2); 60.6 (C-
124); 60.6 (84); 90.1 (C-5); 94.4 (C-20); 98.7 (C-10); 99.6 (C-15); 115.8 (C-24);
120.7 (C-182); 129.8 (C-28); 129.9 (C-181); 123.4 (C-210 e C-212); 126.5 (C-29
e C-213); 133.6 (C-16); 133.9 (C-8); 136.8 (C-19); 146.5 (C-211);149.8 (C-4);
172.9 (C-83); 173.3 (C-123); 174.0 C-26); 177.8 (C-27).
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7.5 Sinteses e Caracterizacao Vinilclorinas: Compostos 7A e 7B: As
Vinilclorinas A e B, foram caracterizadas, pelos fatores de retencao (Rf) 0,2 e 0,3
e espectros UV-vis e Espectros de Fluorescéncia. As demais caracterizagdes
foram limitadas por restricdo de acesso a central analiticas do instituto de

Quimica da Universidade de Sao Paulo.

7.6 Sinteses e Caracterizagéo Cloroclorinas: Compostos 8A e 8B: As
cloroclorinas A e B foram caracterizadas, pelos fatores de retencéo (Rf) 0,2 e 0,3
e espectros UV-vis e Espectros de Fluorescéncia. As demais caracterizacdes
foram limitadas por restricdo de acesso a central analiticas do instituto de

Quimica da Universidade de Sao Paulo.
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8. ESPECTRO DE ABSORCAO E EMISAO DE PORFIRINA E CLORINA

Para os compostos clorinicos, foi observado que ambos isbmeros (A e B)
apresentam espectros indistinguiveis tanto para a absor¢cdo no UV-Vis quanto
para a emissdo fluorescente, Figura 46. Estes resultados, mostram que os
isbmeros apresentam niveis de energia similares tanto para o estado

fundamental quanto para o estado excitado.
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Figura 46 Espectro de absorcao porfirina (A) e clorina (B)

J& a clorinizacdo do anel porfirinico, altera de forma bastante significativa
a energia dos orbitais moleculares HOMO e LUMO, de modo que, fica
impossibilitada uma segunda reacdo do outro dienofilo. Assim o anel clorinico
fica estabilizado. Uma segunda reacéo, levaria ao anel bacterioclorinico. Desta
forma, estima-se que, ocorreu alteracdo nos orbitais moleculares (Homo e
LUMO) de tal forma que que fica impossibilitada uma sobreposicdo com o0s
orbitais do diendfilo, agora do anel clorinico, como o diendfilo (maleimida),

guesito necessario para a cicloadi¢do 4 + 2 (reacéo de Diels—Alder).

A porfirina possui sua banda soret na faixa de (380-500) nm como
ilustrado no espectro da Figura 46, sento esta banda resultante da transicao
—TT*, a sua posigao esta sujeita a grande deslocamento por fatores de
agregacao; visto que, a auto-agregacao é atribuida a interagc&o entre os sistemas
1T do macrociclico. Assim, dependendo da natureza da agregacao, se tipo J ou

tipo H, pode ocorrer deslocamentos batocrémicos ou hipsocrémico. Isto ocorre
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por incremento ou reducdo da energia de transi¢do entre 0 Homo e o Lumo. Ja
as clorinas sintetizadas a partir das porfirinas apresentam a banda soret com
maximo de absorcdo estabilizados em 402 nm. Esta estabilizacdo da banda,
decorre da estabilizagdo da energia de transicdo entre o Homo e Lumo. Uma
vez que, neste macrociclico o sistema 1T esta estericamente impedidos de auto-
agregacao por fatores geométricos, visto que, a referida clorina ndo apresenta a
planaridade tipica dos fotossensibilizadores tradicionais. Ja as 4 bandas Qs,
também caracteristico do anel porfirinico, e decorrente de transi¢des proibidas
tipo n—1* sdo afetadas por eliminagdo da dupla conjugada ao macrociclico
aromatico. Para estas clorinas as bandas Q1 e Q2, ndo apresentam maiores
alteracdes em relacdo a porfirina de origem. Ja a banda Q3 apresenta um
deslocamento batocromico acentuados e a banda que Q4 sofre um
deslocamento batotocrémico de 630 para 666 nm (36 nm), com um incremento
acentuado no épsilon. Resultado de uma maior probabilidade e da transicao
proibida tipo n—1* referente a esta banda. Por apresentar forte absorcdo na
banda Q4 (elevado épsilon) na faixa terapéutica de (600-800 nm) é considerada
ideal para aplicagdo em TFD(12).

Ja o espectro de emissao fluorescente, apresentado a direita da Figura 46
B, apresenta maximo em 671 nm. Desta forma o deslocamento de Stokes,
definido como a diferenca entre os comprimentos de onda em que se encontram
0s picos de absorcdo e emissdo € de 5 nm. Isto nos mostra que a molécula é
bastante rigida, e indica que as perdas de energia por desativacdo do estado
excitado através dos processos vibracionais deve ser baste reduzidas. Esta
rigidez é justifica pela pelo fato do produto de reacéo ser exclusivamente endo,
apresentar e carbono sp3 em C-23. Assim os Hs da fusdo do anel maleimida
com o novo anel resultante (A ou B) sdo co-planares, ocupando uma mesma

cara da molécula.
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A Figura 47 llustra de forma esquemética, o processo de obtencdo

e estrutura dos compostos sintetizados neste trabalho.

Composto 5A
- Composto 7A

A

o Composto 1

o

o} 0,

L °\ / ; AN
4 Q(
Composto 3
/
o\ O&—N
/=0
e
/N

/©/\
@/ Composto 3°

g

(&)

o 0\
g /
Cl Composto 1 __» Composto 2 OZN?
N o
o H

Figura 47 Estrutura dos compostos sintetizados

Composto 7B



56

Os compostos foram caracterizados, polo espectro no ultravioleta visivel,
fluorescéncia, espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear. No
entanto, as vinilclorinas (compostos 7A e 7B) e as clororoclorinas (composto 8A
e 8B), estdo pendentes para caracterizacdo por espectrometria de massa e
espectroscopia por ressonancia magnetica nuclear. Esta caracterizacdo sera
realizada logo apos o reestabelecimento destas atividades para ao publico
externo na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Séao

Paulo.

A caracterizacdo pendente é necessaria para que os resultados sejam
apresentados na integra, no entanto, a caracterizacao das estruturas que estédo
pendentes de Massa de alta resolucdo e RMN, pode ser confirmada de forma
indireta, visto que, o dieno e o diendfilo foram caracterizados na integra.
Adicionalmente, a clorinizacdo pela cicloadicdo (4+2) pode ser confirmada
através dos espectros de absorcdo e de emissdo das moléculas resultantes. J&

a pureza dos compostos foi caracterizada por cromatografia (CCD).

Na reacao de clorinizacdo, reacao de Diels—Alder (cicloadicédo 4 + 2), foi
observado que ambos os dienos oferecem a mesma probabilidade de reagirem
com o diendfilo, resultando nas proporcées de 1:1 entres os isbmeros A e B. Ja
a polaridade dos isbmeros é afetada pela posicao da ciclizacdo. Esta ligeira
diferenca de polaridade permite que o0s isdOmeros sejam separados por

cromatografia.

Outro fato de interesse, é que, os novos anéis formados (A e B) possuem
apenas um carbono sp3. Como o angulo de um tetraedro é de 109,5°, pode-se
estimar que o anel maleimida e o tetrapirrolico estejam em posi¢des ortogonais
e rigidas. Devido a esta conformacdo, estes compostos encontram-se
estericamente impedidos e menos propensos a formarem estados agregados.
Desta forma, as forcas intermoleculares entre estes compostos assumem
unicidade permanente, viabilizando uma perfeita separagdao por cromatografia.

Os efeitos geométricos da molécula, também sdo evidenciados no espectro de
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RMN (ver espectros), para estes compostos, os espectros de RMN apresentam
uma excelente resolucéo, ndo comum aos tetrapirrolicos. Esta melhor resolucao
foi atribuida ao fato de as densidades da nuvem eletronicas sobre os nudcleos
ndo serem alteradas com a concentracdo da amostra. A conformacgéo dos anéis,
impossibilita interagdes das nuvens 11, de forma que interfere no efeito

anisotropico do dos anéis aromaticos.

10.CONCLUSOES

A platafoma de compostos sintetizada é composta por maleimidas e
fotossensibilizadores clorinicos derivados de maleimidas. Estes compostos,
foram caracterizados de forma direta e/ou indireta. Para as maleimidas foi
determinada a atividade bactericida destes como sendo ligeiramente superior a
estreptomicina. Sabe-se que, a atividade destas maleimidas € atribuida a ataque
nucleofilicos de tioproteinas via reacéo tipo Michael. Ja os fotossensibilizadores
clorinicos também apresentam grupos vinilicos e/ou cabonilicos em anéis de 5
membros. Da mesma forma que as maleimidas, estes grupos estao susceptiveis
ao atague por espécies nucleofilicas. Assim, é esperado que seja mantido a

atividade bactericida.

Foram obtidos 8 fotossensibilizadores clorinicos estericamentes
impedidos de auto-agregacdo, sendo que 4 destes novos. Estes compostos
estdo impedidos de interacbes -1, desta forma, ficam reduzidas as forcas
intermoleculares entre moléculas do soluto e maximizada a interacdo com as
moléculas do solvente. Estas propriedades sdo inéditas, e orientam para
aplicacdes maximizando permeabilidade e difusdo nos tecidos biolégicos. Os
fotossensibilizadores apresentam moléculas angulares e rigidas, com
deslocamentos de Stoks de 4 nm, isto indica que que a molécula apresenta

fotofisica maximizada, por reducédo dos modos vibracionais.

Além dos ganhos fisicos e fotofisicos destes fotossensibilizadores, é

esperado que os mesmos apresentem atividade bactericida no escuro e assim
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tenhamos um efeito sinérgico entre a reacdo de Michael e os efeitos

fotodinamicos.
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ANEXO |IA - ESPECTRO DE MASSA FENILMALEIMIDA

Equipamento: MicroTOF Ic Bruker Daltonics
Capillary: 4000V

Nebulizer: 0,4 Bar

Dry Gas: 5,0 I/min

Temp: 180

Data: 16/10/2020

Amostra: fenilmaleimida ESI + MeOH:H20 (50:50)
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150 160 170 180 190 200 210 220 m/z

Intens. +MS, 0.1-0.2min #(9-15)
x106

1.0+ 206.0827
0.8
0.6

0.4

0.2
207.0856

0.0

T T T T T T T T
205.5 206.0 206.5 207.0 207.5 208.0 208.5 209.0 m/z
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ANEXO IB - ESPECTRO DE MASSA FENILCLORINA A

Equipamento: MicroTOF Ic Bruker Daltonics
Capillary: 4000V

Nebulizer: 0,4 Bar

Dry Gas: 5,0 I/min

Temp: 180

Data: 16/10/19

Amostra: fenilmaleimida A ESI + MeOH:H20
(50:50)

1.5
1.0

0.5

711.5725 739.6049

0.0 L L L L

550 600 650 700 750 800 850m/z



Intens.
x105

1.0
0.5

0.0

1.54

69

764.3415

765.3450

766.3472
\_ A o

+MS, 0.4-0.6min #(10-15)

762

m/z

764.3415
765.3450
766.3472

767.3531

T T T T T
764 765 766 767 768

I %

100.0

45.4

11.3

1.9

T
769 m/z
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ANEXO IC - ESPECTRO DE MASSA FENILCLORINA B

Equipamento: MicroTOF Ic Bruker Daltonics
Capillary: 4000V

Nebulizer: 0,4 Bar

Dry Gas: 5,0 I/min

Temp: 180

Data: 16/10/19

Amostra: 1SB  ESI + MeOH:H20 (50:50)

Intens. | +MS, 2.0-2.5min #(52-64)
x105 |
764.3422

739.6049
L.

T T T T T T T
550 600 650 700 750 800 850 m/z




71

Intens. |
x105 |

+MS, 2.0-2.5min #(52-64)
764.3422

765.3456

// 766.3477
A .

m/z

764.3422
765.3456
765.7245
766.3477

767.3526

T T T T T T
764 765 766 767 768 769 m/z

I %

100.0

50.5

0.2

11.9

1.6
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ANEXO ID - ESPECTRO DE MASSA NITROFENILCLORINA A

Equipamento: MicroTOF Ic

Capillary: 4000V

Nebulizer: 0,4 Bar

Dry Gas: 5,0 I/min

Temp: 180

Data: 16/10/19

Amostra: Nitrofenilclorina A

(50:50)

Bruker Daltonics

ACN:H20

Intens.
X104

0.8

0.6 A

0.4 1

0.2 4

837.

818.‘2931

3623

Il

+MS, 0.5-0.7min #(29-39)

0.0

T
750

T T
800 825

T
850

T
875

T
900

T T T T
925 950 975 m/z

Intens.
x1044

0.8 1

0.6 -

0.4 1

0.2

0.0

837.3623

838.3647

839.3702
840.3427

+MS, 0.5-0.7min #(29-39)

T
834

T
835

836 837

T
840

841 842 843 miz
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ANEXO |E - ESPECTRO DE MASSA NITROFENILCLORINA B

Equipamento: MicroTOF Ic Bruker Daltonics
Capillary: 4000V

Nebulizer: 0,4 Bar

Dry Gas: 5,0 I/min

Temp: 180

Amostra: Nitrofenilclorina B ESI + ACN:H20
(50:50)

Intens. ] +MS, 0.3-0.4min #(16-22)
6000 5

837.3618
5000%
4000%
3000%
2oooé
1oooé

] 763.5984
0 st Lbhateit

818.2939 869.3583 881.5952 904.6888
i ol [ FUNOTY PIRNTOUY T A NP

76‘0 78‘0 8(30 82‘0 8£I10 8(;0 88‘0 9(‘)0 n‘lllz

Intens. | +MS, 0.3-0.4min #(16-22)
6000
] 837.3618

5000
4000 3

3000 - 838.3632

2000 4

1000
0]

T T T T T T T T
832 834 836 838 840 842 844 846 m/z

839.3711
840.2982
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ANEXO IF - ESPECTRO gCOSY FENILCLORINA A

i

X nhu

I

10

11

12

ppm

Current Data Parameters

NAME Mauricio Baptista
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20081107
Time
NSTRUM
PROBHD 5 mm TXI 1H-13
PULPROG cosygpqf

2048

VENT
Hz

FIDRES 4.180490 Hz
AQ 0.1196532 sec
RG 256
DW usec
DE usec
E K
do 0.00000300 sec
D1 1.48689198 sec
di3 0.00000400
D16 0.00010000
INO 0.00011680 sec

—======= CHANNEL fl ========

\\\\\\ GRADIENT CHANNEL =====

GPNAML SINE.100
GPNAM2 SINE.100
GPZ1 10.00
GPZ 10.00
P16 1000.00

F1 - Acquisition parameters
1

TD 143
SFo1 500.1322 MHz
FIDRES 59.871635 Hz
SW 17.119 ppm
FnMODE oF
Processing parameters
1024
500.1300162 MHz
SINE
0
0.00 Hz
0
1

Processing parameters
1024
OF

500.1300161 MHz
SINE

0
0.00 Hz
0



ANEXO IG - ESPECTRO gNOESY FENILCLORINA A
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ANEXO IH - ESPECTRO gHSQC FENILCLORINA A
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ANEXO 1J - ESPECTRO gHMBC FENILCLORINA A
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ANEXO IK - ESPECTRO DEPT FENILCLORINA A

[*** Current Data Parameters ***

1Al

[*** Acquisition Parameters ***

IAQ_mod

IPROCNO
DE

gsim

6.0 usec

90000.00 Hz

2H
:5 mm Dual 13C/1H 0172

LOCNUC

IPROBHD

2gpg30

PULPROG :

:32768.0000000

CDCI3
259.8340 ppm

SOLVENT
SW
TD
TE

65536

298.0 K

*** Processing Parameters ***

GB

0.0000000

2.00 Hz
239.906 ppm

LB

OFFSET
PHCO

-110.638 degree

71.170 degree

125.7577920 MHz

PHC1
SF

32768
65536

Sl

[TDeff

196¢¢CT ——

260512
6588 T —\_
0l29'se

V66097 —=

60.59¢
60€0°LE k
1/€5°86 —
T80T'0S

99179'19\
ssu'm{

8v0€¢S —

LELY'06 —
000%°€6 —

C9€6'L6 —~_
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¢E8T T —

8100927 —
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22€8'6¢T -
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€916°€€T
€€0£°9€T
€TYS9€T
65827'8€T |
068€'8€ET |
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0555671 |
016¢°¢ST
1850991 :[

9607°€LT
€28LELT
8098'VLT
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1
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ANEXO IL - ESPECTRO gCOSY FENILCLORINA B
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ANEXO IM - ESPECTRO gNOESY FENILCLORINA B
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ANEXO 10 - ESPECTRO gHMBC FENILCLORINA B
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ANEXO IP - ESPECTRO DEPT FENILCLORINA B
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Synthesis of N-substituted Maleimides Potential Bactericide

AC. Trindade' & AF. Uchoa'™

! Anheribi Morumbi Univessity (UAM), Biomedical Engineering Center - Estrada Dr. Altino Bondenssn, 500 Distite de Euzinio de Mo,
CEP: 12 247-016 - 530 José dos Campas — 5P

*Center for Inmovation, Technology and Education (CITE)

12.247-016 - 530 José dos Canpos - 5P —

Abstract— In view of the growing spread of antibiotic
resistant bacteria cansing hizh morbidity and mortality, it is
essential to develop compounds that are more efficient than
those cwrrently on the market. Maleimide derivatives, due to
their chemical strocture, have biological activity capable of
deactivating enryme: and inhibiting the metabolic pathway of
these bacteria and fungi They have hizh selectivity and are
new excellent anfimicrobials. In this scenario, the objective of
thiz= work was to synthesize, characterize and verify the
emistemce of bactericidal activity of two derivatives of
maleimides, 4-vinyl-phenyl-maleimide and Cl-phenyl
maleimide. I‘nrths,mmmresncfmtwntmlndswm
characterized by High Resolution MAasz Spectrometry
(HEMS), Infrared (TR) amnd Muwclear Magpetic Fesonance
(MAR) 1H. Both compounds showed a double bond in the
maleimide ring, essential for the inhibition of enrymes present
in bacteria. The disk diffusion fest fo determine the
‘bactericidal activity of the compounds, was carried owt against
the microorgamismes: 5. Awnrems (Staphylococoms Awrems) -
Gram positive, Aomocytosis Lister - Gram positive,
Esxcherichia Coli Enteropathegenic (EFEC) - Gram negative
and Prendomones Awuregimosas - Gram negative. Compounds
derived from maleimide obtain greater biclogical activity in
Gram positive microorganisms, as evidenced by the inhibition
halo in the diffosion test. The compound: proved to be active
in the face of the disk diffusion test, indicating new
permeability, selectivity amd mechamistic stodies, as well as
possible applications of them as bactericidal agents.

Eoywords— Syntheds of maleimides, N-substitmted
maleimides, Bactericides, Bacteria, Biological activity,
chemical componnds.

1 INTRODUCTION

It 1z known that the spread of antibiotic-resistant bactena
poses a considerable threat to humamty, as the mamn
consequence of lgh morbidity and mortality. Cuorently,
studhes are focused om bacterial and fimgal enrymes m
charge of catalyzng the mam mochemucal reachons m
mucrobial cells. Compounds wath biclogical actraiy capable
of deactivating these enrymes and mhititing the metabolic
pathways of these bacteria and fungl with hagh selectnaty m
the human bedy are promsing anfimicrobial agentes [1, 2,
3l

Malewmude demvatives have in their structhure the group -
CO-N (B) -CO- with R being a hydrogen, alkyl or aryl
group. The double bond present in the maleimide ring is
prone to be attacked by mucleophibic species such as the

- Estrada Dir. Alting Bondencan, 500 - Distrito de Eugénio de Melo, CEP:

Brazl

thiol group present m the amwne acd shuctwe cysteme,
thus, the enzymatic activity of the cystelne protease is
altered and its prowth 15 inhubited [4.5,6].

The maleirmde group binds efficiently and specifically
with lomolecules that contain the termunal thiol group and
form a stable and mreversible covalent bond as showm mn
Fiz.1 [7].

o

P i
«”u\:\"/_: . .._.\:\',/"* — T T
Y )

" !

a L
Fig. | Peaction between malsimids and the thiol group of biomalecules

Malemmdes aclieved relevant hological actwihes,
including antimicrobial activifies [8] and enzyme inhibiion
[9]. The antirucrobial mechamsm was stdied and found
that maletnudes could preferentially imferact with the
bydrophobic domams of the tarzet enzymes, resulting m the
mmactivation of sulfhydry]l zroups essental for their catalyhic
actrvities [9] The actmihes were greatly affected by the
stucture of the C = C double bond present in the maleinude
ring [10].

There iz a vanaton in the capacity of the hiclogical
actrvity of each maletmide depending on the group bound to
mtrogen. In the case of the compounds proposed m ths
study, the presence of chlonne can potenhate the attack of
the thiol group, as well as the presence of the vyl group, in
addiion to the attack already descmbed on the pawr in the
malsimide ring [11].

In this woak, the synthesis of N-substituted maleimdes
was camed out, being them 4-vinyl-phenyl-malemmde (M1}
and 4-Cl-phenyl-maleimide (M2). The stuchwes of the

synthesized conpounds were charactenized by means of
Muclear Magnetic Fesomance (WMRE), High Rescluion
Mass Spectrometry (HFEMS) and Infrared (IR) analysis. The
analysis of the bactencidal actaty of the compounds was
performed uang the disk diffusion test.



IT. MaTERIAL S S8 METHODS

For the synthesis of compounds M1 and M2, the amlines
4aanylanihne, 4-chloroamline and malee anhydrde were
dizselved separately in ethyl ether, and after filhation they
composed a single solutton (30 mL), which was subjected to
stiring for 15 mimutes at room temperature. The precipitate
was filtered and taken to the oven Afier drving, the
precipitate was heated m an ol bath at 72°C for 4 hours.
After this penod, the rezction medimm was poured into a
beaker with ammema and ice solution. After neutralization
(pH ~ 7), dichloromethane was added and partitoned. The
organic phase was eliminated m a rotary evaporator and the
solid residues were punified by column chromatography
using sibica gel as a support and 30:2 dichloromethans /
methanol a5 the mobile phaze.

0. RESULTS AMD DIsCussIon
The stuctures of the two synthesized malermmdes are

shown m Table 1

Tahle 1 Strochme of W-substitabed maleintide

Name of Tield
Compound Structure ()
7~ i
\ I
Ad — Voo sLam
A 40,84%

A Characterization — Mland M2

The compound M1 was characterized by a HEMS of
2220527 g/ mol. The theoretical mass was determuned at
2220531 g/ mol, a dufference of 0.00018%, a percentage
lower than the 0.M% tolerance. The Fiz. 2 (A) of IR
showed the results for MI: 3069594 em-l (CH, = C),
235328 em-1 (C-N), 170325 em-1 {C =0}, 18606.27 em-1
{(ArC) and 1405.39 em -1 (C-H).

The conpound M2 showed by a HEMS of 2080154 g/
maol The theoretical mass was deterrmed at 2080159 = /
maol, 3 difference of 0.00024%, 2 percentage lower than the
tolerance of 0L04%. The Fiz. 2 (B} of IR showed the results
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for M2: 2517.46 (C), 17128 cmw-1 (C=0), 1596.62 cm-1
{ArC), 1309.79 cm-1 and T08.77 em-1 (C-CT).

&Y
n
=

o

Pig.z@mefmm:ﬁsmwewm]

Thke apalyzms by NME Fiz. 3 {A) of compound M1
showed the following results: 1H NME. (500 MH=. CDC13):
GH 751 - 7.35 (4H, AH), 5H 6.88 (2H, CH. ), 6H 6.71 2H,
CH,). The NME for compound M2 Fiz. 3 (B) following
results: 1H MMER (500 MH= CDCL:): 6H 7.43 - 7.33 (4H,
AsH), GH 6.86 (2H, CH,).

RgiH il

A

I

Fig. 3 YME. of compounds M1 (4) & M2 (E)



EB. Disk diffusion test

Compounds MI and M2 were tested in four different
bacterial strams and a5 a control the antibiotic streptomyein.
The compounds were dissolved i Dimethylsulfoxdide
(DMS0) concentration of 0.25 mol / L, so the DMSO was
also tested to ensure its insufficient biological actmiity. The
test was performed using the disk diffusion method The
results are shown m Table 2 [12].

Tahle 2 Biological activity of the compounds in relation to the foar
bacteria

Inhibiton zone (mm)*
Bacteria
A AR DAI50  Streptomycin
5 Aureus
A -J -G 1501 16,65 443 13,51
positve.
Lister-Gam 1778 2038 00 1383
positve.
Escherichia Coli
Enteroparhogzenic -
(EPEC) - G oE4 11,19 0.0 16,37
negatve.
Aurzginosas - 1057 1183 0,00 15,13
Gram negative.

The DMSO solvent obtaned an inhibition zone only for
the bactermum 5. Awens (Staphyvlococous Awrens) - Gram
Poative 4.63 mm To enswe that DMS0 had no influence
on the biological actvity of the compounds, a statistical test
was camied out. The result of the £ test retumed a p <0.05
when companing the results of the zone of mhubition of
compounds M1, M2 and DMSO. Thus ensunng that there 1=
2 sigmficant difference between the biclogical actvity of
the compounds compared to the mhubition of DMSO0.

According to Table 2, the reactivity of compounds M1
and M2 was pesitive in relation to the four bactena tested.
The compounds M1 and M2 showed greater reactrvity for
the bactermm Listéna Monocytose - Gram Positiva with an
mhibition zone of 17.78 mm and 20.38 pum respectrvely.

The steptomyein antibiotic achieved greater biological
actvify than the commpounds Ml and M2 oanly for the
Enteropathogenic bactena - Gram Megative with an
mhibition zone of 16.37 and for the Aweginosas - Gram
Negative bacteria with an mhubition zone of 15.23. Beng an
mdication that the synthesized compounds have a greater
hological activity for Gram Positive bactena.
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IV. CoNcLusio

The results of the charsctenization studies of compound
M1 and M2 showr that the shuchwes shown in Table 1 have
been successfilly synthesized. The two struchares presented
the double bond that tend= to be attacked by mucleophibic
species, the thiol group, present in bactena. The ological
actrvities of compounds M1 and M2 were proven from the
disk diffusion test, making the two compounds derved from
H-substitated maleimmdes M1 and M2, potential bactenicide
candidates. However, the two conpounds showed a greater
zone of mhobation for Gram Positive bacteria. For firther
invesfigation, a more infensive study on Gram Positive and
Gram negative bacteria should be camed ouf to assess the
differences between the bactericidal activifies of these
synthesized compounds in relation to the two types of
bactena.

COMFLICT OF DNTEREST

The authors declare that they have no conflict of interest

BEFERENCES

1. Taccomell E, Camamm E, Savoldi, A et al (2018) Discovery,
research, and development of new antbiodcs: the who prioricy
list of antihfoticTesistant bacteria and tuberculosiz. The Lancet
Infertions  Diseases 318272 DOI 10101651473
J(1T)30753-3.

2. Bufer M. Blaskovich M, Cooper M (2016) Antibiotics m the
climical pipeline at the end of 2015, Springer Science and
Business Media LLC 3-24 DOT 1010385 20014672

3. Salewska N, Boros-Majewska I, L.Lanecal {"{lllj Chemical

Enzyme il
'\"6‘113]!
4. Bamsode T. Shelke I, Donere G

Chﬁnlstl."f'l - 122 D00 10.

ph
—5008 DOI 10. I{Ilﬁ.]e;nmch.mw 07.006.

5. Prado 5. .Cechmel-Filhe V., Campos-Buzz. F et al (2004)
Biclogical evabmtion of some selected cychic inmdes:
nmitochondrial effects and in vitro cytotowdcity. Zeitschrift far
Watarforschimg - Section C Journal of Biesciences 39(0-107%:
663 672

9 Yell Li X Yoan L etal (2007) temction of houtnryfonate

z with the cell membrane of gram-positive and sram-
negative bacteria. Colloids and Surfices Physicochemical and
Enginearing  Aspects 300(1-3)p 412 - 418 DOI
10.10165. codsurfa 300701 012,

7. X H Baidoo E. Wonz K ef al 2008) A povel bifinctional

maleimide che-1" chelaior for comjuEsbon @ hicl-contining
hiomoleculas. Bi and Madicinal Chemistry Letters
26570 — 2683 DOT10.10165 bmc] 2008.03.022.

B Chen X Fhamg I Li F et al (2015) Syothesic and antifineal
evahation of a sedes of maleimides Pest Mamag, Sci 433430
DOT 10 100ps. 3824,

9 Sivia N, Mara, V (2005) In vimo amrifineal properties,
STUChmE-ac vy and snadies oo the mods of
action of N-phemyl N—urfl'\ﬂmﬂn[k}'lmalumdsm
related conpoumds. Armeim-Forsch 123-132



