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RESUMO

SINTESE E ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE NOVOS BENZIMIDAZOIS
POLISSUBSTITUIDOS.

Palavras chave: benzimidazol, peptéide, antiproliferativo.

Uma série de novos derivados peptoides benzimidazdlicos foi sintetizada,
caracterizada e sua atividade antiproliferativa avaliada frente a diversas linhagens de
células tumorais. Em geral, todos os compostos apresentaram uma significativa
atividade antitumoral. O derivado peptdéide arilidénico (E, Z)-2-(1H-benzimidazo-2-il)-
N-(2-(2-(2-cloro-benzilideno)idrazinil)2-oxoetil)benzamida (10e) foi o que demonstrou
maior atividade para todos os tipos de células, merecendo destaque para as células
tumorais de rim e préstata com valores de Glso = 3,7 pyg/mL, e para o tumor de
ovario com valor de Glso = 4,8 ug/mL. Para a série dos derivados peptoides amidicos
(24a-e), o composto 2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-oxo-2-(pirrolidina-1-
i)etil)lbenzamida (24c) foi o que apresentou melhor atividade antiproliferativa frente a
células tumorais de ovario resistente com valor de Glso = 5,8 pg/mL. Ja os derivados
2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(butilamino)-2-oxoetil)benzamida (24a) e 2-
(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(isopropilamino)2-oxoetil)benzamida (24e)
tiveram uma boa seletividade para o tumor de ovario com valores de Glsp =9,2e 7,1

Mg/mL respectivamente.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITY OF THE NEW
BENZIMIDAZOLES POLYSUBSTITUTED.

Keyworks: benzimidazole, peptoid, antiproliferative.

A series of new peptide-like benzimidazole derivatives was synthesized,
characterized and their antiproliferative activity was evaluated against several cancer
cell lines. In general, most of the compounds presented a significant antitumor
activity. The arylidene derivative (E, Z)-2-(1H-benzomidazol-2-yl)-N-(2-(2-(2-
chlorobenzylidene)hydrazinyl)-2-oxoethyl)benzamide (10e) showed the highest
activity against all cell lines, mainly on kidney, prostate (Glsg = 3,7 ug/mL) and
ovarian cells (Glsp = 4,8 pg/mL). Regarding the amidic series (24a-e), the derivative
2-(1,5-dimethyl-benzimidazol-2-yl)-N-(2-oxo-2-(pyrrolidin-1-il)ethyl)benzamide  (24c)
showed a potent growth inhibition against the ovarian cancer cell line, with a Glsg
value of 5,8 ug/mL. A good selectivity and activity against the same cell line was
showed by the derivatives  N-(2-(butylamino)-2-oxoethyl)-2-(1,5-dimethyl-
benzimidazol-2-yl)benzamide (24a) and 2-(1,5-dimethyl-benzimidazol-2-yl)-N-(2-
(isopropylamino)-2-oxoethyl)benzamide (24e), with Glso values of 9,2 e 7,1 pug/mL,

respectively.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), nas ultimas décadas o
cancer ganhou uma dimens&o maior, convertendo-se em um evidente problema de
saude publica mundial. Estimativas apontam que no ano de 2030 pode-se esperar
27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito desse aumento

ird incidir em paises de baixa e média renda .

Também denominado como tumor maligno ou neoplasia maligna, o cancer é
definido como uma massa anormal de células que, apesar de ter cessado o estimulo
que o iniciou, continua multiplicando-se e invadindo, minando o fornecimento de
energia e substratos nutricionais e matando os tecidos normais 2. Para atingir esse
estdgio, as ceélulas precisam adquirir, basicamente, seis alteracdes: ser
autossuficiente na producdo de sinais de proliferacdo, insensiveis aos sinais
inibidores de proliferacdo, apresentar evasdao da morte programada (apoptose),

replicacdo sem limite, inducdo da angiogénese e invaséao de tecidos (metastase) ..

Atualmente existe apenas a cura de alguns tipos de canceres, como o linfoma
de Hodgkin, ou quando a doenca estd em seu estagio inicial de desenvolvimento. Na
grande maioria dos casos, o tratamento é feito através do uso de medicamentos
paliativos ou uso de radiacdo, os quais causam diversos efeitos colaterais trazendo

sofrimento emocional e fisico ao paciente e familiares .

Visando a busca por medicamentos mais eficazes no tratamento do cancer e
outras doencas, a Quimica Medicinal trabalha no planejamento, avaliacdo e na
sintese de novas moléculas que possam ter alguma atividade farmacolégica
favoravel e segura para o tratamento humano. Nesse contexto, a comunidade
cientifica vem relatando diversos estudos na sintese de diferentes tipos de classe de
moléculas com grande potencial farmacolégico, como por exemplo, moléculas

contendo o benzimidazol em suas estruturas.



1.2. O nlcleo benzimidazol

O benzimidazol € um composto aroméatico biciclico resultante da fusdo do
benzeno com o imidazol (Figura 1). E também considerado um iséstero de
nucleotideo, devido aos dois anéis fundidos, facilitando assim, em principio, a
interagcdo com biopolimeros, possuindo potencial atividade farmacolégica . Além
disso, podemos encontrar o nudcleo benzimidazol como uma das unidades
complexadas ao cobalto da vitamina Bi,, que é essencial para a formacdo das

hemacias e do sistema nervoso central.

Figura 1: Estrutura molecular do benzimidazol.

7 H
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1.3. Farmacos contendo bezimidazol.
O nucleo benzimidazol € um excelente grupo farmacoférico o qual ja gerou
diversas patentes e publicacdes®®. Moléculas derivadas do benzimidazol
apresentam diversas atividades bioldgicas importantes como antifangica'®,

[11] [12]

antagonista serotoninérgico inibidor de secrecdo do &cido gastrico

antiparasitario™®,  antimicrobiano™,  cardioténicol*®,  antimalarico™ e
antitumoralt*®"18],

Uma série de farmacos conhecidos no mercado, tais como tiabendazol (anti-
helmintico), pimobendan (inodilatador), astemizol (anti-histaminico) entre outros, tem

como principio ativo o nucleo benzimidazol em suas estruturas (Figura 2).



Figura 2: Exemplos de farmacos com o nucleo benzimidazol.

Tiabendazol
Pimobendan

Astemizol

O Tiabendazol foi o primeiro farmaco, contendo o nucleo benzimidazol, a ser
desenvolvido e licenciado para o tratamento humano, em 1962. Posteriormente
surgiram no mercado outros analogos (mebendazol, albendazol, flubendazol) com a

mesma propriedade antiparasitarial*®2Y.,

Através dos avangos nas pesquisas, novos farmacos contendo o
benzimidazol foram sendo desenvolvidos. Dentre eles, podemos citar o pro-farmaco
omeprazol que é convertido rapidamente em sua forma ativa sulfenamida quando o
pH esta em torno de 5. Esta por sua vez, inibe a bomba H*/K* ATPase diminuindo a
acidez no limen do estomago auxiliando assim no tratamento da Ulcera péptica e

7

refluxo gastroesofagico. Outro pro-farmaco bastante conhecido é a candesartana
cilexetina que é convertido em candesartana durante a absorcdo no trato

gastrointestinal para o auxilio do tratamento da hipertensao arterial %3,

Figura 3: Estruturas moleculares dos pro-farmacos omeprazol e candesartana

cilexetina e suas formas ativas sulfenamida e candesartana respectivamente.
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1.4. Derivados benzimidazoélicos com atividade antitumoral.

Ha uma série de derivados benzimidazélicos relatados na literatura com
atividade antitumoral. Desde moléculas simples como o carbendazim, que apesar de
ser utilizado como antifungico agricola apresentou atividade frente a células tumorais
de melanoma e carcinoma de colon com valores de ICsg abaixo de 10 uM[Z‘”, ou
moléculas mais complexas como as sintetizadas por Abdel-Mohsen e
colaboradores'® que apresentaram atividades, para os mesmo tipos de células, com

valores menores que 1 pM.

Figura 4: a) carbendazim, b) moléculas de Addel-Mohasen.
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Saczewski e colaboradores??®?”]

, prepararam diferentes hetero-acrilonitrilas
ligados ao benzimidazol na posi¢cdo-2, 0os quais apresentaram excelente atividade

antiproliferativa e baixa toxicidade para todos os derivados (Figura 5).



Figura 5: Derivados benzimidazolicos sintetizados por Saczewski e colaboradores.
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(Cancer de pancreas, DAN-G, 1C5,=0,69uM) (Céncer de pancreas, DAN-G, 1C5,=0,32uM)
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(Cancer de mama, MCF-7, IC5,=3,15uM) (Cancer de mama, MCF-7, IC57=8,14uM)
(Cancer de pancreas, DAN-G, IC5,=3,27uM) (Cancer de pancreas, DAN-G, IC5,=3,67uM)

Recentemente, Shao e colaboradores?® conseguiram bons resultados de
atividade para as linhagens de células MCF-7 (cancer de mama) e MGC-803 (cancer
gastrico) ao acoplarem na posicdo-2 do benzimidazol derivados metiltiopirimidina
(Figura 6).

Figura 6: Derivados benzimidazdlicos sintetizados por Shao e colaboradores.

/
HN—< >— HN—< >—O
N=—

N—
H H
N/ 34<\N / C \ S‘<\N / CN

N N
(Cancer de mama, MCF-7, 1C5,=1,17uM) (Cancer de mama, MCF-7, IC5¢=2,56uM)
(Cancer gastrico, MGC-803, I1C5=1,14puM) (Cancer géstrico, MGC-803, 1C5y=1,17uM)

Derivados contendo benzamidas e N*-ilidenos-substituidos-benzoidrazidas na
posicdo-2 do benzimidazol foram sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa. Esses
derivados apresentaram significativa atividade antiproliferativa frente a diversas

linhagens de células tumorais (Figura 7).



Figura 7: Derivados benzimidazolicos sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa.
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1.5. Metodologias de sintese de benzimidazdis.

Em 1872, Hoebrecker sintetizou o primeiro benzimidazol através da reducao
da 2-nitro-4-metilacetanilida (I) em meio &cido e utilizando o estanho como agente
redutor para a formacéo do 2,6-dimetilbenzimidazol (1) %, conforme ilustrado no

Esquema 1.

Esquemal

NO, NH, “
O Sn (@) -Hzo
> />_
N HCI N N
I 11
Novas metodologias foram desenvolvidas para a sintese do nucleo
benzimidazol com o passar do tempo BY. Shen e Driver 2 sintetizaram o heterociclo

benzimidazol em uma reacdo de duas etapas, partindo dos reagentes 2-azido-

anilina, aldeido e sulfato de magnésio (Esquema 2). Na primeira etapa é formado um
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intermediario iminico (V), o qual é ciclizado, em uma segunda etapa, utilizando
brometo ferroso como catalisador e peneira molecular, fornecendo o respectivo

benzimidazol com 94% de rendimento.

Esquema 2

% Br
NH2 \/O/
Oi + H MgSO, NS
Ng Br (CH,Cl,), 25°C
N3

111 v \%
H
N
FeBry (30 mol%) ©: }_@7& . N,
4A peneira molecular N
(150% p/p)
(CH,Cly) \% |

A sintese do ntcleo benzimidazol relatada por Holljes e Wagner 5%, envolve
o tratamento do cloridrato de o-fenilenodiamina (VII) com benzonitrila (VIII) em um
tubo selado a 200°C por 2 horas, produzindo o respectivo 2-fenil-benzimidazol (IX)

com 72% de rendimento (Esquema 3).

Esquema 3
Cl
NH, . HCI CN NH, . HCI
Lo O =" O
NH, . HCI NH,

vl Vil

HN

NH, . HCI
H
X :
- - NH — O:)-@ + NH,CI
N
IX




De modo geral, duas metodologias sdo mais comuns para a sintese deste
heterociclo. A primeira consiste na reacdo de ciclocondensacdo de 1,2-diaminas
aromaticas (VII) com acidos carboxilicos e derivados (X) (haletos de acila e anidridos

principalmente), ocorrendo em duas etapas: amidacdao (XI) seguida de uma

ciclizac&o (XIl) sob catalise 4cida, conforme demonstrado no Esquema 4 3437,
Esquema 4
NH, o) NH, H
+ )]\ 0] AcOH R
cl R ’ \ > N/>
N2 H R
A% 11 X XI XII

A segunda metodologia consiste em uma ciclodesidrogenacdo oxidativa
envolvendo um aldeido (XIII) com uma diamina (X) através do auxilio de um agente

oxidante (metabissulfito de sdodio, benzoquinona, ar, nitrobenzeno, entre outros),

conforme demonstrado no Esquema 5 844,
Esquema5
NH o) NH; [0] N
+
)I\ //JVR > C[ />—R
nH,  HTOR N N
VII XIII XII

O uso de irradiacdo de micro-ondas (MW) em sintese organica vem sendo
amplamente explorado como uma nova abordagem para a sintese e descoberta de
novos farmacos. O sistema de MW, quando aplicavel, proporciona a oportunidade
de se efetuar reacbes em minutos, ou até mesmo em segundos, com elevados
rendimentos quando comparado ao método convencional. A sintese em micro-ondas

tem se popularizado cada vez mais por ser aplicavel eficientemente em diversos



tipos de reacdes relatadas na literatura, envolvendo organometélicos, heterociclos,

oxidacdes e condensacdes 243,

44 realizaram a sintese comparativa de derivados

Dubey e Moorthy
benzimidazolicos substituidos na posicéao 2 (XIV) na presenca do acido polifosférico
(Esquema 6) por meio de micro-ondas e aquecimento convencional. Os resultados
obtidos (Tabela 1) demostraram claramente que quando se utilizou irradiagédo de
micro-ondas o0s rendimentos tiveram um aumento superior a 50% e o tempo
reacional foi reduzido em média de 96 a 98% quando comparado ao método

convencional.

Esquema 6
O
NH, . HCI §
NH, . HCI ¢ N R
R
VII XIV XV

R = H; NHy; Cl

Tabela 1: Comparacao do tempo reacional e rendimento para os métodos de sintese.

Derivado XV Convencional Micro-ondas
(R) T.R. Rend(%) T.R Rend(%)
H 4h 33,58 4min 30s 84,83
NH, 4h 56,55 5min 84,98
Cl 4h 43,37 4min 30s 88,63

T.R. = tempo reacional



2. OBJETIVOS

Dando continuidade ao trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa
(GPSint) na sintese de derivados benzimidazdlicos (Figuras 8c/d), o presente
trabalho visou a preparacdo de novos derivados modificados na posi¢cdo-2 do
benzimidazol utilizando a glicina como espacador. De acordo com estudos ja
realizados pelo grupo, variagdes na posicdo-2 apresentam significativa atividade

bioldgica 1.

Sendo assim, o trabalho foi conduzido com os objetivos de:

1. Sintetizar e caracterizar derivados peptoéides arilidénicos (Figura 8a);
2. Sintetizar e caracterizar derivados peptoides amidicos (Figura 8b);
3. Avaliar a potencial atividade antiproliferativa in vitro de células tumorais

humanas para todos os derivados preparados.

Figura 8: Derivados peptoides arilidénicos (a), amidicos (b) e derivados

benzimidazdlicos ja preparados pelo nosso grupo (c), (d).

R: Hou CH;
R' e R": H, alquila, arila

c)

R’
d) \N—R"

//J\MAr
HN—N
R ° °
N R N
C[\ C[ )
N N
\ \
R
R 1

0



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sintese e caracterizacéo dos derivados peptoides arilidénicos.

Baseando-se nos relatos da literatura e nos estudos ja realizados pelo nosso
grupo, preparamos diversos derivados peptoides benzimidazélicos com o intuito de

avaliarmos sua potencial atividade farmacolégical*®*824,

A rota sintética empregada encontra-se ilustrada no Esquema 7 #°!,

Esquema 7
OH
O
NH2 (Etanol H
NH2 Refluxo N
3

Refluxo ©:

O tratamento da 1,2-fenilenodiamina (1) com anidrido ftalico (2) em EtOH sob
refluxo por 24 horas, forneceu o derivado benzimidazdlico (3), através do
mecanismo mostrado no esquema 8, com um rendimento de 56%. No espectro de
RMN de 'H do &cido 3 (Anexo: Figura A-2), os hidrogénios ligados aos carbonos
aromaticos sd@o observados entre 5 7,02 e 7,86 ppm. O espectro de RMN de *3C
apresentou um sinal em 151,2 ppm caracteristico do carbono 2 do nucleo
benzimidazol e um sinal em 168,7 ppm referente ao carbono da carbonila (Anexo:
Figura A-3). No espectro de IV podemos observar uma banda larga em 2356 — 3006
cm™ referente ao estiramento do grupo OH, assim como uma banda em 1644 cm’

'correspondente ao estiramento C=0 da carbonila (Anexo: Figura A-1).
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Esquema 8

o 0

NH; NH,
N (EtOH)
—_— >
0 refluxo
NH N
H

i/b

o
OH OH OH
0] H ] H 0]
HO— O = L
o, N
o % :
- 3

Para a sintese do peptéide desejado, faz-se necesséaria a ativacdo da
carbonila do acido 3. Além disso, caso a carbonila seja ativada, deve-se proteger o
nitrogénio do nudcleo benzimidazol, pois este atacaria intramolecularmente a
carbonila ativada. Assim, utilizamos uma metodologia descrita por Meyer!*®, na qual
€ possivel ativar a carbonila e proteger o nitrogénio do benzimidazol em uma Unica

etapa, sem precisar desprotegé-lo posteriormente.

A partir do composto 3, obtivemos o derivado 4 pelo tratamento com anidrido
acético por 3 horas, via ciclodesidratacdo do tipo 5-exo-trig **! (Esquema 9) com
rendimento de 81%. Analisando o espectro de *H, observamos oito hidrogénios na
regido aromatica com deslocamentos quimicos entre & 7,27 e 7,89 ppm (Anexo:
Figura A-5). Através do espectro de IV podemos observar a banda da carbonila em
1763 cm™, além do desaparecimento do estiramento da banda OH do &cido

carboxilico (Figura 9).

12



Esquema 9
H O

\
o)
"y PRie
H H
N (§ o N
g>j§_§;\?ijb/ﬂ\\, [::I:J/ AcoH
3

o]
(@] <
04< e} (@)
> ol
N N
\ -AcOH
o /
N N N 4
\
H

Figura 9: Espectro de IV (pastilha de KBr) dos compostos 3 e 4.
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Devido ao fato da carbonila em 4 ser altamente reativa (um acil imidazol),
reacoes de adicdo-eliminacdo ocorrem com certa facilidade. Para a construcdo do
peptoide 6, efetuamos a amindlise de 4 com glicinato de metila (5) (22 horas, a
temperatura ambiente, monitorada via CCD). Durante a reacéo foi possivel observar
a mudanca de cor da solucdo, que inicialmente era de um amarelo claro,
caracteristico do composto 4, passando a ter uma coloracédo branca proveniente da
formacéo do produto 6 (sélido branco, insolavel no meio reacional) com rendimento
de 78% (Esquema 10).

Esquema 10

o)
OMe
o)
o)
N " )K/NHZ.HQ BN ©: @
©:N/ MeO CH,Cl, t.a. (78%)

4 5

A estrutura do derivado peptdide 6 foi confirmada via analises
espectroscopicas de RMN e IV (Anexo: Figura A-7 a 9). O espectro de 'H
apresentou um simpleto referente aos hidrogénios O-CHz com deslocamento
quimico de & 3,65 ppm. Pode-se observar também um dupleto referente aos
hidrogénios do carbono metilénico NH-CH; (6 4,00 ppm) e um tripleto centrado em &
9,07 ppm correspondente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio do -NH-CH,-. O
espectro de **C apresentou sinais em 168,4 e 170,7 ppm para as carbonilas da
amida e éster respectivamente. Foi observado também o sinal em 41,3 ppm do
carbono metilénico (-CH-) e o sinal em 51,9 ppm para o carbono do éster (-OCHj).
No espectro de IV foi observado o estiramento C=0 da carbonila da amida em 1646

cm™ e do éster em 1734 cm™, além do estiramento N-H em 3264 cm™.

A etapa seguinte constituiu-se na obtencdo da hidrazida (8) como precursor
para a sintese dos peptoides arilidénicos (10). Para isto, tratamos o derivado 6 com

hidrazina monohidratada (7), em metanol, sob refluxo por 4 horas (Esquema 11).
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Esquema 11

o)
)—OMe )—NHNHZ
HN HN

o]

H

N N
/ + HN—NH, __(MeOHW) )

N Refluxo (92%)

N
6 7 8

A formacao da hidrazida (8) foi confirmada através do espectro de RMN *H
(Anexo: Figura A-11), que mostrou o desaparecimento do sinal em & 3,65 ppm
referente aos hidrogénios da metila do grupo éster e o surgimento dos simpletos
correspondentes aos hidrogénios da hidrazida (-NH-NH,) em & 9,89 e 4,49 ppm,
respectivamente. Para o espectro de IV observamos o estiramento de N-H na regido
de 3223-3199 cm™. Através do espectro de **C (Anexo: Figura A-10 e 12), observou-
se os sinais em 169,0 e 169,4 ppm para as carbonilas, além do desaparecimento do
sinal em 51,9 ppm do carbono metilico.

A partir da hidrazida 8, foi possivel a sintese de uma série de derivados
peptoides arilidénicos (10a-f), obtidos via catalise acida (Esquema 12) %, A reacéo
foi efetuada em um reator de micro-ondas a 78°C, em EtOH. Observou-se a
conversao total dos produtos (CCD) em um tempo médio de um minuto. A sintese
dos arilidenos também foi testada no método convencional, porém o tempo reacional
(=1h30min) foi muito superior quando comparado ao método em micro-ondas, ja 0s

rendimentos permaneceram na mesma faixa para ambos os métodos (63-87%).

Esquema 12

O T
o0
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O
H
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A formacgdo do produto de condensacdo se da através de uma reacao de
adicdo a carbonila, conforme o esquema 13. Devido ao fato da carbonila do aldeido
poder ser atacada pela hidrazida, tanto pela face Re quanto pela face Si, ha a
formacdo de isbmeros no produto final. Durante o monitoramento, via CCD, da
reacdo, observamos o surgimento de duas manchas com R muito proximos,
correspondentes aos isbmeros geométricos E e Z. A confirmacao foi feita através
dos espectros de *H e *C em funcdo da duplicacdo de todos os sinais com uma
proporcdo aproximada de 2:1 (E:Z). A formacdo de isébmeros na sintese de
arilidénos também foi observada em outras moléculas analogas ja preparadas pelo

nosso grupo de pesquisa 2%,

Esquema 13
QA H
Das e v 9
HN U o N N
' N> oA A
H \ H '/
N H OH
+ — = N
(I H
N
8 9a
o)
B
HN N=
o)
: O
N
-H,0
E— /
N
10a

Os produtos (10a-f) foram confirmados e caracterizados através dos
espectros de RMN de *H, 3C e IV. Como ilustracdo, utilizaremos os sinais referentes
aos isémeros geométricos do derivado 10e (Figura 10). No espectro de RMN de *H

(Anexo: Figura A-26) podemos observar claramente a duplicidade dos sinais, como
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o simpleto do hidrogénio da hidrazona (-NH-N=) com deslocamentos quimicos de &
11,96 e 12,02 ppm e o mesmo ocorrendo também para o hidrogénio (-N=CH-) da
carboidrazona formada (5 8,45 e 8,74 ppm). Para o espectro de **C (Anexo: Figura
A-27), temos os sinais em 140,7 e 143,7 ppm correspondentes ao carbono iminico (-
N=CH-) formado, e os sinais da carbonila (166,6 e 169,7 ppm; 169,4 e 171,6 ppm)
da amida e da hidrazida, respectivamente. Moléculas analogas aos compostos 10a-
f, sintetizadas pelo nosso grupo de pesquisal®®, possuem os sinais do hidrogénio da
carboidrazona e da hidrazona compativeis com os resultados encontrados, assim

como o0s sinais do carbono iminico.

Figura 10: Espectro de RMN de *H (a) e de **C (b) do composto 10e (DMSO-dg).
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3.2. Sintese e caracterizacdo dos derivados peptéides arilidénicos N-

metilados.

A fim de avaliarmos o impacto que a ligacdo N-H do benzimidazol possa ter
sobre a atividade bioldgica, decidimos sintetizar a série dos derivados peptoides

arilidénicos N-metilados.

Para a sintese desses precursores foi utilizada a rota sintética ilustrada no

Esquema 14 %1,

Esquema 14
NO,  (CH3):SO4 NO,
NaOH/ K,CO4 CH
Ny, [TBAB 5mol%], THF N3
2 (89%) H
11a 11b
OH
o}
1. H, [Pd/C], EtOH N
> N
2. Anidrido ftalico (2)
EtOH N
(55% para as 2 etapas) \
12

O tratamento da 4-metil-2-nitroanilina (11a) com (CH3),SO, em THF na
presenca de TBAB como catalisador de transferéncia de fase (solido-liquido) e das

bases NaOH e K,CO3; forneceu o respectivo produto monoalquilado (11b).

O composto 12 foi obtido pela redugdo do grupo nitro do composto 11b
seguido de condensacdo com anidrido ftalico (2) com rendimento total de 55%. A
estrutura do derivado 12 pode ser confirmada através do espectro de RMN de *H, no
gual observamos sinais na regido aromatica com deslocamentos quimicos entre &
7,11 e 8,13 ppm e dois simpletos integrando trés hidrogénios cada, referentes aos
hidrogénios metilicos em 2,44 ppm (posicdo 5) e 3,53 ppm (metila ligada ao

nitrogénio) (Anexo: Figura A-32). J4 para o espectro de *3C, temos como principais
18



sinais a carbonila em 167,9 ppm, dos carbonos metilénicos em 21,7 e 30,9 ppm e 0

sinal em 153,1 ppm referente ao C-2 do nucleo benzimidazol (Anexo: Figura A-33).

O préximo passo foi a sintese do peptoide (17) através de uma amindlise com
glicinato de metila (5). Para isso, decidimos utilizar o ativante de carbonila DMTMM
(16) devido a sua simplicidade de preparo, além de ser facilmente removido no
tratamento da reacdo. A metodologia da sintese do ativante (Esquema 15) foi
desenvolvida por Kunishima e colaboradores “®! a qual consiste em uma reacéo em
duas etapas a partir do cloreto cianurico (13), conforme demonstrado no esquema
15.

Esquema 15

MeO N OMe

A
WNYCI NaHCO; H,0, 35° c»MeOTNYOMe . (THF) ta. \Nl( /\[\lj/

Cl

NYN (MeOR) e y c’ ‘*’\Nr/
Cl Cl on [ j
15
13 14 16 ©

Nestas condi¢cles, a reacdo (Esquema 16) mostrou-se bastante eficiente na
preparacao do derivado peptdide 17, cuja estrutura pode ser confirmada através do
espectro de RMN *H (Anexo: Figura A-35) com o aparecimento do dupleto em & 3,87
ppm correspondente aos hidrogénios metilénicos (-NH-CH.-), e do simpleto em 3,57
ppm para os hidrogénios da metila do éster (-O-CHs). Pelo espectro de RMN de *C
(Anexo: Figura A-36), foi possivel observar o sinal do carbono metilénico em 41,1
ppm, além dos sinais em 51,7 e 170,1 ppm referentes a metila e a carbonila do

grupo éster, respectivamente.

Esquema 16.

Q
4>—0Me
OH HN
o o]
N 0 N
N\ Et;N
+ NHp.HCI + DMTMM ————» A\
MeO (MeOH); t.a.
N N
(62%)
\ 12 5 16 \ 17
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Com o intuito de avaliarmos melhor o efeito que a metila na posi¢éo 5 do anel
aromatico possa ter sobre a atividade biologica, utilizamos o mesmo protocolo de

sintese (Esquema 17) para prepararmos o derivado 18.

Esquema 17
OH
NO ©
NO.
C[ 2 (CH3)2S04 O: 2 1. H, [Pd/C], EtOH C[N\
NaOH/ K,CO; CH o >
NH, [TBAB 5mol%), THF N 2. Anidrido ftalico (2) N
80%) H EtOH \

(56% para as 2 etapas)
11'a 11'b 12'

OH
0
N Q Et:N; ta
\ + NH,HCl + pmMTMM @ ————» 18
C[N oo (MeOH)
\ 5

60%
16 (60%)

12'

Figura 11: Estrutura molecular do derivado 18.

O
S N
3a
5 \ )
® 7a N

18

Sua estrutura pode ser confirmada através dos espectros de RMN de *H e *C
(Figura 12), os quais apresentam o mesma padrdao de sinais do derivado 17,
diferenciando-se apenas pela auséncia do sinal da metila na posicdo 5 do anel

aromatico.
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Figura 12: Espectro de RMN de *H (a) e de **C (b) do composto 18 (DMSO-d).
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Ao efetuarmos a purificacdo do derivado 18, através de uma simples
recristalizacdo em H,O/MeOH, obtivemos monocristais que se apresentaram
adequados para um andlise de difracdo de raios-X. Através dos dados
cristalograficos de 18, que sao apresentados a abaixo, foi possivel confirmar a

estrutura do composto assim como a distancia das ligacdes e seus angulos.

Dados cristalograficos: Cig Hiz N3 Oz, M = 323,35, monoclinoco, a = 22,5679(6), b
=9,1343(12), ¢ = 17,6060(5) A, U = 3324,98(15) A3, T = 200(2) K, grupo espacial C
2/c, Z =8, y = 0,090 mm™, 32786 reflexdes medidas, 4870 Unicas (Rint = 0,0174) as
quais foram utilizadas em todos os calculos. O wR(F2) final foi de 0,1180 (todos os
dados)
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O desenho ORTEP do derivado 18 € mostrado na figura 13 (a numeracao dos

atomos é arbitraria).

Figura 13: Visdo em perspectiva da estrutura molecular do derivado 18.

C30

22



Tabela 2: Distancias [A] e angulos [°] selecionados pra o derivado 18.

Ligacéao Distancia Ligacéao Angulo

C(1)-0(1) 1,288(12) 0(1)-C(1)-N(2) 123,1(10)

C(1)-N(2) 1,340(14) 0(1)-C(1)-C(11) 120,1(10)

C(1)-C(11) 1,498(15) N(2)-C(1)-C(11) 118,6(9)
C(3)-N(2) 1,440(14) N(2)-C(3)-C(4) 113,9(9)

C(3)-C(4) 1,504(14) 0(3)-C(4)-0(2) 124,7(10)

C(4)-0(3) 1,190(13) 0(3)-C(4)-C(3) 126,9(10)

C(4)-0(2) 1,331(14) 0(2)-C(4)-C(3) 108,3(9)

C(5)-0(2) 1,440(15) C(16)-C(11)-C(12) 119,5(10)

C(11)-C(16) 1,395(14) C(16)-C(11)-C(1) 120,9(10)
C(11)-C(12) 1,399(15) C(12)-C(11)-C(1) 119,2(9)
C(12)-C(13) 1,390(17) C(13)-C(12)-C(11) 119,4(10)
C(12)-C(21) 1,478(14) C(11)-C(12)-C(21) 120,1(10)
C(13)-C(14) 1,389(2) C(14)-C(13)-C(12) 120,2(9)
C(14)-C(15) 1,380(2) C(15)-C(14)-C(13) 120,3(13)
C(15)-C(16) 1,386(19) C(14)-C(15)-C(16) 120,1(12)
C(21)-N(29) 1,317(14) C(15)-C(16)-C(11) 120,1(11)
C(21)-N(22) 1,368(14) N(29)-C(21)-N(22) 120,2(11)
C(23)-N(22) 1,381(15) N(29)-C(12)-C(12) 113,5(9)
C(23)-C(24) 1,398(15) N(22)-C(21)-C(12) 123,6(9)
C(23)-C(28) 1,399(15) N(22)-C(23)-C(24) 122,8(10)
C(24)-C(25) 1,375(2) N(22)-C(23)-C(28) 132,0(11)
C(25)-C(26) 1,399(2) C(24)-C(23)-C(28) 105,6(9)
C(26)-C(27) 1,388(15) C(25)-C(24)-C(23) 122,3(11)
C(27)-C(28) 1,393(15) C(24)-C(25)-C(26) 116,7(12)
C(28)-N(29) 1,392(13) C(27)-C(26)-C(25) 121,7(11)
C(30)-N(22) 1,456(16) C(26)-C(27)-C(28) 121,4(11)
N(29)-C(28)-C(27) 117,7(11)

N(29)-C(28)-C(23) 129,9(10)

C(27)-C(28)-C(23) 109,9(9)

C(1)-N(2)-C(3) 120,0(10)

C(21)-N(22)-C(23) 120,2(9)

C(21)-N(22)-C(30) 106,3(9)

C(23)-N(22)-C(30) 127,8(10)

C(21)-N(29)-C(28) 125,5(10)

C(4)-(2)-C(5) 117,4(11)
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A etapa seguinte constituiu-se na preparagdo das hidrazidas (19 e 20),
precursoras dos arilidenos N-metilados. Os derivados 17 e 18 foram tratados com

hidrazina monohidratada (7) em metanol sob refluxo por 4 horas (Esquema 18).

Esquema 18

(@)
}OME 4>—NH
. HN HN \NH2
R N (MeOH) R o
\ + NH2-NH2 > N
Refluxo (66%) N
N N\

O espectro de RMN de *H (Anexo: Figura A-38) para o composto 19 confirma
0 sucesso da sintese devido ao aparecimento do simpleto alargado com
deslocamento quimico em & 4,30 ppm referente aos hidrogénios do grupo hidrazida
(-NH-NH,). Outra evidéncia é o desaparecimento do sinal em & 3,57 ppm que
corresponde aos hidrogénios da metila da porcdo éster. No espectro de RMN de *°C,
observamos claramente o desaparecimento do sinal em 51,7 ppm referente ao
carbono metilico do grupo éster. O derivado 20 possui 0 mesmo padrao de sinais
apresentado por 19, excetuando-se, obviamente, a auséncia dos sinais em 3,67 ppm
(*H) e 21,3 ppm (*3C) correspondentes a metila na posicdo 5 do nucleo benzimidazol
(Anexo: Figura A — 47).

Assim, os derivados peptoides arilidénicos N-metilados (21 e 22) foram
obtidos através do tratamento dos precursores 19 e 20 com os aldeidos apropriados
(9a-f) em etanol sob catélise acida (Esquema 19). A reacéo foi realizada em micro-
ondas a 100W e 78°C com tempo médio de duracdo de um minuto (acompanhada
via CCD).
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Esquema 19

0] 0]

}NH <>—NH
HN \ HN N— ;5
/I(JJ\ MW; HZSO4 Cat
H”™ SAr (EtOH), 78°C \C[

(74-94%)
19 (R = -CHy)
20 (R = -H)
Ar: a)

21a-f (R =-CH,)
22a,f (R=-H)

b) c)
\© \©\00H3 O:N

d) f)
L7 O

As estruturas propostas dos derivados 21a-f e 22a, f foram confirmadas pelos
espectros de RMN de 'H, que mostraram o desaparecimento do sinal referente aos
hidrogénios (NH,) da hidrazida (& 4,30 ppm) e o aparecimento dos simpletos
proximos a 8,00 ppm correspondente ao hidrogénio da carbohidrazona formada(-
NH=CH-).

Assim como os derivados peptbides arilidénicos 10a-f, podemos observar
também a formacdo dos isbmeros geométricos E e Z para todos os derivados N-
metilados, devido a duplicagdo dos sinais nos espectros em uma Pproporcao

aproximada de 2:1.

Utilizaremos o derivado 2l1a (Figura 14) como exemplo, para analisarmos o
padrdo de sinais para esses derivados. No espectro de RMN de 'H (a) observamos
claramente a duplicidade dos sinais, como o simpleto alargado, do hidrogénio da
hidrazona (-NH-N=) com deslocamentos quimicos em & 11,40 e 11,47 ppm, assim
como o simpletos referentes ao hidrogénio (-N=CH-) da carboidrazona formada (&
7,95 e 8,20 ppm). J& para o espectro de *3C (b), temos os principais sinais em 143,4
e 146,9 ppm correspondentes ao carbono iminico (-N=CH-) formado, além dos sinais
das carbonilas (165,3 e 167,7 ppm; 167,5 e 170,0 ppm) da amida e da hidrazida,

respectivamente.
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Figura 14: Espectro de RMN de *H (a) e de **C (b) do composto 21a (DMSO-d).
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Com o intuito de avaliarmos melhor a formacédo dos isbmeros geométrico E e
Z para os derivados arilidénicos, realizamos um estudo através de RMND de *H nas
temperaturas de 25°C (a), 45°C (b) e 60°C (c) para o derivado 21a. Através dos
espectros obtidos (Figura 15) podemos observar a paulatina coalescéncia dos

sinais.
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Figura 15: Espectro de RMND *H do composto 21a (DMSO-dg) & 25°C (a), 45°C (b)
e 60°C (c).
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3.3. Sintese e caracterizacdo dos derivados peptéides amidicos.

Com o intuito de realizarmos uma analise comparativa dos derivados
contendo o grupo benzamida na posicdo-2 do benzimidazol®®, os quais ja foram
sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa (Figura 16), foi preparada uma série de
derivados peptoides amidicos e avaliarmos a correlacdo de estrutura-atividade que

ambos possam vir a ter.
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Figura 16: Exemplos de derivados contendo o grupo benzamida ja preparados pelo

grupo de pesquisa GPSint.

Para a sintese dos derivados peptoides amidicos foram testadas diversas
metodologias partindo do composto 6, conforme demonstrado no Esquema 20 e
Tabela 3.

Esquema 20

[Al, [B], [C]
NH

(0]
4>—0Me
HN
o Wl
6 <>—NH
HN

IO

H
NaHCO, N
H,O/MeOH
o /
N
4>—OH 23
HN

oo =

6

z

ZT

z
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Tabela 3: Metodologias testadas para a obtencéo da amida 23.

Entrada Condicdes
MW, 78°C
A
(MeOH)
B MW, 100°C
(s/ solv.)
5 MW, 150°C
DBU (20 mol%)
t.a., DMTMM
D

(MeOH/ EtOH/ Acetonitrila)

As metodologias A e B, baseadas apenas no uso de micro-ondas nao foi
eficaz para a obtencdo da amida 23, uma vez que, nao foi observado qualquer traco
do produto mesmo apds 12 minutos de reacdo. Também nos deparamos com a

baixa solubilidade do composto 6 em MeOH.

Buscando uma nova alternativa para esta sintese, foi testado o protocolo

descrito por Lima e colaboradores 7]

, que consiste em uma amindlise catalisada por
DBU em micro-ondas a 150°C. Porém, nenhuma converséo ao produto desejado foi

observada.

A fim de buscarmos uma solucdo para o problema de solubilidade do
composto 6, decidimos realizar a hidrolise do éster e utilizarmos seu respectivo acido
(6’) na presenca do ativante de carbonila (DMTMM), como demonstrado na
metodologia D. Para esta reacéo, foram testados diferentes solventes (MeOH, EtOH,
acetonitrila). Mesmo assim, nao foi possivel a obtencdo do produto amidico 23,

devido a baixa solubilidade do composto 6° no meio reacional.

Em resumo, o grande impedimento que encontramos para a sintese dos
derivados peptoides amidicos, foi a baixa solubilidade dos reagentes (6 e 6°) nas

diferentes condicdes testadas.
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3.4. Sintese e caracterizacdo dos derivados peptéides amidicos N-

metilados.

Visando a preparacdo dos derivados amidicos, que nédo foi possivel quando
da presenca do grupo N-H livre, utilizamos os compostos N-metilados (17 e 18), ja
que 0s mesmos possuem uma solubilidade totalmente diferente dos analogos néo

metilados.

Assim, optamos por utilizar a metodologia descrita por Lima e colaboradores,
gue consiste na amindlise do éster (17 e 18), utilizando como catalisador o DBU em
micro-ondas (150°C e 100W) com tempo médio de 7 minutos (CCD) para a total
conversdo aos derivados peptbéides amidicos N-metilados (24a-e e 25b,c), conforme

demonstrado no Esquema 21.

Esquema 21
Q o)
}OMQ )_R'
HN HN
= ° DBU 20 mol% o
N +  Amina » R N
) 2\
\©:N MW; 150°C \C[N
\ (63 - 74%) \
17 (R=-CHjy) 24a-e (R =-CHj)
18 (R =-H) 25b,c (R =-H)

AN s N
A W e (T g D

Diferentemente das tentativas frustradas na sintese dos derivados peptoides
amidicos ndo metilados, as amidas N-metiladas puderam ser sintetizadas com
sucesso. A metodologia escolhida mostrou-se bastante eficiente e com bons

rendimentos.

Uma proposta de mecanismo (Esquema 22) para a amindlise utilizando DBU
como catalizador foi descrita por Lima e colaboradores com base em um estudo

realizado com o auxilio de um ESI-MSH71,
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Esquema 22

(0]
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+  H,N—R' +
P
OMe N
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R—:LOMe R+0Me

(0]
i D P
N /NH Rapida N
I . ~ o e '
R-/H\H\B‘ R H// 8 /R + + MeOH

N

Segundo Lima, a presenca do DBU atua na etapa determinante da
velocidade, estabilizando a carga positiva gerada no atomo de nitrogénio no estado

de transi¢c&o durante a adicéo.

Por fim, a confirmacdo estrutural dos derivados peptdides amidicos foi
realizada através de técnicas espectroscépicas. Analisando os espectros de RMN de
'H de todos os compostos, foi possivel observar o desaparecimento do sinal
referente aos hidrogénios da metila da porcao éster em & 3,57 ppm, indicio de que
houve o consumo total do reagente. J4 no espectro de RMN de **C, observamos os
sinais das duas carbonilas proximos a 168,0 ppm, assim como o desaparecimento
do sinal préximo a 52,0 ppm referente ao carbono metilico do éster.

Para melhor ilustrar o padrdo de sinais, foi utilizado o derivado 24b como
exemplo. No espectro de RMN de *H (Figura 17a), podemos observar dois tripletos
centrados em 6,95 e 7,95 ppm referentes aos hidrogénios ligados aos nitrogénios
das duas amidas, assim como é possivel observar dois dupletos centrados em 3,75
e 4,18 ppm referentes aos hidrogénios dos dois carbonos metilénicos vizinhos aos
nitrogénios das amidas. Ja no espectro de RMN de *C (Figura 17b), temos como

principais sinais os picos em 168,8 e 168,9 ppm para as carbonilas das amidas,
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além dos sinais em 44,0 e 43,1 ppm correspondentes aos carbonos metilénicos (I) e

(I respectivamente.

Figura 17: Espectro de RMN de 'H (a) e de **C (b) do composto 24b (CDCly).
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Além dos espectros de 'H e *C, decidimos utilizar técnicas avancadas de
RMN como HSQC e COSY (Figura 18), para uma melhor compreensao da estrutura
do derivado 24b. Para o espectro de HSQC observamos a correlacdo C-H para os
carbonos metilénicos (I) representada pela linha verde, e (ll) pela linha roxa com os
seus respectivos hidrogénios. No espectro de COSY, foi possivel observar a
interacéo 33 (quadrado preto) entre os hidrogénios (I) com o da amida (seta
amarela), e a dos hidrogénios (Il) com a respectiva amida apontada pela seta azul
(quadrado verde).
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Figura 18: Espectro de correlacdo C-H HSQC (a) e correlacdo H-H COSY (b) do composto 24b (300,0 MHz / 75,7 MHz CDClI3).
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3.5. Avaliacdo da atividade antiproliferativa contra células tumorais

dos derivados sintetizados.

Os derivados peptoéides arilidénicos (10a-f e 21a-f) e amidicos (24a-e) foram
submetidos a testes in vitro visando avaliar a atividade citotoxica para as seguintes
linhagens de células tumorais humanas: glioma (U251), carcinoma mamario (MCF-
7), ovario com fenotipo resistente a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES), renal (786-
0), pulmd@o (NCI-H460), préstata (PC-3), célon (HT-29) e leucemia (K562).
Queratindcitos humanos (HaCaT) foram utilizados para avaliacdo de citotoxicidade
em células normais. A proliferacdo celular foi determinada utilizando-se o ensaio
colorimétrico com sulforrodamina B. A doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo. As concentracdes empregadas variaram entre 0,250-250 upg/mL e a
porcentagem de crescimento foi determinada apos 48h do tratamento das células.
Esses ensaios foram realizados em colaboracdo com as professoras Dra. Mary Ann
Foglio e Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Unicamp.

Para a série dos derivados peptdides arilidénicos (22a/f) e amidicos (25b/c)

os testes ainda estao sendo realizados pelo CPQBA.

Os graficos representados na Figura 18 ilustram a curva concentracao-
resposta dos compostos que apresentaram maior atividade, dentro das trés séries
testadas, frente a varias linhagens de células tumorais humanas. Os valores
positivos de crescimento celular entre 0 a 100%, em relacdo ao eixo Vv,
correspondem a atividade citostatica (inibicdo da proliferacdo), enquanto os valores

negativos a atividade citocida (morte celular).
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Figura 19: Porcentagem de crescimento de células de cancer humano apds 48h na

presenca de diferentes concentracdes dos derivados 10e (1), 21e (ll) e 24c (llI).
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Através dos graficos obtidos, foi possivel calcular o valor de Glsy (Growth
Inhibition 50) para cada derivado. O valor de Glsy expressa a concentracao
necessaria para inibir em 50% do crescimento (proliferacdo) celular. O Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) em seu programa de triagem de
drogas anticancer considera um composto com forte atividade antitumoral se o
mesmo apresentar valores de Glso < a 4,0 yg/mL. Ja moléculas que apresentam

valores de Glso = 250 pg/mL s&o consideras inativas*®!.

Avaliando os resultados (Tabela 4), observamos que a maioria dos derivados
apresentaram uma significativa atividade antiproliferativa. A excecédo fica para os
cinco derivados 10b, 21a, 21c, 21f e 24d, que se apresentaram inativos frente a
todas as linhagens de células tumorais testadas. O derivado peptoide arilidénico 10e
foi o que demonstrou maior atividade para todos os tipos de células, merecendo
destaque para as células tumorais de rim e prostata com Glso = 3,7 ug/mL, e para o

tumor de ovario com Glsg = 4,8 ug/mL.

No geral, os derivados peptoéides arilidénicos (10a-f e 21a-f) demonstraram

boa atividade para a maioria das células tumorais. Dentre eles, devemos destacar os
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compostos que foram seletivos para algumas linhagens de células, como o derivado
10a, seletivo para tumor de prostata (Glso = 7,2 pg/mL), o 21e seletivo para rim (Glsg
= 6,7 ug/mL), além dos derivados 10f e 21b que foram seletivos para tumor de

ovario com valores de Glso = 11,4 e 10,5 pyg/mL respectivamente.

Para a série dos derivados peptoides amidicos (24a-e), o composto 24c foi o
que apresentou melhor atividade antiproliferativa frente a células tumorais de ovério
resistente com Glsp = 5,8 yg/mL. Ja os derivados 24a e 24e tiveram uma boa

seletividade para o tumor de ovario com Glsg = 9,2 e 7,1 ug/mL respectivamente.

Figura 20: Derivados sintetizados que apresentaram atividade antiproliferativa.
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Dentre os derivados peptoides arilidénicos, podemos observar que os
compostos ndo metilados (10a-f) tiveram uma melhor atividade antiproliferativa do

que seus analogos N-metilados (21a-f).

Ao analisarmos 0s substituintes entre as séries, observamos que os derivados
10d, 10e, 21d e 21e, que contem grupos retiradores de densidade eletrénica por

efeito indutivo (-Cl, -F), foram os que apresentaram melhor atividade. Dentre eles,
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destaca-se o derivado ndo metilado 10e, substituido com cloro na posi¢cdo orto,
sendo o Unico que apresentou valores de Glsp < 25 uyg/mL frente a todas as
linhagens de células. J4 os derivados contendo o grupo nitro na posicao orto,

mostraram-se bem menos ativos quando comparados aos outros grupos.

Para os derivados contendo o grupo metoxi na posi¢cédo para, 0 Unico que se
destacou foi o 21b, com valor de Glsp = 10,5 pg/mL para a linhagem tumoral de
ovario resistente. Seu analogo ndo metilado (10b) se mostrou inativo para todas as
linhagens de células. Quando comparados aos padrdes (10a e 21a), observamos
gue com a insercdo do grupo métoxi, houve uma melhora no valor de atividade para

o derivado N-metilado, ja para o analogo ndo metilado o resultado foi o oposto.

Para os compostos contendo o anel tiofeno, o derivado 10f foi o Unico que se
mostrou ativo, frente a todas as linhagens de células testadas. O correspondente na

série dos N-metilados, se mostrou totalmente inativo.

J4 para os derivados peptoide amidicos, podemos observar uma boa
seletividade dos derivados 24a, 24c e 24e frente a células tumorais de ovario
resistente (NCI-ADR/RES).

No geral, os derivados testados ndo se mostraram téxicos frente as célula
normais (HaCat), com excecao para os derivados 10a e 10d que apresentaram
valores de Glsp= 11,4 e 13,9 pg/mL respectivamente. Valores esses, muito proximos

aos valores das demais linhagens de células testadas.
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Tabela 4: Glsg (ug/mL) dos derivados peptoides preparados frente a células tumorais.

Células  gLiIoMA  MAMA OVARIOS RES. RIM PULMAO  PROSTATA  COLON  LEUCEMIA ﬁgLRLKAL/ﬁg

Compostod (U251)  (MCF-7)  (NCI-ADR/RES)  (786-0)  (NCI-H460) (PC-3) (HT-29) (K-562) (HacaT)
10a 26,5 24,3 25,9 27,1 65,3 7,2 49,7 23,7 11,4
10b >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
10c 43,67 68,12 25,97 66,18 63,21 27,63 >100 79,43 51,20
10d 36,7 24,5 18,1 26,3 46,8 13,2 34,6 45,6 13,9
10e 7,0 13,0 4,8 3,7 25,0 3,7 13,5 9,4 20,4
10f 19,3 30,1 11,4 29,2 27,9 12,2 35,1 67,9 22,6
2la 238,5 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
21b 27,8 247 10,5 38,6 27,0 21,7 26,3 40,1 25,7
21c >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
21d 25,8 23,9 14,5 26,8 26,0 25,0 32,9 19,7 23,7
2le 17,5 12,7 21,2 6,7 15,9 >250 >250 >250 43,6
21f 250 >250 >250 250 >250 >250 >250 >250 >250
24a 36,7 32,4 9,2 68,6 74,1 26,7 27,3 >250 61,9
24b 28,1 19,1 117,1 75,8 48,7 31,6 113,7 >250 40,9
24c >250 118,4 5,8 >250 >250 66,4 30,7 >250 170,7
24d >250 250 >250 >250 >250 250 >250 >250 250
24e 64,0 43,0 7,1 >250 157,6 64,0 26,3 >250 110,0

Doxorrubicina 0,18 <0,025 3,21 0,073 <0,025 0,10 0,18 0,10 0,048




Tabela 5: Tabela com valores de Glso (ug/mL) dos derivados peptéides e dos derivados bezimidazdlicos?® correspondentes.

Células  gLiIoMA  MAMA OVARIOS RES. RIM PULMAO  PROSTATA  COLON  LEUCEMIA ﬁg"RLKAL/ﬁg
Compostos (U251)  (MCF-7)  (NCI-ADR/IRES)  (786-0)  (NCI-H460) (PC-3) (HT-29) (K-562) (HacaT)

10e 7,0 13,0 4,8 3,7 25,1 3,7 13,5 9,4 20,4
C1 3,2 2,7 3,0 2,6 4,0 2,9 3,2 2,8 4,6

21a 238,5 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
c2 27,8 31,2 26,5 >250 >250 10,7 >250 0,2 >250
C3 114,2 250 250 198,5 78,8 28,0 39,8 26,6 38,0
21b 27,8 24,7 10,5 38,6 27,0 21,7 26,3 40,1 25,7
c4 17,6 28,5 24,7 >250 >250 9,7 >250 0,3 >250
Cc5 >250 223,0 24,8 190,7 67,5 62,6 2491 18,5 25,7
21e 17,5 12,7 21,2 6,7 15,9 >250 >250 >250 43,6
C6 2,7 0,6 2,4 5,0 3,1 2,5 2,7 0,1 2,9

c7 14,8 58,2 22,0 4,7 14,6 22,0 240,5 34,2 22,1
21d 25,8 23,9 14,5 26,8 26,0 25,0 32,9 19,7 23,7
c8 7,4 26,2 6,0 >250 >250 3,1 26,9 2,4 34,3
c9 >250 190,7 >250 32,9 26,3 8,0 35,7 21,3 26,7
24c >250 118,4 58 >250 >250 66,4 30,7 >250 170,7
C10 71,9 108,1 107,7 53,3 66,8 18,4 250 3.4 109,6
24e 64,0 43,0 7,1 >250 157,6 64,0 26,3 >250 110,0

C11 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250



Quadro A-1: Derivados benzimidazolicos utilizados para comparacao dos resultados Glso da Tabela 5.

Cl) C2) C3) C4)
Cl HN=-N HN-N HN=N OCH;
HN=N 1O o HO
KO N N B
i L Lo Nf
p N N
N \
C5) C6) C7) C8)
HN-N OCH, Cl Cl HN-N F
o) HN—N\\/O HN—N\\/@ HO
o 0 N Ape
N /
| I ! N
N N\
C9) C10) (j C11)
N
HN’<
0
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4. CONCLUSOES

A realizacéo deste trabalho permitiu avangos na sintese de uma nova série de
derivados peptoides benzimidazolicos, dando assim continuidade a pesquisa ja
realizada pelo nosso grupo. Ao total foram sintetizados 26 compostos inéditos

contendo o nlcleo benzimidazol.

A metodologia empregada na sintese dos derivados peptoides arilidénicos,
tanto N-medilados quanto ndo metilados, se mostrou simples e bastante eficiente,
fornecendo produtos com bons rendimentos (63-94%). No caso dos derivados
amidicos, ndo obtivemos sucesso na sintese dos compostos ndo metilados devido a
baixa solubilidade do precursor no meio reacional. J& os derivados N-metilados
puderam ser facilmente preparados através de uma metodologia livre de solventes e

com rendimentos satisfatorios (63-74%).

Dentre os compostos que apresentaram uma boa atividade antiproliferativa,
podemos destacar o derivado peptdide arilidénico 10e, o qual apresentou atividade
frente a todas as linhagens de células testadas, principalmente para células tumorais
de rim (786-0) e préstata (PC-3) com Glsg = 3,7 pyg/mL. Ja para os derivados
peptdide amidicos, vale destacar o composto 24c, que apresentou um valor de Glsg
= 5,8 yg/mL para o tumor de ovario (NCI-ADR/RES). Os demais compostos tiveram
uma atividade moderada, porém foram seletivos para varias linhagens de células.
Os derivados peptdides ndo metilados apresentaram, em geral, melhor atividade do

gue os N-metilados.

Ao compararmos o0s derivados peptdides sintetizados e o0s analogos
derivados benzimidazolicos preparados anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa, observamos que o0s Ultimos apresentaram uma maior atividade
antiproliferativa. A insercdo da glicina a molécula ndo resultou em uma expressiva
melhora das atividades. Porém, moléculas contendo o nucleo benzimidazol
apresentam um grande potencial na busca de novos farmacos, podendo ser

amplamente explorado pela comunidade cientifica.
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5.  PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Instrumentagéo

Os espectros de RMN 'H e **C foram obtidos em um espectrémetro VARIAN
modelo Mercury Plus 300, operando a 300,0 MHz para ‘H e 75,5 MHz para *C
tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos

sao indicados em ppm e o solventes utilizados foram DMSO-dg e CDCls.

Os espectros na regiao do IV foram registrados em um espectrofotometro
PerkinElmer, modelo Spectrum Two, em pastilhas de KBr, na regidao de 400 a 4000
cm™. Utilizou-se a absorcdo em 1601 cm™ de um filme de poliestireno como

referéncia.

Os pontos de fuséo foram determinados em um aparelho da Biichi modelo M-

560 e ndo estao corrigidos.

As reacfes sob micro-ondas foram realizadas em um micro-ondas laboratorial

da marca CEM modelo Discovery-SP W/Activent.
5.2. Materiais

As cromatografias em camada delgada foram realizadas com placas de silica
gel (Kieselgel 60F 254-Merck), com observacéo feita sob luz ultravioleta (254 nm).

Na sintese dos compostos foram utilizados os seguintes reagentes: hidrazina
hidratada (Aldrich, 51%), hidrocloreto de glicinato de metila (Aldrich, 99%),
benzaldeido ( Aldrich, 98%), p-anisaldeido (Aldrich, 98%), o-clorobenzaldeido
(Aldrich, 98%), o-nitrobenzaldeido (Aldrich 98%), p-fliorobenzaldeido (Aldrich 98%),
2-tiofeno carboxaldeido (Aldrich 98%), benzilamina (Aldrich, 99%), n-butilamina
(Aldrich, 99%), pirrolidina (Aldrich, 99%), morfolina (Aldrich, 99%), isopropilamina
(Aldrich, 99%), DBU (Aldrich), 4-metil-2-nitroanilina (Aldrich), 2-nitroanilina (Aldrich,
99%), brometo de tetrabutilamdnio (Aldrich, 99%) e acido sulfdrico concentrado
(Panreac, 96%).
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5.3. Derivados benzimidazélicos.

5.3.1. Procedimento para a sintese do &cido 2-(1H-benzimidazol-2-

ilbenzdico (3).

NH2 HO
(Etanol
NH2 Refluxo @[

A uma solucéo de 1,2-fenilenodiamina (1) (5,00 g; 46,30 mmol) em etanol (50

Reacao:

mL) adicionou-se anidrido ftalico (2) (6,80 g; 46,30 mmol). A mistura foi aquecida sob

refluxo por 24 horas, depois foi resfriada, e o precipitado formado foi filtrado, lavado

com etanol gelado e seco, apresentando-se como um sdlido branco (3) (homogéneo

em analise de CCD).

Rendimento: 53%. pf: >250°C.

5.3.2. Procedimento para a sintese do benzo-4,5-imidazo[2,1-a]isoindol-
11-ona (4).

Reacéo:

(0]
H (0]
(ACZO) N
Reﬂuxo ©: V
N
3 4

Uma suspensdo de acido 2-(1H-benzimidazol-2-il)benzéico (3) (2,50 g; 10,50

mmol) em anidrido acético (25 mL) foi aquecida a 110 °C por 3 horas (o material

solubiliza a 110 °C). A solucao foi resfriada e vertida em agua gelada (300 mL). O

precipitado formado foi filtrado, lavado com agua gelada (40 mL) e seco, fornecendo

um solido amarelo, o qual se apresentou homogéneo em analise de CCD.

Rendimento: 83%. pf: 205,0-207,5°C
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5.3.3. Procedimento para a sintese do 2-(2-(1H-benzimidazol-2-

ilbenzamida)acetato de metila (6).

Reacao:
0
4>—0Me
o) HN
o] e
N + )J\/NHZ.HCI _ BN o N
N/ MeO (CH,Cly), t.a. N/

4 5 6

A uma solucdo da benzo-4,5-imidazo[2,1-a]isoindol-11-ona (4) (7,00 g; 31,8
mmol) em diclorometano (80 mL) adicionou-se hidrocloreto de glicinato de metila (5)
(7,98 g; 63,6 mmol) e trietilamina (8,85 mL; 63,6 mmol). A mistura foi deixada sob
agitacdo a temperatura ambiente por 22 horas (acompanhada via CCD). O
precipitado formado foi filtrado, lavado com diclorometano (30 mL) e agua gelada (50
mL). ApGOs seco, o produto (6) apresentou-se como um sélido branco e homogéneo
em analise de CCD (Acet/Hex 60:40).

Rendimento: 74%. pf: 225,0-225,7°C.

5.3.4. Procedimento para a sintese do 2’-(1H-benzimidazol-2-il)-N-(2-

hidrazinil-2-oxoetil)benzamida (8).

Reacéo:
o) o)
4>—0Me 4>—NHNH2
HN HN
o o]
H H
N N
MeOH
(L)« v 2 (I
N Refluxo N
6 7 8

A uma suspenséao de 2-(2-(1H-benzimidazol-2-il)benzamida)acetato de metila
(6) (5,00 g; 16,2 mmol) em metanol (40mL) adicionou-se hidrazina monohidratada

(7) (1,59 mL; 32,4 mmol). A mistura foi deixada sob agitacdo e refluxo por 4 horas;
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apos resfriar o produto foi filtrado e lavado com &gua gelada (40 mL) e seco,
fornecendo um sélido branco, o qual se apresentou homogéneo em analise de CCD
(AcOEt. 100%).

Rendimento: 92%. pf: >250°C.

5.3.5. Procedimento para a sintese dos derivados peptéides arilidénicos
(10a-f).

Reacéo:
O,
__;>>_‘N@ NH Ar
HN NH, HN \N_—s

o o
H,SO04cat ), (EtOH)
MW, 78°C Y/
N

ZT

Z\ ZT
I

>:O
z

8 9 10a-f
NO,
Ar: Q) \© b) \©\ C)\©
OCH;
d) e) f) s
\Q D W
F Cl

A uma solucéo de 2’-(1H-benzimidazol-2-il)-N-(2-hidrazinil-2-
oxoetil)benzamida (8) (200 mg; 0,647 mmol) e o aldeido apropriado (9a-f) (1,1
equivalentes) em EtOH (4 mL) adicionou-se uma gota de H,SO, concentrado. A
mistura foi colocada em micro-ondas (100W a 78°C) com tempo médio de 1 minuto
de duracdo. ApoOs observar-se 0 consumo total da hidrazida via CCD (fase movel
AcOEt), a solucédo foi vertida em agua gelada (30 mL), basificada com um solugéo
de Na,CO3; 10% até pH 10 e deixada em repouso por uma noite na geladeira. O
precipitado foi filtrado, lavado com agua gelada, seco e posteriormente lavado com
éter etilico para a remoc¢éo do excesso de aldeido, apresentando-se homogéneo em
analise de CCD (AcOEt. 100%). Os rendimentos variaram entre 70-87%.
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5.3.6. Procedimento para sintese do &cido 2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-
i)benzéico (12)1*°.

Reacao:
R NO, (CH3)2S04 R NO,
. o
Etapa A: NaOH/ K2CO3 CH
[TBAB 5mol%], THF N
NH, (89%) H
11a 11b
11'a 11'b
OH
o
11b 1. Hy [Pd/C], EtOH R N
Etapa B: . > A\
11'b 2. Anidrido ftalico (2)
EtOH N
(55% para as 2 etapas) \
12 (R=-CHj,)
12' (R =-H)

Etapa A: a uma solucdo de THF (100 mL) e 4-metil-2-nitroanilina (11a) (5,00
g, 36,2 mmol) foi adicioando NaOH (5,8 g, 144,9 mmol ), K,CO3 (4,54 g, 36,2 mmol)
e TBAB (583 mg, 1,6 mmol), deixando sob agitagdo durante 1h. Em seguida foram
adicionado gota a gota 3,26 mL (36,2 mmol) de (CH3),SO4. A solucéo foi deixada
sob forte agitacdo por uma noite. Os sdlidos inorgéanicos foram filtrados e o solvente
foi evaporado sob vacuo. O produto (11b) foi recristalizado em H,O/MeOH,
resultando na formagao de cristais, tipo agulha, de coloracdo vermelha (p.f. = 84,2-
85,0°C — Lit.5% 84-85°C).

Etapa B: uma mistura de 4,N-dimetil-2-nitroanilina (11b) (4,00 g; 24,07 mmol),
10% Pd/C (200 mg) em EtOH (50 mL) foi colocada sob uma atmosfera de H; (40 psi)
por 2 h (a mistura inicialmente vermelha tornou-se incolor). O catalisador foi filtrado
em uma cama de celite e 0 solvente removido sob vacuo. O Oleo resultante
inicialmente incolor tornou-se, em contato com o ar, rapidamente escuro. O material
foi redissolvido em EtOH (40 mL), e & solucéo adicionou-se anidrido ftalico (2) (3,56
g; 24,07 mmol). A mistura foi, entéo, refluxada por 24 horas. O sélido formado foi
filtrado, lavado com EtOH gelado e seco ao ar, para fornecer o produto (12) como
um solido branco.

Através da mesma rota sintética, foi preparado o acido 2’-(N-dimetil-
benzimidazol-2-il)benzoico (12’). Rendimento total: 55% pf: >240°C
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5.3.7. Procedimento para sintese 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina
(14)1%1,
Reacéo:

Cl N Cl MeO N OMe

ﬁl/ S NaHCO; H,0, 35° C i
N_ __N > N___N
Yh o e Y

Cl Cl

13 14

A uma mistura de MeOH (13,5 mL), &gua (1,32 mL) e NaHCO3 (81,34 mmol;
6,83g) mantida a 10°C, foi adicionado cloreto cianarico (13) (5,0 g; 27,11 mmol). A
reacao foi deixada sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente. Agua (75 mL)
foi adicionada e a reacédo foi agitada por mais 30 minutos. O produto foi filtrado,
lavado com agua e seco, fornecendo um sélido branco.

Rendimento: 56%. pf: 75-76°C. (Lit.*?: 75-76°C)

5.3.8. Procedimento para sintese do cloreto de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-
triazina-2-il)-4-metilmorfolina (16).
Reacéao:

| MeO N OMe

\T/ A N t.a. \ﬂ/ \&
Nl N + [ j —_— Y
\f (THF) ® e\~

MeO N OMe

Cl N

- (]

14 15

A uma solucao de 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (14) (2,5 g; 14,24 mmol)
em tetrahidrofurano seco (40 mL) adicionou-se N-metilmorfolina (15) (1,42 mL; 14,24
mmol), resultando na formacdo de um precipitado branco. A reacédo foi deixada sob
agitacao a temperatura ambiente por 30 minutos, o precipitado foi filtrado fornecendo
o produto como um sélido branco.

Rendimento: 85%. pf:116-117°C. (Lit.*?: 116-117°C)

49



5.3.9. Procedimento para a sintese do 2-(2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-
ilbenzamida)acetato de metila (17) e do 2-(2-(N-dimetil-
benzimidazol-2-il)benzamida)acetato de metila (18).

Reacéo:

OH
o

R N o)
EtsN; t.a.
N * )k/NHZ HCl + DMTMM ———"= »
N MeO T (MeOH)

12 (R=-CH,) S 17 (R =-CH,)
12' (R =-H) 18 (R =-H)

A uma solucdo de acido 2’-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)benzéico (16) (200
mg, 0,746 mmol) em MeOH (5 ml) foram adicionados hidrocloreto de glicinato de
metila (5) (103,1 mg; 0,821 mmol), trietilamina (114,3 pL, 0,821 mmol) e finalmente o
cloreto de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina-2-il)-4-metilmorfolina (14) (227,1 mg, 0,746
mmol). A mistura foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por 30 minutos; o
solvente foi removido sob vacuo e o 6leo de coloracdo avermelhada foi dissolvido
em cloroférmio e lavado com uma solucdo de NaHCO3 10% (4 x 200 ml). O solvente
foi seco sob vacuo e o produto foi purificado por recristalizagdo em agua fervente
com gotas de metanol.

Para a sintese do composto 18, foi utilizado a mesma metodologia partindo do
acido 2’-(N-metil-benzimidazol-2-il)benzoico (12’°).

Rendimento: 62% (17) e 60% (18).

pf: 163,3-163,6°C (17) e 165,0-166,0°C (18).
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5.3.10. Procedimento para a sintese 2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-
hidrazinil-2-oxoetil)benzamida (19) e 2-(N-metil-benzimidazol-2-il)-
N-(2-hidrazinil-2-oxoetil)benzamida (20).

Reacéo:
Q 0
}OMG 4>—NH
HN HN \
o)

(MeOH)
+ NH5-NH, EE——
Reflluxo

=-CHj3)

18 (R——H) 19 (R =-CHy)

20 (R=-H)

A uma suspensao de 2-(2’-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)benzamida)acetato
de metila (17) (100 mg; 0,296 mmol) em MeOH ( 3 mL) foi adicionado hidrazina
hidratada (7) (29,1 pL; 0,593 mmol). A mistura foi deixada sob refluxo por 4 horas; o
solvente foi evaporado sob vacuo e o produto foi lavado com 4gua gelada e seco,
apresentando-se homogéneo em analise de CCD (AcOEt 100%).

Para a sintese do composto 20, foi utilizado a mesma metodologia partindo do
2-(2-(N-metil-benzimidazol-2-il)benzamida)acetato de metila (18).

Rendimento: 66% (19) e 42% (20).

pf: >220°C (19) e 174,8-175,9°C (20)

5.3.11. Procedimento para a sintese dos derivados peptéides arilidénicos
N-metilados (21a-f) e (22a/f).

Reacao:
o) o)
NH NH Ar
\ \
5 HN NH, HN N_gg
o]
R N\ . J\ MW; H,SO, (cat.)
N H Ar (EtOH), 78°C
' 9
19 (R=-CHj) 21a f (R=-CHj)
20 (R=-H) 22alf (R=-H)

BRI SV
3
d) \@\F D f)

ne
Y
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A uma solucdo do composto 19 / 20 (200 mg) e o aldeido apropriado (9a-f)
(1,1 equivalentes) em EtOH (4 mL) adicionou-se uma gota de H,SO,4 concentrado. A
mistura foi colocada em micro-ondas (100W a 78°C) com tempo médio de 1 minuto.
Apéds observar o consumo total da hidrazida via CCD (fase movel AcOEt), a solucéo
foi vertida em &gua gelada (30 mL), basificada com uma solucdo de Na,CO3; 10%
atée pH 10 e deixada em repouso por uma noite na geladeira. O precipitado foi
filtrado, lavado com agua gelada, seco e posteriormente lavado com éter etilico para
a remocédo do excesso de aldeido, o qual se apresentou homogéneo em analise de
CCD. Os rendimentos variaram entre 75 — 94% (Anexo: Tabela A —1) .

5.3.12. Procedimento para sintese dos derivados peptdides amidicos N-
metilados (24a-e) e (25b/c) .

Reacao: 2 O
OMe
DBU 20 mol%
+ Amina
MW; 150°C
(63 - 74%)
17 (R =-CHj) 24a-e (R=-CH,)
18 (R=-H) 25b/c (R = -H)

e N
AT e (T 9 O

Para a sintese dos derivados 24a-d e 25b/c, foram misturados 5,0
equivalentes da respectiva amina com o precursor 17 / 18 (200 mg) e 0,2
equivalentes de DBU. A mistura foi colocada em micro-ondas (100W a 150°C) em
um tempo médio de 7 minutos. Apds observar o consumo total do éster via CCD
(fase movel AcOEt/MeOH 90:10), o produto foi purificado por uma filtragdo em uma
cama de silica (fase mével AcOEt/MeOH 90:10). Para a sintese do derivado 20e, foi

utilizado um grande excesso (38 equivalentes) da respectiva amina juntamente com
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0 éster (17) e 0,2 equivalentes de DBU. A mistura foi deixada sob agitacdo por 24
horas a temperatura ambiente, pois quando efetuada em micro-ondas, houve a
solidificacdo do produto impedindo o término da reacdo. Os rendimentos variaram
entre 63-76%.

5.4. Ensaios bioldgicos

5.4.1. Atividade antiprioliferativa dos compostos.

A avaliacdo da atividade anticancer foi realizada no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP sob
responsabilidade das professoras Dra. Mary Ann Foglio e Dra. Ana Lucia Tasca Gois

Ruiz.

5.4.2. Linhagens de células utilizadas.

As linhagens de células utilizadas na avaliacdo da atividade anticancer foram
cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos da América (EUA).
Todos os procedimentos foram realizados segundo metodologia descrita por Monks
e col. “ As culturas de células tumorais humanas utilizadas foram: Glioma (U251),
Ovdério resistente (NCI-ADR/RES) (linhagem com fendtipo de resisténcia a multiplas
drogas), Mama (MCF-7), Pulmédo (NCI-H460), Rim (786-0), Leucemia (K-562),
Ovério (OVCAR-03), Codlon (HT29), sendo que todos os tipos de culturas séo
aderidas.

As células sdo mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com
5% de soro fetal bovino inativo (SFB) e penicilina: estreptomicina (meio
PMI/SFB/pen:strep).

5.4.3. Procedimento dos ensaios para a determinacdo da atividade
antiproliferativa dos compostos.

Foram plaqueados 100 pL das células tumorais, nas suas respectivas
densidades de inoculacdo, nos compartimento das placas de 96 compartimentos.
Estas placas foram incubadas por 24 horas, a 37°C em atmosfera de 5% de CO; e

100% de umidade. Para cada linhagem foi utilizado um numero estipulado de
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placas, além da placa T, (placa controle), dependendo da quantidade de células

obtidas na contagem.

5.4.4. Diluicdo das amostras

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) na concentracédo de
0,1 g/mL resultando em solucfes estoques. Estas solucdes foram diluidas 40 vezes
em RPMI/SFB/pen:strep. Foram adicionadas 100 pyL da solu¢do dos compostos nos
compartimento das placas de 96 compartimentos, exceto na TO, nas doses de 0,25;
2,5; 25; 250 mg/mL. Neste mesmo momento foi realizada a fixacdo da placa TO,
determinando-se assim a quantidade de células presentes no momento em que 0s
compostos foram colocados. As demais placas foram incubadas por 48 horas. Ap6s
este periodo, foram realizadas as leituras pelo ensaio do SRB.

5.4.5. Ensaio da Sulforrodamina B (SRB)

As placas de 96 compartimentos foram fixadas com 50 pL de acido
tricloroacético a 50% (TCA) em cada compartimento. Para completar a fixacao
celular, as placas foram incubadas por 1 hora a 4°C. Apds esse tempo, foram
submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua destilada para a remocéao dos
residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundéarios. Estas placas foram
mantidas a temperatura ambiente até a completa secagem. Em seguida, as placas
foram coradas pela adigdo de 50uL/compartimento de SRB a 0,4% (peso/volume),
dissolvido em acido acético a 1%. Estas foram incubadas a 4°C, durante 30 minutos.
Apés esse periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma
solucdo de &cido acético 1%. O residuo da solucao de lavagem foi removido e as
placas foram novamente secas a temperatura ambiente. O corante ligado as
proteinas celulares foi solubilizado com uma solucdo de Trizma Base, na
concentracdo de 10 pL e pH 10,5, por 5 minutos em ultrassom. A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560 nm em um leitor de

microplacas.
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5.4.6. Andlise dos resultados.

Foram calculadas as médias das absorbéancias descontadas de seus
respectivos brancos e através das seguintes formulas foi determinado o crescimento
celular.

Se T>C a substancia estimulou o crescimento.

Se C > T 2Ty, a substancia foi citostatica, Cresc.(%) = 100*[(T-To)/(C-To)].

Se T<Ty a substéancia foi citocida, Cresc.(%) = 100*[(T-To)/(To)];

Onde: T é a média da absorbancia da célula tratada;

C € o controle de célula;

To € o controle das células no dia da adicdo das substancias.

Foram gerados graficos de crescimento (em porcentagem) em funcédo da
concentracdo da amostra testada, para cada uma das linhagens testadas. Uma
concentracdo efetiva denominada Glsp (do inglés growth inhibition, concentracéo
necessaria para inibir 50% do crescimento celular) foi calculada por regressdo nao

linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin, verséo 8.0.
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Tabela A — 1. Rendimento e ponto de fusdo dos compostos sintetizados.

Composto Rendimento (%) Ponto de Fuséao (°C)

4 83 205,0 — 207,5

8 92 >250

10b 73 230,0 — 231,7

10d 82 220,3 - 221,9

10f 87 >240,0

12’ 56 >240,0

18 60 165,0 — 166,0

20 42 174,8 - 175,9

21b 76 221,2 -222,3

21d 75 199,0 - 201,0

21f 85 220,3 -222,1

22f 82 228,5 - 230,6

24b 76 119,0 -119,2

24d 65 (Foan)

25b 71 171,4-171,8



Esquema A — 1: Esquema geral de sinais de RMN (*H e **C) para os compostos sintetizados.
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Esquema A — 2: Esquema geral para nomenclatura dos compostos.
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Acido 2-(1H-benzimidazol-2-ilYbenzoéico (3)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3066-2356; 1644; 733.  'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 7,21-7,24 (m, 2H); 7,71-7,57 (m, 4H);

7,24-7,21 (m, 2H). C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 115,10; 121,99; 129,57: 130,05; 130,11; 130,88; 133,26; 138,94; 151,23;
168,74.

Figura A — 1: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 3.
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Figura A — 2: Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 3.
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Figura A — 3: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-dg) do composto 3.
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Benzo-4-5-imidazol[2,1-alisoindol-11-ona (4)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 1763; 1740; 734. 'H-RMN (300,06 MHz, CDCl3) & (ppm) = 7,28 (td, J = 7,5e 1,5 Hz, 1H); 7,35 (td, J=7,5 e
1,5 Hz); 7,35 (td, J = 7,5 e 1,2 Hz, 1H); 7,65 (td, J = 7,5 e 1,2 Hz, 1H); 7,70 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 7,79 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 7,84 (d, J = 7,5

Hz, 1H); 7,86 (d, J = 7,5 Hz, 1H). BC-RMN (75,46 MHz, CDCls) & (ppm) = 112,91; 121,48; 122,52; 125,29; 126,07, 126,64;
130,01; 131,82; 132,55; 134,94; 135,26; 149,37.

Figura A — 4: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 4.
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Figura A — 5: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, CDCl3) do composto 4.
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Figura A — 6: Espectro de RMN **C (75,46 MHz, CDCls) do composto 4.
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2-(2-(1H-benzimidazo-2-il)benzamida)acetato de metila (6).

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3264; 3004-2879; 1734; 1646; 1218; 747.  'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) 5 (ppm) = 3,65 (s, 3H); 4,00
(d, J = 5,6 Hz, 2H); 7,18-8,00 (m, 8H); 9,07 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 12,31 (s, 1H). **C-RMN (75,46 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 41,30;
51,90; 128,35; 128,53; 128,55; 129,39; 129,60; 129,84; 131,40; 136,03; 136,05; 150,37; 169,38; 170,69.

Figura A — 7: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 6.

1204

=

1004

80+

4>—0Me
501 HN

4

975,86 —

Parcent Transmitance

1006.08 —

70146 —

3264.07
1437.49 —
1300.98 —
JIIUT —

164637
1589.49

174388
1218.05
747 46

3000 2000 1000
Wavenumbers

10



Figura A — 8: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 6.
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Figura A — 9: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-dg) do composto 6
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2-(1H-benzimidazo-2-il)-N-(2-hidrazinil-2-oxoetil)benzamida (8)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3223; 3199; 1653; 747. *H-RMN (300,06 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 3,91 (d, J = 5,9 Hz, 2H); 4,49 (s, 2H);

7,21-8,32 (m, 8H); 9,02 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 9,89 (s, 1H); 12,95 (s, 1H).  °*C-RMN (75,46 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 41,82; 127,28;
128,13; 129,02; 129,54; 129,57; 136,76; 150,10; 169,05; 169,41.

Figura A — 10: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 8.
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Figura A — 11: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 8.
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Figura A — 12: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 8.
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(E, 2)-2-(1H-benzimidazol-2-il)-N-(2-(2-benzilidenoidrazinil)-2-oxoetil)benzamida (10a)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3129; 1696; 1649; 749.
8,26 (m, 13H); 8,10 e 8,35 (s, 1H); 9,14-9,21 (m, 1H); 11,85 (s, 1H)

122,24; 127,02; 127,17; 127,69; 127,87; 128,10; 128,25; 128,91; 129,61; 129,83; 129,91, 130,03; 130,17; 130,27; 131,38; 133,91,
134,16; 135,97; 136,23; 144,74, 147,98; 149,90, 150,27; 166,42; 169,44, 169,74; 171,55.

Figura A — 13: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 10a.
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Figura A — 14: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 10a.
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Figura A — 15: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 10a.
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(E, 2)-2-(1H-benzimidazo-2-il)-N-(2-(2-(4-metdxi-benzilideno)idrazinil)oxoetil)benzamida (10b)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 1689; 1644; 1316; 745. *H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) d (ppm) = 3,67 e ,381 (2s, 3H); 4,03 e 4,07 (2d, J
= 5,8 Hz, 1H); 7,01-8,26 (m, 12H); 8,03 e 8,28 (2s, 1H); 9,12 € 9,16 (2t, J = 5,8 Hz, 1H); 11,70 e 11,71 (2s, 1H). °C-RMN (75,46 MHz,
DMSO-dg) & (ppm) = 41,54; 42,57; 55,80; 114,83; 126,94; 127,12; 128,19; 128,47; 128,64; 129,09; 129,23; 129,98; 130,29; 131,88;
136,40; 145,13; 150,29; 151,73; 170,24; 171,78.

Figura A — 16: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 10b.

2004

100+

=
[re]
[
]
=]

Fercent Transmitance
1171.50 —

1286.00 —
74500 —

-1004

4DDD 3000 00D

Wawvenumbers 1000

19



Figura A — 17: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 10b.
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Figura A — 18: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 10b.
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(E, 2)-2-(1H-benzimidazol-2-il)-N-(2-(2-(2-nitro-benzilideno)idrazinilloxoetilbenzamida (10c)
IV (filme de KBr, v, cm™) = 1690; 1647; 1560; 1344; 747.

'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 4,06 e 4,47 (2d, J = 5,6 Hz, 2H);
7,21-8,22 (m,12H); 8,44 e 8,71 (2s, 1H); 9,12-9,18 (m, 1H); 12,10 e 12,12 (2s, 1H).  *C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 41,17;

42,28; 122,33; 127,03; 127,74, 128,16; 129,69, 129,91, 130,02; 131,20; 131,39; 131,61; 133,12; 135,99; 136,19; 140,72; 143,72; 149,98;
150,30; 166,64, 169,42; 169,68; 171,66.

Figura A — 19: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 10c.
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Figura A — 20: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 10c.
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Figura A — 21: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 10c.
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(E, 2)-2-(1H-benzimidazol-2-il)-N-(2-(2-(4-fluor-benzilideno)idrazinilloxoetil)lbenzamida (10d)
IV (filme de KBr, v, cm™) = 1691; 1648; 1400; 1301; 754.

'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 4,03 e 4,47 (2d, J = 5,9 Hz, 2H);
7,24-8,20 (m, 12H); 8,06 e 8,31 (2s, 1H); 9,16-9,19 (m, 1H); 11,81 (s, 1H). BC-RMN (75,46 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 41,13;

42,17, 115,83, 116,12; 123,15; 126,54, 128,23, 129,17; 129,28; 130,18; 130,34, 130,56; 131,14; 131,34, 132,08; 135,93; 143,47, 146,70;
148,91, 161,50; 164,78; 166,24, 168,81; 168,95; 170,31, 171,26; 172,84.

Figura A — 22: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 10d.
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Figura A — 23: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 10d.

T T T (|
450 425 4,00

Chemical Shift (ppm)

J\Q 4 WV / LA
[

0.03 0.03 001002002 036 004 002
O L oM e b

120 115 110 105 100 9.5 9.0 85 8.0 75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
Chemical Shift (ppm)

26




Figura A — 24: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 10d.
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(E, 2)-2-(1H-benzimidazo-2-il)-N-(2-(2-(2-cloro-benzilideno)idrazinil)2-oxoetil)benzamida (10e)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 1700; 1647; 743. 'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 4,04 e 4,49 (2d, J = 5,9 Hz, 2H); 7,18-8,20
(m,12H); 8,45 e 8,74 (2s, 1H); 9,10-9,16 (m, 1H); 11,96 e 12, 02 (2s, 1H). 13C-.RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 41,17;

42,28; 122,33; 127,03; 127,74, 128,16; 129,69; 129,91, 130,01, 131,20; 131,39, 131,61; 131,75; 133,12; 135,99; 136,19; 140,72; 143,72,
149,98; 150,30; 166,64; 169,42; 169,68; 171,66.

Figura A — 25: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 10e.
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Figura A — 26: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 10e.
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Figura A — 27: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 10e.
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(E, 2)-2-(1H-benzimidazol-2-il)-N-(2-o0x0-2-(2-(tiofeno-2-ilmetileno)idrazinil)etillbenzamida (10f)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 1660; 1300; 753. 'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-ds) 3 (ppm) = 3,99 e 4,35 (2s, J = 5,6 Hz, 2H); 7,11-8,13

(m, 11H); 8,22 e 8,55 (2s, 1H); 9,16 € 9,22 (2t, J = 5,6 Hz, 1H); 11,68 e 11,71 (2s, 1H). BC-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & =

40,89; 42,20; 114,83; 123,78; 123,91, 125,91; 125,53; 127,95; 128,02; 128,33, 128,73; 129,73; 129,11, 130,43; 130,66; 130,85; 130,97,
131,21, 135,61; 135,86; 135,92; 138,61; 138,97; 139,55.142,92; 149,83, 150,17; 165,93, 168,24, 170,50.

Figura A — 28: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 10f.
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Figura A — 29: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 10f.
7
6
5
4
rrrrrrp T T T T T T T T T T T TN
900 875 850 825 425 400
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
/
f /
“ /// ) /}//“ /}
S R
0.04 002003 002 0.03 006 0.37 0.180.06 006 004
H Fo HooH e 1 HoooH
HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘\H\UH\‘HHUH\‘\\HU\H‘\\H\HH‘HH\HH‘HH\HH‘\\H\HH‘HHUH\‘H\\\HH‘\\H\HH‘\\HUH\‘\H\\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HHUH\‘\H\\H\\‘H\\\HH‘HHU\H‘HH\HH‘\H\\HH‘HH\HH
115 110 105 200 95 90 85 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 O
Chemical Shift (ppm)
32




Figura A — 30: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 10f.
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Acido 2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-ilbenzdico (12)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3069; 2426; 1695; 1314. 'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm) = 2,44 (s, 3H); 3,53 (s, 3H); 7,11-8,03

(m, 7H). 3C-RMN (75,46 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 21,68; 30,91; 110,24; 119,08; 123,89; 130,39; 131,90; 132,23; 132,89; 134,22;
167,93.

Figura A — 31: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 12.
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Figura A — 32: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 12.
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Figura A — 33: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 12.
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Acido 2-(1-metil-benzimidazol-2-i)benzo6ico (12’)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3079; 2423; 1695. '*H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) 5 (ppm) = 3,56 (s, 3H); 7,23-8,04 (m, 8H). *C-RMN
(75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 30,90; 110,70; 119,29; 122,05; 122,58 130,43; 130,49; 131,31; 131,94; 132,32; 132,84; 136,01;
142,86; 153,67; 167,89.

Figura A — 34: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 12’
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Figura A — 35: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 12”.
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Figura A — 36: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 712”.
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2-(2’-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-ilbenzamida)acetato de metila(17)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3180; 3018-2940; 1753; 1644; 1202; 789.  'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 2,43 (s, 3H); 3,54
(s, 3H): 3,57 (s, 3H); 3,87 (d, J = 5,9 Hz, 2H); 7,08-7,79 (m, 7H); 8,96 (t, J = 5,7 Hz, 1H).

13C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) 5 (ppm) =
21,13; 30,52; 41,07; 51,71; 109,74; 118,63; 123,30; 128,00; 129,62; 129,75; 130,40; 131,51; 133,92; 136,19; 142,88; 152,90; 167,63;
170,12.

Figura A — 37: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 17.

100+

1002.00

50

Percent Transmttance

3180.00

2940.50 —
725.00 —

3018.50 —

75000 —

154450 —

149450 —

143050 —

132650 —
1170.50

1384.00 —

789.50

175350 —
1644.00 —
1202.50

4000 3000

2000

Wavenumbers 1000

40



Figura A — 38: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 17.
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Figura A — 39: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 17.
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2-(2-(1-metil-benzimidazol-2-i)benzamida)acetato de metila(18)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3246, 2945, 1752, 1653, 762.  *H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 3,56 (s, 3H); 3,57 (s, 3H); 3,88
(d, J = 5,9 Hz, 2H); 7,20-7,82 (m, 8H); 8,98 (t, J = 5,7 Hz, 1H).  *C-RMN (75,46 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 30,97; 41,55; 52,19;

110,70; 121,99; 122,49; 128,45; 130,12; 130,25; 131,01; 132,04, 136,71; 136,55; 142,95; 153,55; 168,05, 170,60.

Figura A — 40: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 18.

678¢—

Wavenumber (cm-1)

Céj |
~ND
o

J &

[N o g

~ 'Y

H 62

S
A8 E 8 8 —
o
T ‘ T T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T T ‘ T T T T T T T T T ‘ T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

43



Figura A — 41: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 18.
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Figura A — 42: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 18.
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2-(1.5-dimetil-1H-benzimidazol-2-il)-N-(2-hidrazinil-2-oxoetil)benzamida (19)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3301; 3275; 1668; 792. H-RMN (300,06 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm) = 2,43 (1s 3H); 3,67 (s, 3H); 3,75 (d, J

= 5,9 Hz, 2H); 4,30 (1s largo, 2H); 7,10-7,73 (m, 7H); 8,85 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 9,25 (1s, 1H). **C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) =

21,34; 31,15; 41,59; 109,88; 119,21; 123,72; 128,00; 128,61; 129,61; 129,91, 130,74, 130, 94; 134,01; 137,01, 137,54; 142,74, 152,49;
168,11, 168,46.

Figura A — 43: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 19.
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Figura A — 44: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 19.
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Figura A — 45: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 19.
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2-(1-metil-1H-benzimidazol-2-il)-N-(2-hidrazinil-2-oxoetil)benzamida (20)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3265; 1669; 792. 'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 3,70 (s, 3H); 3,76 (d, J = 5,9 Hz, 2H): 4,29 (s
largo, 2H); 7,22-7,91 (m, 8H); 8,87 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 9,24 (1s, 1H). 13C-.RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 31,52; 42,00;
119,85; 122,16; 122,78; 128,42; 129,00; 130,14; 130,42; 131,43; 136,22; 137,84; 142,83; 152,10; 168,52; 168,87.

Figura A — 46: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 20.
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Figura A — 47: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 20.
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Figura A — 48: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 20.
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(E, 2)-2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(2-benzilidenoidrazinil)-2-oxoetil)-benzamida (21a)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3216; 1702; 1642; 766. *H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm) = 2,36 e 2,43 (2s, 3H); 3,56 e 3,59 (2s,

3H); 3,84 e 4,25 (2d, J = 5,6 Hz, 2H); 7,06-7,91 (m,12H); 7,95 e 8,20 (2s, 1H); 8,73 e 8,92 (2t, J = 5,7 Hz, 1H); 11,40 e 11,47 (2s, 1H).
13C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 21,18; 21,25; 30,58; 30,72; 40,67; 41,93; 109,73; 109,81; 118,62; 123,25; 123,34; 126,77;
127,04; 128,13; 128,38; 128,79; 128,94; 129,50; 129,58; 129,73; 129,83; 130,05; 130,28; 130,36; 130,43; 131,33; 131,50; 133,91;
134,01; 134,18; 136,60, 142,83; 143,37; 146,96; 152,91; 153,06; 165,34; 167,50, 167,76; 170,05.

Figura A — 49: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 21a.
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Figura A — 50: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 21a.
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Figura A — 51: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 21a.
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(E, 2)-2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(2-(4-metbxi-benzilideno)idrazinil)2-oxoteil)benzamida (21b)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3216; 1702; 1642; 1265; 766. *H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) 3 (ppm) = 2,35 e 2,41 (2s, 3H); 3,55 e

33,76 (2s, 3H); 3,57 e 3,78 (2s, 3H); 3,81 e 4,23 (2d, J = 5,6 Hz, 2H) 6,92-7,86 (m, 11H); 7,86 e 8,12 (2s, 1H); 8,69 e 8,89 (2t, J = 5,7 Hz,
1H); 11,25 e 1,33 (2s, 1H). 3C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 21,19; 21,25; 30,58; 30,72; 40,65; 55,26; 55,30; 109,71;
109,80; 114,26; 118,63; 123,24; 123,34; 126,62; 126,71; 128,13; 128,35; 128,64; 128,50; 129,58; 128,75; 130,27; 130,34; 130,42;
131,50; 133,92; 136,55; 136,66; 142,80; 142,88; 143,25; 146,91; 152,91; 153,08; 160,59; 160,80; 165,07; 167,48; 167,75; 169,80.

Figura A — 52: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 21b.
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Figura A — 53: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 21b.
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Figura A — 54: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 21b.
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(E, 2)-2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(2-(2-nitro-benzilideno)idrazinil)2-oxoteillbenzamida (21c)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3161; 1717; 1640; 1520; 771. *H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) d (ppm) = 2,36 e 2,41 (2s, 3H); 3,55 e 3,56

(2s, 3H): 3,85 e 4,24 (2d, J = 5,9 Hz, 2H): 7,04-8,07 (m, 11H): 8,30 e 8,56 (2s, 1H); 8,75 e 8,92 (2t, J = 5,7 Hz, 1H); 11,74 e 11,76 (2s,
1H). 3C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 21,20; 21,23; 30,,57; 30,67; 40,64; 41,91; 109,71; 118,63; 123,23; 124,49; 124,71;
128,10; 128,24; 128,73; 129,58; 129,77; 130,29; 130,34; 130,41; 131,50; 133,53; 133,78; 133,91; 136,49; 138,82; 142,27; 142,87;
147,93; 148,09; 153,06; 166,75; 167,55; 167,73; 170,26; 170,37.

Figura A — 55: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 21c.
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Figura A — 56: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 21c.
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Figura A — 57: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 21c.
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(E, 2)-2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-i)-N-(2-(2-(4-fluor-benzilideno)idrazinil)2-oxoteil)benzamida (21d)
IV (filme de KBr, v, cm™) = 3218; 1713; 1653; 1516; 1393; 772.

'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 2,35 e 2,42 (2s, 3H); 3,56
e 3,58 (2s, 3H); 3,83 e 4,25 (2d, J = 5,6 Hz, 2H); 7,07-7,88 (m, 11H); 7,92 e 8,17 (2s, 1H): 8,76 € 8,93 (2t, J = 5,7 Hz, 1H); 11,41 e 11,45

(2s, 1H).  C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 21,23; 21,29; 30,70; 30,80; 40,75; 41,98; 109,99; 115,76; 116,04; 116,10;
118,35; 123,61; 128,19; 128,97; 129,08; 129,24: 129,29: 129,36; 129,89; 130,48; 130,68; 130,72; 130,84: 130,87; 131,43; 131,59;
133,74; 133,80; 136,48; 136,55; 142,36; 145,93; 152,99; 161,35; 164,63; 165,44; 167,49; 167,77.

Figura A — 58: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 21d.
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Figura A — 59: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 21d.
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Figura A — 60: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 21d.
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(E, 2)-2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(2-(2-cloro-benzilideno)idrazinil)2-oxoteil)benzamida (21e)
IV (filme de KBr, v, cm™) = 3222: 1696; 1645; 793.

'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 2,36 e ,242 (2s, 3H); 3,56 e 3,58 (2s,
3H); 3,85 e 4,28 (2d, J = 5,9 Hz, 2H); 7,06-7,96 (m, 1H): 8,33 e 8,59 (2s, 1H); 8,75 e 8,93 (2t, J = 5,9 Hz, 1H); 11,65 e 11,66 (2s, 1H).

13C-RMN (75,46 MHz, DMSO-dg) d (ppm) = 21,21; 21,29; 30,64; 30,74; 40,74; 42,03; 109,81; 118,63; 119,30; 123,35; 126,65;

127,68; 128,16; 129,69; 129,91, 129,96; 130,38; 130,48; 131,28; 131,33; 131,55; 132,90; 133,93; 136,52; 139,48; 142,84; 167,59,
170,29.

Figura A — 61: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 21e.
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Figura A — 62: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 21e.
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Figura A — 63: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 21e.
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(E, 2)-2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-o0x0-2-(2-(tiofeno-2-ilmetileno)idrazinil)etil)benzamida (21f)
IV (filme de KBr, v, cm™) = 1696; 1643; 1395; 1325; 729.

'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 2,36 € 2,41 (2s,3H); 3,54 e 3,57
(2s, 3H): 3,81 e 4,16 (2d, J = 5,6 Hz, 2H): 7,06-7,85 (m, 10H); 8,11 e 8,42 (2s, 1H); 8,69 e 8,90 (2t, J = 5,7 Hz, 1H); 11,35 e 11,43 (2s,

1H). 3C-RMN (75,46 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 21,24; 21,31; 30,65; 30,80; 40,52; 41,98; 109,82; 109,90; 118,63; 123,39; 127,97;

128,19; 128,46; 128,97; 128,47; 129,69; 130,45; 131,06; 131,37; 131,56; 133,95; 136,51; 136,66; 138,66; 138,78; 138,96; 142,39;
135,09; 165,31, 167,60; 167,86; 169,72.

Figura A — 64: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 21f.
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Figura A — 65: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 21f.
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Figura A — 66: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 21f.

kbt b b L

i

168 1 152 44 136 112 104 0]

Chemical Shift (ppm)

69



(E, 2)-2-(1-metil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(2-benzilidenoidrazinil)-2-oxoetil)-benzamida (22a)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3210; 1702; 1639; 768. 'H-RMN (300,06 MHz, DMSO-ds) & (ppm) = 3,60 e 3,62 (2s, 3H); 3,85 e 4,28 (2d, J
= 5,6 Hz, 2H); 7,17-7,90 (m,14H); 7,95 e 8,19 (2s, 1H): 8,76 e 8,94 (2t, J = 5,7 Hz, 1H); 11,44 e 11,47 (2s, 1H). 3C-RMN (75,46 MHz,
DMSO-dg) & (ppm) = 31,06; 31,15; 41,17; 42,34; 109,70; 109,61; 118,72; 123,25; 123,34; 126,77; 127,04; 128,13; 128,38; 128,79;
128,94; 129,50; 129,58; 129,73; 129,83; 130,05; 130,28; 130,36; 130,43; 131,33; 131,50; 133,91; 134,01; 134,18; 136,60, 142,83;
142,90; 143,90; 147,28; 153,93; 165,90; 167,95, 168,18; 170,54

Figura A — 67: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 22a.
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Figura A — 68: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-dg) do composto 22a
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Figura A — 69: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 22a.
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(E, 2)-2-(1-metil-benzimidazol-2-il)-N-(2-ox0-2-(2-(tiofeno-2-ilmetileno)idrazinil)etil)benzamida (22f)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 1702; 1635; 1390; ‘H-RMN (300,06 MHz, DMSO-dg) & (ppm) = 3,54 e 3,57 (2s, 3H); 3,81 e 4,16 (2d, J = 5,6
Hz, 2H); 7,06-7,85 (m, 10H); 8,11 e 8,42 (2s, 1H): 8,69 € 8,90 (2t, J = 5,7 Hz, 1H): 11,35 e 11,43 (2s, 1H). *C-RMN (75,46 MHz, DMSO-
de) & (ppm) = 21,24; 21,31; 30,65; 30,80; 40,52; 41,98; 109,82; 109,90; 118,63; 123,39; 127,97; 128,19; 128,46; 128,97; 128,47; 129,69;
130,45; 131,06; 131,37; 131,56; 133,95; 136,51; 136,66; 138,66; 138,78; 138,96; 142,39; 135,09; 165,31; 167,60; 167,86; 169,72.

Figura A — 70: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 22f.

3
o
& g
o
L b s
2 3 P B ® o
& o s 83 @ S
o
-—_————————————
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

73



Figura A =71: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, DMSO-ds) do composto 22f
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Figura A — 62: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, DMSO-ds) do composto 22f.
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2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(butilamino)-2-oxoetil)-benzamida (24a)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3364; 3227; 3047-2870; 1663; 1531; 1467; 769.  *H-RMN (300,06 MHz, CDCl3) & (ppm) = 0,84 (t, 3H);

1,15-1,24 (m, 4H): 2,49 (s, 3H); 3,00 (g, J = 6,1 Hz, 2H); 3,64 (s, 3H); 3,78 (d, J = 5,9 Hz, 2H); 6,40 (t, 1H); 7,17-7,77 (m, 7H); 7,85 (t, J =

5,7 Hz, 1H). 13C-RMN (75,46 MHz, CDCls) d (ppm) = 13,92; 20,17; 21,76; 31,35; 31,72; 39,48; 44,71; 109,65; 119,37; 125,01;
128,51, 128,95; 130,37; 130,64, 131,03; 132,68; 133,92; 136,91, 142,70; 152,58; 168,80; 168,88.

Figura A — 73: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 24a.
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Figura A — 74: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, CDCl3) do composto 24a.
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Figura A — 75: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, CDCls) do composto 24a.
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2-(1.5-dimetil-benzimidazol-2-i1)-N-(2-(benzilamino)-2-oxoetillbenzamida (24b)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3282; 3026; 1637; 1554; 795; 728.  'H-RMN (300,06 MHz, CDCls) & (ppm) = 2,41 (s, 3H); 3,54 (s, 3H);

3,76 (d, J = 5,6 Hz, 2H): 4,18 (d, J = 5,9 Hz, 2H): 6,95 (t, J = 6,1 Hz, 1H); 7,04-7,70 (m, 12H); 7,95 (t, J = 5,2 Hz, 1H). °C-RMN (75,46

MHz, CDCl3) & (ppm) = 21,71; 31,25; 43,15; 43,99; 109,61; 119,32; 124,94; 127,27, 127,34, 128,54, 128,61; 128,91; 130,34; 130,57;
130,96; 132,62; 133,82; 136,77, 138,27; 142,63; 152,56, 168,84; 168,95.

Figura A — 76: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 24b.
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Figura A — 77: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, CDCls) do composto 24b.
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Figura A — 78: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, CDCls) do composto 24b.
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2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-ox0-2-(pirrolidina-1-il)etil)benzamida (24c)
IV (filme de KBr, v, cm™) = 3028-2891; 1628; 1534; 1469; 779.

'H-RMN (300,06 MHz, CDCls) & (ppm) = 1,82 (quint, J = 6,3 Hz, 2H);
1,92 (quint, J = 6,6 Hz, 2H); 2,49 (s, 3H); 3,28 (t, J = 6,7 Hz, 2H); 3,42 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 3,62 (s, 3H); 3,94 (d, J = 4,4 Hz, 2H); 7,31 (t,

1H); 7,11-7,86 (m, 7H).  '*C-RMN (75,46 MHz, CDCls) & (ppm) = 21,77; 24,27; 26,09; 31,11; 42,82; 45,58; 46,09; 109,32; 119,81;
124,31; 128,40; 129,62; 130,16; 130,62; 131,47; 131,93; 134,04; 136,65; 143,27; 152,81; 166,14; 167,92.

Figura A — 79: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 24c.
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Figura A — 80: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, CDCl3) do composto 24c.
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Figura A — 81: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, CDCls) do composto 24c.
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2-(1.5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(morfolina)2-oxoetil)benzamida (24d)

'H-RMN (300,06 MHz, CDCl3) & (ppm) = 2,49 (s, 2H); 3,30 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,52-3,61 (m, 6H); 3,62 (s, 3H); 4,01 (d, J = 4,4 Hz, 2H);
7,45 (t, J = 4,8 Hz, 1H), 7,13-7,85 (m, 7H).  *C-RMN (75,46 MHz, CDCl3) & (ppm) = 21,77; 31,15; 41,84; 42,36; 45,01; 66,45; 66,81;
109,39; 119,71; 124,51; 128,57; 129,25; 130,26; 130,69; 131,40; 132,18; 133,96; 136,59; 142,98; 152,61; 166,44; 167,98.

Figura A — 82: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, CDCls) do composto 24d.
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Figura A — 83: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, CDCls) do composto 24d.
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2-(1,5-dimetil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(isopropilamino)2-oxoetil)lbenzamida (24e)
IV (filme de KBr, v, cm™) = 3586; 3250; 3967; 1640; 1591; 773.

'H-RMN (300,06 MHz, CDCl3) & (ppm) = 0,95 (d, J = 6,4 Hz, 6H); 2,49
(s, 3H): 3,62 (s, 3H); 3,71 (d, J = 5,9 Hz, 2H): 3,90 (sext, J = 7,8 Hz, 1H); 6,13 (d, J = 7,6, 1H); 7,15-7,83 (m, 7H); 8,05 (t, J = 5,3 Hz, 1H).

BC-RMN (75,46 MHz, CDCl3) & (ppm) = 21,75; 22,49; 31,29; 41,58; 44,20; 109,57; 119,19; 124,92; 128,65; 129,41; 130,39;
130,73; 131,18; 132,59; 133,91; 136,43; 142,66; 152,52; 167,87; 168,58.

Figura A — 84: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 24e.
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Figura A — 85: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, CDCls) do composto 24e.

IRRERRERAREARARARARARE T T T . . ; I T T T T[T T T T[T T T T TTTT]
810 800 , 615 6.10 6.05 YV Y , 100 095 090 085
Chemical Shift (p... Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
H B 4 S O i
086 091 302 133 0.77 084 3.08 3.00 5.79
Bl Bl H Y Ll = kL H L
\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\
85 8.0 75 70 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 20 15 10 05 0
Chemical Shift (ppm)

88



Figura A — 86: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, CDCls) do composto 24e.
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2-(1-metil-benzimidazol-2-il)-N-(2-(butilamino)-2-oxoetil)-benzamida (25b)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3287; 3181; 1672. *H-RMN (300,06 MHz, CDCls) & (ppm) = 3,60 (s, 3H); 3,76 (d, J = 5,6 Hz, 2H); 4,21 (d, J =

5,9 Hz, 2H): 6,90 (t, J = 6,1 Hz, 1H); 7,08-7,74 (m, 13H); 7,90 (t, J = 5,2 Hz, 1H).

13C-RMN (75,46 MHz, CDCls) & (ppm) = 31,25;

43,22; 44,00; 109,66; 122,32; 123,44, 127,37, 128,61, 128,67; 129,63; 130,44, 130,67; 131,05; 135,73; 136,74, 138,33; 142,45; 152,81,

168,75; 168,82.

Figura A — 87: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 25b.
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Figura A — 88: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, CDCl3) do composto 25b.
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Figura A — 89: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, CDCls) do composto 25b.
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2-(1-metil-benzimidazol-2-il)-N-(2-ox0-2-(pirrolidina-1-il)etilbenzamida (25c)

IV (filme de KBr, v, cm™) = 3215-2871; 1633; 1553; 770.  *H-RMN (300,06 MHz, CDCl3) & (ppm) = 1,83 (quint, J = 6,3 Hz, 2H); 1,93
(quint, J = 6,6 Hz, 2H); 3,29 (t, J = 6,7 Hz, 2H); 3,43 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 3,67 (s, 3H): 3,96 (d, J = 4,4 Hz, 2H); 7,28-7,86 (m, 7H).

3C-RMN (75,46 MHz, CDCls) & (ppm) = 24,12; 25,93; 30,93; 30,95; 42,66; 45,41; 45,94; 109,32; 119,81; 124,31; 128,40; 129,62;
130,16; 130,62; 131,47; 131,93; 134,04; 136,65; 142,83; 152,94; 166,20; 167,65.

Figura A — 90: Espectro de IV (pastilha KBr) do composto 25c.
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Figura A — 91: Espectro de RMN *H (300,06 MHz, CDCl3) do composto 25c.
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Figura A — 92: Espectro de RMN *3C (75,46 MHz, CDCls) do composto 25c.
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