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RESUMO

BEZERRA FILHO, Carlos da Silva Maia. Planejamento estrutural visando
otimizacdo da atividade tripanocida de analogos sintéticos da piplartina.
123 p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos)
Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa,
2020.

A doenca de Chagas € considerada uma das principais doencas tropicais
negligenciadas e representa um grande problema de saude publica devido aos
altos indices de morbidade e mortalidade associados. Atualmente, os farmacos
disponiveis para o tratamento da doenca encontram-se desatualizados,
possuem eficacia limitada e efeitos adversos e/ou colaterais severos que
resultam em falta de adeséao ao tratamento e reducéo da qualidade de vida dos
pacientes. Assim, torna-se necessaria a busca por novas alternativas
terapéuticas que promovam maior seletividade ao parasito causador da doenca,
bem como por farmacos com novos mecanismos de acao e que apresentem boa
eficacia. A piplartina, também conhecida como piperlongumina é um
fenilpropanoide encontrado em plantas do género Piper. Dados da literatura
relatam que a piplartina possui diversas atividades bioldgicas, incluindo atividade
tripanocida. Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi preparar uma
colecdo de treze ésteres analogos a piplartina (01 — 13), estruturalmente
relacionados, e avaliar a atividade tripanocida dos compostos frente ao
Trypanosoma cruzi, bem como, estabelecer a relacdo estrutura-atividade das
substancias avaliadas. Os ésteres foram preparados utilizando trés diferentes
metodologias: esterificacdo de Fischer, esterificacdes com haletos de alquila e
arila e reacdo de Steglich. Na caracterizacdo estrutural utilizaram-se as técnicas
espectroscopicas de Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
13C. Os produtos foram obtidos com rendimentos de 26,7-91,1%. Os testes
tripanocidas foram realizados frente as formas evolutivas epimastigota e
tripomastigota utilizando a técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocos para
a determinacdo da concentracdo capaz de inibir o crescimento do parasito em
50% (Clsp), além disso, determinou-se a citotoxicidade dos compostos frente as
células epiteliais renais de macaco Rhesus (LLC-MK2) para o célculo do indice
de seletividade (IS). O composto 10 apresentou boa atividade tripanocida frente
a forma tripomastigota (Clsp = 40,75£12,36 yM). Enquanto 11 foi bioativo em
ambas as formas evolutivas com Clsg = 28,21+5,34 uM e 47,02+8,70 yM (forma
epimastigota e tripomastigota, respectivamente), além de apresentar alto indice
de seletividade ao parasito (IS > 10). Na investigacdo do mecanismo de acao
tripanocida foi elucidado que ocorre através da inducdo de estresse oxidativo e
lesdo mitocondrial das células do parasito. Portanto, o presente estudo
demonstra o potencial antiparasitario desta classe quimica para a pesquisa de
novos farmacos com atividade tripanocida.

Palavras-chave: Piplartina, Relacdo Estrutura-Atividade, Atividade Tripanocida.
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ABSTRACT

BEZERRA FILHO, Carlos da Silva Maia. Structural design aiming to optimize
the trypanocidal evaluation of piplartine synthetic analogs. 123 p. Dissertation
(Post-graduate Program in Natural Products and Synthetic Bioactives) — Health
Sciences Center, Federal University of Paraiba. Jodo Pessoa, 2020.

Chagas disease is considered one of the main neglected tropical diseases and
represents a major public health problem due to the high rates of associated
morbidity and mortality. Currently, the drugs available for the treatment of the disease
are outdated, have limited efficacy and severe adverse and/or side effects that result
in nonadherence to treatment and reduced quality of life for patients. Therefore, it is
necessary to search for new therapeutic alternatives that promote greater selectivity
to the parasite that causes the disease, as well as drugs with new mechanisms of
action and that have good efficacy. Piplartine, also known as piperlongumin is a
phenylpropanoid, found in plants of the genus Piper, data from the literature report
that piplartine has several biological activities, including trypanocidal activity. Thus,
the objective of the present work was to prepare a collection of thirteen piplartine
analogs esters (01 - 13), structurally related, and evaluate the trypanocidal activity of
the compounds against Trypanosoma cruzi, as well as to establish the structure-
activity relationship of assessed substances. The esters were prepared using three
different methodologies: Fischer esterification, esterifications with alkyl and aryl
halides and Steglich reaction. In the structural characterization, the spectroscopic
techniques of Infrared, Nuclear Magnetic Resonance of *H and **C were used. The
products were obtained with yields of 26.7-91.1%. The trypanocidal tests were
performed against the evolutionary forms epimastigote and trypomastigote using the
microdilution technique in 96-well plates to determine the concentration capable of
inhibiting the growth of the parasite by 50% (ICso), in addition, the cytotoxicity of the
compounds against Rhesus monkey renal epithelial cells (LLC-MK2) for the
calculation of the selectivity index (SI). The compound 10 showed good trypanocidal
activity against the trypomastigote form (ICsp = 40.75 + 12.36 yM). While 11 was
bioactive in both evolutionary forms with 1Cso = 28.21+5.34 uyM and 47.02+8.70 uM
(epimastigote and trypomastigote, respectively), besides to presenting a high
selectivity index to the parasite (SI > 10). In the investigation of the trypanocidal
mechanism of action, it was elucidated that it occurs through the induction of
oxidative stress and mitochondrial damage to the parasite cells. Therefore, the
present study demonstrates the antiparasitic potential of this chemical class for the
search for new drugs with trypanocidal activity.

Key-Words: Piplartine, Structure-Activity Relationship, Tripanocidal activity.
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SFB - Soro fetal bovino

sl — singleto largo

SN2 — Substituicdo nucleofilica bimolecular

SNAC - Substituicdo nucleofilica acilica

t — Tripleto

8 — Deslocamento quimico em ppm

AW¥Ym - Potencial transmembranico mitocondrial
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1.0. INTRODUCAO

A doenca de Chagas é considerada uma das principais doencas tropicais
negligenciadas e representa um grande problema de saude publica devido aos altos
indices de morbidade e mortalidade causados as populacfes afetadas (MARIN-
NETO et al., 2010; LEE et al., 2013), visto que a doenga promove complicacbes
cronicas severas, como alteracfes digestivas e cardiacas que comprometem o
estado geral de salde dos pacientes, sendo o0s principais fatores responsaveis pela
alta mortalidade e morbidade da doenca (CHATELAIN, 2015; CAROD-ARTAL;
GASCON, 2010; DA COSTA et al., 2019; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Atualmente, o benzonidazol (Figura 1) € o Unico farmaco disponivel para o
tratamento da doencga no Brasil, uma vez que o uso do nifurtimox foi descontinuado
devido a alta toxicidade (CANCADO, 2002; JACKSON et al., 2010). Entretanto, o
benzonidazol foi desenvolvido a quase meio século e apesar de apresentar boa
eficacia na fase aguda da doenca, ndo apresenta resultados satisfatérios na fase
cronica. Além disso, possui efeitos adversos e/ou colaterais graves que resultam em
falta de adesdo ao tratamento e reducdo da qualidade de vida dos pacientes,
limitando sua utilizacéo clinica (CLAYTON, 2010; SESTI-COSTA et al., 2014). Desse
modo, torna-se necessaria a busca por novas alternativas terapéuticas que
promovam maior seletividade ao parasito sem promover complicacbes aos
pacientes, bem como por farmacos com novos mecanismos de acdo e que

apresentem boa eficacia nas fases aguda e cronica da doenca.

Figura 1: Estrutura quimica do benzonidazol e nifurtimox.

(o) o
N\, ¢
N \
-/ \
Benzonidazol Nifurtimox

Fonte: Adaptado de MENEZES et al.,2015
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Ao longo dos anos, os produtos naturais tém servido como importantes fontes
de novos farmacos, de modo que mais da metade dos farmacos disponiveis na
atualidade sédo provenientes de produtos naturais ou de analogos (NEWMAN;
CRAGG, 2016). Neste ambito, estéo inseridos os fenilpropanoides, especialmente os
derivados cindmicos, que sdo encontrados na natureza na forma de &cidos, ésteres
e amidas. Atualmente, estudos tém sido realizados para averiguar as possiveis
atividades biol6gicas destes compostos e seus analogos, incluindo atividade
tripanocida (CARVALHO et al., 2012; ANDREU et al., 2009; GUMBO et al., 2018).

A piplartina, também conhecida como piperlongumina € um fenilpropanoide,
encontrado em plantas do género Piper (BEZERRA et al., 2013; MENGARDA et al.,
2020). Dados da literatura relatam que esta possui diversas atividades bioldgicas,
incluindo acéo citotdxica, antitumoral, antinociceptiva, antiagregante plaquetario,
antibacteriano, antifingico e antiparasitario (BEZERRA et al., 2013; MORAES et al.,
2012; ARAUJO-VILGES et al., 2017; NOBREGA et al., 2019). Estudos de viabilidade
celular revelaram que a piplartina apresentou atividade tripanocida frente a forma
epimastigota de Trypanosoma cruzi, promovendo aumento do estresse oxidativo das
células do parasito (COTINGUIBA et al., 2009; VIEIRA et al., 2018). Além disso,

apresentou baixa toxicidade sistémica em camundongos (BEZERRA et al., 2008).

Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi preparar uma colecao de
treze ésteres analogos a piplartina (01 — 13), estruturalmente relacionados,
partindo do &acido 3,4,5-trimetoxicinamico (Figura 2) e avaliar a atividade
tripanocida dos compostos frente ao Trypanosoma cruzi, bem como, estabelecer a
relacdo estrutura-atividade das substancias com o intuito de obter informacdes

relevantes para o desenvolvimento de moléculas com melhor perfil bioldgico.

Figura 2: Estrutura quimica do &cido 3,4,5-trimetoxicinamico e piplartina

(0] (0] (0]
H;CO H,CO
\ oH 3 \ \
H;CO H;CO
OCH; OCH;,
Acido 3,4,5-trimetoxicinamico Piplartina

Fonte: Elaborado pelo autor
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2.0 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. ConsideracOes gerais sobre adoenca de Chagas
2.1.1 Historico e incidéncia

A doenca de Chagas foi primeiramente descrita pelo médico e pesquisador
Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, no ano de 1909, ao notar a presen¢a abundante
de insetos do género Triatoma, popularmente conhecido como “barbeiro”, em casas
de pau-a-pique no municipio de Lassance, em Minas Gerais (CHAGAS, 1909). Ao
estudar estes insetos, Carlos Chagas identificou a presenca de um protozoario
desconhecido, nominando-o Trypanosoma cruzi em homenagem ao médico
Oswaldo Cruz. Além disso, o pesquisador também determinou outros aspectos da
doenca como a epidemiologia, formas clinicas, meio de transmissdo, patogenia,
sintomatologia, dentre outros (AMATO NETO, 1950; MALAFAIA; RODRIGUES,
2010).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a doenca de Chagas
como uma das principais doencas tropicais negligenciadas que promove impactos
socioeconémicos relevantes em diversos paises, principalmente da América Latina
como no Brasil, Argentina, Bolivia, Chile, Coldmbia e Venezuela, onde a doenca é
endémica. (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; HOTEZ et al., 2014; LEE et al.,
2013).

Embora, inicialmente, os casos da doenca de Chagas estivessem
praticamente limitados a América Latina, a migracdo de pessoas provenientes das
regides endémicas promoveu o surgimento da doenca em territérios ndo endémicos
(AFONSO et al., 2012). Nos ultimos anos, casos da doenca tém sido relatados no
Japao, Europa e na América do Norte, especialmente, nos Estados Unidos onde ha
0 maior nimero de casos, principalmente, devido ao intenso nimero de imigrantes
provindos da Bolivia, Brasil e México (GASCON; BERN; PINAZO, 2010; ORTI-
LUCAS et al., 2014; SCHMUNIS; YADON, 2010).

A América Latina tem feito progressos significativos no controle da
transmissao da doenca de Chagas, estima-se que a prevaléncia da doenca caiu de
18 milhdes de pessoas, em 1991, para aproximadamente 7 milhdes de pessoas, em
2019. Entretanto, a doenca ainda provoca cerca de 12.000 mortes por ano
(CUCUNUBA et al., 2016; OMS, 2019).

Dados da literatura relatam que o Brasil apresentou 1.156.821 casos de
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doenca de Chagas em 2015, sendo o segundo pais com maior prevaléncia da
doenca, perdendo apenas para a Argentina, com 1.505.235 casos. Vale salientar,
gue a América Latina contou com 3.581.423 casos da doenca, representando 62,4%
dos casos mundiais (DIAS et al., 2016). Estes dados revelam que apesar dos
avanc¢os no controle da transmissdo da doenca ao longo dos anos, o numero de
infectados ainda é alto no contexto sanitario e socioeconémico dos paises da
América Latina, destacando a necessidade de atencdo e prioridade no tratamento da
doenca nos paises afetados, especialmente, Brasil e Argentina (DIAS et al., 2016).

2.1.2 Transmissao da doenca

A doenca de Chagas é uma antropozoonose transmitida pelo Trypanosoma
cruzi (T. cruzi), protozoario hemoflagelado pertencente a ordem Kinetoplastida e a
familia Trypanossomatidae, que geralmente, se desenvolve em insetos hematéfagos
da familia Reduviidae, principalmente em triatomineos como o Triatoma infestans,
Triatoma brasiliensis e Panstrongylus megistus que possuem grande relevancia
clinica no Brasil (CHAGAS, 1909; JURBERG et al., 2014).

Com relacéo a transmisséo da doenca, a principal forma de infec¢éo ainda é a
vetorial, ou seja, através do contato com as fezes do triatomineo infectado com o
parasito (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012). Entretanto, ha outras formas de
transmissdo como a transfusdo sanguinea e transplante de tecidos e 6rgédos, as
manifestacdes clinicas destes tipos de transmissdo tendem a ser mais graves, Vvisto
gue os receptores estdo imunocomprometidos, entretanto, a obrigatoriedade da
triagem sorolégica dos doadores promoveu uma drastica reducdo destes casos
(COURA, 2015; MORAES-SOUZA; FERREIRA-SILVA, 2011).

Outra forma de transmissdo é a congénita que pode ocorrer em qualquer
periodo da gestacdo, mas é recorrente no ultimo trimestre de gravidez ou até mesmo
durante o parto através do contato das mucosas do recém-nascido com o sangue da
mae infectado com o parasito (OSTERMAYER et al., 2011). Por fim, h4 os casos de
transmissdo oral que estdo associados ao consumo de bebidas e alimentos
contaminados com o barbeiro ou seus excrementos (DIAS; AMATO NETO; LUNA,
2011). Este tipo de transmissédo tem crescido nas Ultimas duas décadas, sendo a
forma mais frequente no Brasil, principalmente em areas urbanas onde ndo ha a

presenca de vetores domiciliados, isto ocorre, principalmente, devido as mudancas
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dos habitos alimentares da populagdo como o aumento do consumo de acai e
cupuacu, frequentemente produzidos em éareas endémicas (FILIGHEDDU;
GORGOLAS; RAMOS, 2017). Vale salientar que este tipo de transmissio,
geralmente, é associado a altos niveis de concentracdo parasitaria 0 que promove
manifestacbes clinicas mais graves e maior indice de mortalidade (BRASIL, 2015;
PEREIRA et al., 2009).

2.1.3 Ciclo do parasito

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo do tipo heteroxénico, ou seja,
possui mais de um hospedeiro, que requer, obrigatoriamente, a passagem por um
invertebrado onde o parasito passa pela fase de multiplicacdo extracelular e um
hospedeiro vertebrado onde ocorre a multiplicacéo intracelular (COSTA et al., 2013).
Ao decorrer do ciclo de desenvolvimento do T. cruzi, o parasito passa por trés
formas evolutivas distintas, tanto em caracteristicas funcionais quanto morfologicas,
séo elas: epimastigota (forma nado infectante, mas replicativa que esta presente no
intestino médio do triatomineo); tripomastigota, (forma infectante e néo replicativa
gue esta presente no intestino posterior do triatomineo); e amastigota (forma
replicativa e ndo infectante presente no interior das células do hospedeiro
vertebrado) (ROMERO; MORILLA, 2010).

O ciclo de vida do parasito esta descrito na figura 3. Inicialmente, observa-se
gue em 1 o triatomineo pica o ser humano e defeca ao mesmo tempo, com isso, 0
parasito na forma tripomastigota metaciclico, que esta presente nas fezes do
triatomineo, entra no hospedeiro pela membrana da mucosa ou através da ferida
causada pela picada. No interior do hospedeiro, os tripomastigotas metaciclicos
invadem células, transformando-se em amastigotas no interior celular 2. Desse
modo, as amastigotas intracelulares se multiplicam por fisséo binaria 3, em seguida,
se diferenciam em tripomastigotas e rompem as células infectadas, sendo liberados
na corrente sanguinea 4. Com isso, tripomastigotas podem infectar novas células em
outros tecidos, onde se transformam novamente em amastigotas intracelulares,
geralmente, manifestacdes clinicas surgem devido a esse ciclo infeccioso. Quando o
triatomineo pica um ser humano infectado, tripomastigotas séo ingeridas 5. Dessa
forma, os tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas no intestino médio do

triatomineo 6, onde se multiplicam 7 e transformam-se em tripomastigotas
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metaciclicos no intestino posterior do vetor, repetindo o ciclo 8 (CDC, 2012).

Figura 3: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi
Fases no Triatomineo Fases em Mamiferos
0O triatomineo pica o ser
o humano e defeca,

Os  tripomastigotas metaciclicos
penetram células presentes no local da
ferida, onde se transformam em
amastigotas

tr itindo  triy stigotas
Q‘ metaciclicos

N~ | 2

o Tripomastigotas metaciclicos = l/\

no intest; posterior }éﬁi} .

KA = Itinli
“a i < plicam
LT Tripomastigotas 9 por fissdo binéria nas células
0 Se multiplicam no podem infectar infectadas
intestino médio novas células e

se  transformar
em amastigotas

‘ . % % intracelulares
O triatomineo pica
w» 6 o ser humano e
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G tripomastigotas
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transformam em epimastigotas /ﬁ corrente sanguinea
no intestino médio ,J

/‘@ Estagio infeccioso
4 Estagio de diagnéstico

Fonte: Adaptado de CDC, 2012.

2.1.4 Aspectos clinicos

Em relacdo aos aspectos clinicos, a doenca de Chagas apresenta duas fases
definidas e distintas: fase aguda e crénica (CHAGAS, 1909).

Durante a fase aguda, os pacientes podem ser assintomaticos ou podem
apresentar sintomas inespecificos que aparecem cerca de uma a duas semanas
apos a infeccdo e duram até dois meses, 0s principais sintomas sao: febre, mal-
estar, cefaleia, linfoadenomegalia e edema subcutaneo, e em casos mais graves
podem ocorrer miorcardite, hepatoesplenomegalia e meningoencefalite, com alta
taxa de mortalidade, especialmente em idosos e criangas (BERN, 2015; PEREIRA;
NAVARRO, 2013). Caso a forma de transmisséo tenha sido a vetorial, ha dois sinais

caracteristicos da reacdo inflamatéria que ocorre devido a infec¢cdo, o sinal de
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Romana, no qual se observa um edema unilateral ou bipalpebral no hospedeiro e 0
Chagoma de inoculagdo, onde ocorre a formacdo de um ndédulo furuncular com
discreto edema central no local de penetragdo do parasito. Vale salientar que
durante a fase aguda h& a circulacdo do parasito no sangue dos individuos
(PARKER; SETHI, 2011).

Na maioria dos casos nao tratados, a fase aguda evolui para fase cronica
indeterminada, em que 70-80% dos individuos séo assintomaticos e ndo apresentam
alteracbes no eletrocardiograma e em 6érgdos como esdfago e célon. Além disso, a
deteccdo do parasito no sangue € rara, mas € possivel em 6rgaos e tecidos. Os
pacientes podem permanecer neste estagio por anos ou até mesmo décadas.
Todavia, 20-30% dos casos podem evoluir para a fase cronica determinada, no qual
0s pacientes desenvolvem alteracbes cardiacas, digestivas ou mistas, de forma
geral, estas alteracdes surgem de 10 a 30 anos ap0s o contato com o parasito
(CUNHA-FILHO et al., 2013).

As alteracdes digestivas sdo menos frequentes e estdo associadas a
hipertrofia do tecido digestivo e reducdo da mobilidade do trato gastrintestinal,
podendo evoluir para megacolon e megaesoéfago devido a dilatacdo destes orgaos.
Estas modificacbes sdo provocadas pela destruicdo dos neurbnios responsaveis
pelo controle da peristalse, presentes no sistema nervoso entérico (MARCHIORI,
2016). Os principais sintomas observados sdo regurgitacdo, disfagia, constipacéo
intestinal com formacéo de fecaloma, dentre outros (REZENDE; MOREIRA, 2000).

As alteracbes cardiacas sdo as mais comuns nesta fase da doenca,
ocorrendo hipertrofia das fibras miocéardicas e fibrose progressiva devido a presenca
do parasito. Os principais sintomas sdo fadiga, arritmias, angina, palpitacdes e em
casos mais graves pode ocorrer insuficiéncia cardiaca congestiva resultando na
morte do paciente. As lesbes cardiacas sdo consideradas os principais fatores
responsaveis pela alta mortalidade e morbidade da doenca nesta fase (CAROD-
ARTAL; GASCON, 2010).

2.1.5 Tratamento

Do mesmo modo que ocorre em outras doencas negligenciadas, as opc¢oes
terapéuticas disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas sdo reduzidas e

ndo ha medicamentos novos para o tratamento, visto que o tratamento para doenca
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de Chagas consiste no uso de medicamentos desenvolvidos hd mais de 40 anos,
sédo eles: benzonidazol, produzido em 1972 e nifurtimox, produzido em 1967
(CUNHA-FIILHO, et al., 2013).

O nifurtimox é um composto nitrofurano, que age através da inibicdo da
sintese do acido pirtvico e promove distirbios no metabolismo de carboidratos do
parasito. Foi o primeiro medicamento a ser utilizado para o tratamento da doenca,
todavia, sua comercializacdo foi cancelada no Brasil e em outros paises devido a
sua alta toxicidade, inclusive, estudos relatam que 70% dos pacientes que faziam
uso do medicamento apresentavam efeitos colaterais como nauseas, perda de peso,
anorexia e em casos mais graves embora mais raros, efeitos neurotdéxicos como
polineuropatia e neurite periférica (BERN, 2015; CANCADO, 2002; JACKSON et al.,
2010).

O benzonidazol € um composto nitroimidazolico que n&o apresenta o
mecanismo de acdo totalmente elucidado, entretanto, estudos sugerem que o
benzonidazol € um pro-farmaco que atua através da formacao de espécies reativas
de oxigénio (ERO) que interagem com macromoléculas do parasito, promovendo
estresse oxidativo e danos ao T. cruzi (MAYA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008).

Atualmente no Brasil, o benzonidazol é considerado o tratamento de primeira
linha para a doenca de Chagas, este medicamento é distribuido pelo Sistema Unico
de Saude (SUS) e produzido pelo Laboratério Farmacéutico de Pernambuco
(LAFEPE) (OLIVEIRA et al., 2008). O tratamento tem sido eficaz logo apos o contato
com o parasito, durante a fase aguda, apresentando taxa média de cura de 80%,
porém, durante a fase crbnica esta taxa cai para valores abaixo de 20%, sem
apresentar efetividade satisfatoria (CLAYTON, 2010; COURA; BORGES-PEREIRA,
2012).

Entretanto, assim como o nifurtimox, o benzonidazol apresenta efeitos
colaterais severos, dentre o0s principais destacam-se: reacdes cutaneas como
dermatite atépica e eritematose, além de febre, perda de peso e disturbios
gastrointestinais. Estes efeitos tendem a ocorrer durante as primeiras semanas de
tratamento, enquanto o uso prologando do medicamento pode desencadear reacdes
mais graves como leucopenia, trombocitopenia e danos ao sistema nervoso central
como a degeneracdo neuronal, polineuropatia e desmielinizagdao (ANTUNES et al.,
2016; PINAZO et al., 2010).

Diante do exposto, ha a necessidade do apoio as pesquisas que buscam
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desenvolver novas farmacoterapias para o tratamento da doenca de Chagas, tendo
em vista que no Brasil ha mais de 1.000.000 de portadores da doenca e ndo ha um
tratamento efetivo para doenca durante a fase crbnica. Além disso, o0s
medicamentos que estdo no mercado apresentam alta toxicidade e foram
desenvolvidos a mais de 40 anos (CLAYTON, 2010; DIAS et al., 2016; PINAZO et
al., 2010). Deste modo, a busca por novos farmacos com baixa toxicidade e
preferencialmente, com novos alvos farmacolégicos torna-se relevante (URBINA,
2010).
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2.2. Produtos Naturais como Fonte de Novos Farmacos

E neste ambito que surgem os produtos naturais, tendo em vista que
historicamente, sado considerados 6timos fornecedores de principios ativos com
atividades bioldgicas. Além disso, atualmente, a maioria dos farmacos disponiveis no
mercado sdo produtos naturais ou analogos de produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG, 2016).

Os fenilpropanoides sdo moléculas biossinteticamente derivadas do &cido
chiquimico, presentes nas esséncias aromaticas da maioria das plantas e sao
constituidos por um anel aromatico unido a trés carbonos (C6-C3) formados a partir
do aminoacido aromatico fenilalanina, e seus derivados sdo produzidos a partir de
reacdes de desaminacéo, hidroxilacdo, metilacdo, dentre outros (DEWICK, 2009;
PICHERSKY, NOEL, DUDAREVA, 2006; VANHOLME, HOUARI, BOERJAN, 2019).

A piplartina, também chamada de piperlongumina (Figura 4), é um
fenilpropanoide em forma de alcamida, tipicamente encontrada em plantas do
género Piper como Piper tuberculatum Jacq., Piper arborescens Roxb., Piper longum
L., popularmente conhecida como pimenta-longa, dentre outros (BEZERRA et al.,
2013; DUH, WU, WANG, 1990; NAVICKIENE et al., 2003).

Figura 4: Estrutura quimica da piplartina

o o

H,CO N

H,CO
OCH;,
Piplartina

Fonte: Adaptado de BEZERRA et al., 2013

A piplartina possui diversas atividades bioldgicas, incluindo acdo citotoxica,
antitumoral, antinociceptiva, antiagregante plaquetario, antibacteriano, antifingico,
schistomicida e leishmanicida (BEZERRA et al., 2013; MORAES et al., 2012;
ARAUJO-VILGES et al., 2017; NOBREGA et al., 2019). Estudos de viabilidade

celular revelaram que a piplartina apresentou maior inibicdo do crescimento das
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formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Clsp = 21,0 yM) do que o benzonidazol
(42,7 uM) (COTINGUIBA et al., 2009), bem como estudos recentes indicaram que a
piplartina reduz a expressdo de enzimas antioxidantes envolvidos na defesa do
parasito como a triparedoxina redutase e metionina sulfoxido redutase, sendo este o
possivel mecanismo de acéo (VIEIRA et al., 2018).

Além disso, investigando o0s aspectos toxicolégicos da piplartina em
camundongos saudaveis, Bezerra e colaboradores (2008) demonstraram que a
administracdo de 50 mg/kg de piplartina por sete dias ndo promoveu alteracdes da
atividade das transaminases e ndo houve alterac6es hematoldgicas, demonstrando
gue o uso da piplartina é seguro, visto que apresentou baixa toxicidade sistémica.
Desta forma, um dos objetivos deste trabalho foi preparar uma colecéo de ésteres
analogos a piplartina para avaliagdo da atividade tripanocida.
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2.3. Consideracdes sobre os ésteres
2.3.1. Propriedades gerais e relevancia econdmica

Esteres sdo compostos organicos derivados de é&cidos carboxilicos que
possuem o grupo acilato (R-COO-R’), sdo abundantemente encontrados na
natureza, geralmente, associados ao odor exalado por flores, frutos, e também séo
encontrados em animais e Oleos vegetais na forma de triglicerideos (OLIVEIRA et
al., 2014).

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas dos ésteres, 0s mesmos tendem
a ter baixa polaridade, de modo que, séo sollveis em diversos solventes organicos e
pouco sollveis em agua, exceto ésteres provindos de acidos carboxilicos e alcoois
de cadeia curta como o formiato de metila (HCO,CH3z) e formiato de etila
(HCO,CH,CH3) (MARTINS, LOPES; ANDRADE, 2013). Além disto, ésteres de
cadeia curta e baixo peso molecular, geralmente, sédo incolores, volateis e possuem
odor agradavel a exemplo do formiato de etila, enquanto ésteres de alto peso
molecular tendem a ser soélidos, com aspecto de po ou cristais e sdo pouco volateis
(COSTA et al., 2004).

Vale salientar, que os ésteres possuem alta importancia econdémica, visto que
sdo amplamente utilizados pelo setor industrial na fabricacdo de polimeros,
cosméticos e pela industria alimenticia na producédo de flavorizantes (COSTA et al.,
2004). No ambito da industria farmacéutica, os ésteres tém sido utilizados no
revestimento de capsulas e também como principios ativos de medicamentos
disponiveis no mercado, como por exemplo, o acido acetilsalicilico utilizado devido a
suas ac¢les anti-inflamatorias; a benzocaina que possui propriedades anestésicas e
a eritromicina, um antibidtico macrolideo utilizado, principalmente, no combate de
infeccbes provocadas por bactérias gram-positivas (CALVALCANTE et al., 2015;
NOVAK; KOVAC, 2015; VIEGAS, BOLZANI, BARREIRO, 2006).

2.3.2. Reac0Oes de obtencéo

Tendo em vista a relevancia dos ésteres em diversos setores industriais, o
desenvolvimento de metodologias eficazes para a producdo destes foram realizadas
ao longo do tempo, de modo que, varias metodologias foram desenvolvidas. No

esquema 1 estdo apresentadas as reagdes de esterificacdo que foram empregadas



neste estudo.
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Esquema 1: ReacgOes para preparacao de ésteres.

o

. L

(In
R

o)

-

R

R OH

x

OH

OH

(o)
H+
+ R'—OH — w
H,O0
Refluxo R OR' + 2
Et;N, Acetona o)
—_—
+ R./\X 60 °C /\
v X
X =Cl, Br R o R
(o)
DCC, DMAP
+ R'—OH R

Legenda: (I) Esterificacdo de Fischer; (I1) Esterificacdo com haletos; (lll) Reacdo de Steglich. Fonte:
Adaptado de NEISES; STEGLICH; CALVALCANTE et al., 2015; MUSKAWAR et al., 2014.

A primeira reacao trata-se da esterificacdo de Fischer (I), também chamada

de catalise acida, que € um dos métodos mais conhecidos para formacdo de

ésteres, o método foi desenvolvido por Fischer e Spear em 1895. A reacdo é

conduzida sob refluxo e utiliza um acido forte como catalisador. Por se tratar de uma

reacao reversivel € necessario adicionar o alcool em excesso para que ocorra 0

deslocamento do equilibrio quimico para a formacédo do produto, geralmente, esta

metodologia resulta em bons rendimentos reacionais (CALVALCANTE et al., 2015).

O mecanismo de reacao proposto esta descrito no esquema 2.
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Esquema 2: Mecanismo de rea¢éo da Esterificacdo de Fischer.

(1) (2) (3)
/\\ H H\ R’
0:

H30+ \\+ |
) = = L
R'—OH
R OH

R OH

Acido carboxilico \/

Prototropismo

‘0
7\ 1 ()
H  H (5)
(6) H\ H\ R
0: . (o H,0 C.O" |
a
R OR’ R OR’ R OH,

Ester

Fonte: Adaptado de CALVALCANTE et al., 2015

A esterificacdo de Fischer é uma reacdo de substituicdo nucleofilica acilica
(SNAc). De acordo com o esquema 2, inicialmente, o catalisador acido protona o
oxigénio da carbonila 1, tornando-a mais suscetivel a ataques nucleofilicos. Deste
modo, um par de elétrons presentes no oxigénio do alcool ataca a carbonila
eletrofilica 2, gerando uma molécula tetraédrica 3. Com isso, ocorre a transferéncia
intramolecular de um proton para uma hidroxila, prototropismo 4, formando uma
molécula de agua (bom grupo abandonador), reestabelecendo a carbonila com a
perda de uma molécula de agua 5. Apds isso, a base conjugada do catalisador capta
0 proton presente no oxigénio da carbonila, formando o éster e restaurando o
catalisador acido 6(CALVALCANTE et al., 2015).

A segunda reacao trata-se da esterificacdo utilizando haletos de alquila e arila
(1N, que, geralmente, € uma reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), ou
seja, € uma reacdo de segunda ordem, logo a velocidade de reacdo depende da
concentracdo do nucledfilo e substrato. Além disso, essa reagdo € favorecida

guando ocorre em carbonos primarios, devido ao menor impedimento estérico, e
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guando o solvente utilizado é aprotico, evitando a solvatagdo do nucledfilo (BOECK
et al., 2005; MUSKAWAR et al., 2014). A proposta de mecanismo de reacdo esta
descrito no esquema 3.

Esquema 3: Mecanismo de reacgdo da Esterificacdo com Haletos de Alquila e Arila.

(1) . (2) X=CI,Br
N
5. et | Et

_ 0:
Et
)k H g
R Oé Acetona, 60°C o NN

Acido carboxilico

Y
— (3) —_
5 @ 6.
1| L
X + g o g R o-->i--x
Ester i H R™ ]

Estado de transigcao

Fonte: Adaptado de BOECK et al., 2005; MUSKAWAR et al., 2014

Com base no esquema 3, primeiramente, o par de elétrons do nitrogénio da
trietilamina ataca o hidrogénio do acido carboxilico 1, formando o sal do acido, que é
um nucledfilo mais forte. Dessa forma, um par de elétrons do oxigénio ataca o
carbono do haleto 2 pelo lado oposto ao grupo abandonador X, ocorrendo a
formacdo do estado de transicdo 3 que resulta na entrada do nucledfilo e saida do
grupo abandonador, havendo a formacdo do éster 4 (BOECK et al.,, 2005;
MUSKAWAR et al., 2014).
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Por fim, a Ultima reacao de esterificacéo utilizada neste estudo foi a reacéo de
Steglich (lll), descrita por Neises e Steglich em 1978. Para isso, utiliza-se um
catalisador nucleofilico, o 4-(dimetilamino)-piridina (DMAP) e o agente de
acoplamento diciclohexilcarbodiimida (DCC), ao decorrer da reacdo ha a formacéao
de um subproduto indesejado a diciclohexiureia (DCU), que pode ser removida
mediante a filtracdo, visto que o solvente usualmente utilizado nestas reacfes € o
diclorometano e o DCU é pouco soltvel neste. Além disso, a reacdo € conduzida sob
agitacdo e temperatura ambiente (LUTJEN et al., 2018; STEGLICH; NEISES, 1978).
O mecanismo proposto para a reacao esté representado no esquema 4.

Com relagdo ao mecanismo da reacao de esterificagdo de Steglich, de acordo
com o esquema 4, inicialmente (etapa 1), o par de elétrons do nitrogénio do DMAP
ataca o hidrogénio do acido carboxilico, resultando em dois produtos ionizados 1 e 2.
Com isso (Etapa 2), um par de elétrons do oxigénio da base conjugada do acido
carboxilico 1 ataca o carbono central do DCC, quebrando uma ligacdo m entre
carbono e nitrogénio 3, logo, um par de elétrons do nitrogénio abstrai o préton do
acido conjugado do DMAP (Etapa 3). Deste modo, o par de elétrons do nitrogénio do
DMAP ataca a carbonila do acido carboxilico (Etapa 4), resultando na formacéo de 4
e 5. Logo (Etapa 5), ocorre a restauracdo da carbonila com a abstracdo do
hidrogénio do alcool, formando um alcéxido (bom nucleéfilo) e DCU, que é o
subproduto da reacédo. Por fim (Etapa 6), o oxigénio do alcoxido ataca a carbonila de
6, resultando na formacé&o do éster e restauracédo do catalisador (DMAP) (LUTJEN et
al., 2018; STEGLICH; NEISES, 1978).
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Esquema 4: Mecanismo da reacgdo de Steglich.
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Fonte: Adaptado de Lutjen et al., 2018; NEISES; STEGLICH, 1978.
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2.4. Relacédo entre estrutura quimica e atividade biologica

Ao longo dos anos, diversas pesquisas realizadas em quimica medicinal
buscam correlacionar a estrutura quimica dos compostos com suas respectivas
atividades biolégicas, tendo em vista que estas interacbes ocorrem por meio de
forcas intermoleculares, ou seja, interacdes hidrofébicas, eletroestaticas,
covalentes, dentre outros (JIN-JUN et al., 2017; LI et al., 2012; LI et al., 2019; BI et
al., 2019). Desse modo, notou-se que variagdes das caracteristicas fisico-quimicas
dos compostos como caracteristicas eletrdnicas, solubilidade, conformacéo
espacial, parametros estéricos, mudancas de substituintes e extensdo da cadeia
carbonica afetavam diretamente a resposta celular (ARROIO, HONORIO; DA
SILVA, 2010; BARREIRO; FRAGA, 2014).

Neste contexto, surgiu o estudo da “relagao estrutura-atividade (REA)” que
busca compreender os efeitos que uma estrutura quimica (ligante) pode
desencadear ao interagir com receptores biolégicos como moléculas proteicas, ex:
enzimas, canais ibnicos, receptores ou acidos nucleicos e outras macromoléculas
biologicas, de modo a compreender os principais fatores que governam esta
interacdo para que ocorra a otimizacdo da resposta biologica (ARROIO,
HONORIO; DA SILVA, 2010; BARREIRO; FRAGA, 2014).

Para compreender a influéncia da estrutura quimica na atividade biolégica,
algumas metodologias sdo realizadas como a analise comparativa de uma colecao
de moléculas, estruturalmente relacionadas, que partem de modificacbes na
estrutura quimica de um composto modelo, com caracteristicas fisico-quimicas e
atividades biologicas conhecidas. Modificagbes no tamanho, conformacao
espacial, insercdo de grupos substituintes e de centros estereogénicos sao
exemplos de alteracdes estruturais, que buscam aperfeicoar a atividade biol6gica
dos compostos, na tentativa de promover aumento da seletividade ao alvo ou até
mesmo reduzir a toxicidade (BARREIRO; FRAGA, 2014, LIMA, 2007).
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3.0. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Com base no exposto, este estudo buscou avaliar a atividade tripanocida de
uma colecdo de treze ésteres analogos a piplartina (01 — 13), estruturalmente
relacionados, partindo do &cido 3,4,5-trimetoxicindmico e estabelecer uma relacéo

estrutura-atividade das substancias avaliadas.

3.2. Objetivos especificos

Preparar os ésteres derivados do acido 3,4,5-trimetoxicinamico;
Avaliar a atividade antiparasitaria dos derivados frente ao Trypanosoma cruzi;

Tracar uma relacao estrutura-atividade das substancias avaliadas;

YV V VYV V

Estabelecer caracteristicas quimicas para o desenvolvimento de agentes

tripanocidas com melhor perfil bioldgico
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4.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Planejamento do estudo

Neste estudo, foram preparados treze ésteres derivados do &cido 3,4,5-
trimetoxicindmico (Figura 5) que foram caracterizados através das técnicas de
Espectroscopia de Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de 'H) e de Carbono Treze (RMN de 3C). Apés a
caracterizacdo, os compostos foram testados frente as formas tripomastigota e
epimastigota do T. cruzi, bem como foi estabelecida a relagéo estrutura-atividade
dos compostos avaliados. O planejamento e o desenvolvimento do estudo

ocorreram conforme o esquema 5.

Esquema 5: Planejamento experimental do estudo.

Preparo dos ésteres derivados do
acido 3,4,5-trimetoxicinamico

Esterificacdo de Reacgdo com haletos

Fischer de alquila e arila Reacdo de Steglich

Testes Tripanocidas

| |

Forma Forma
epimastigota trippmastigota

|

Relacio estrutura-atividade

Fonte: Elaborado pelo autor



BEZERRA FILHO, C. S. M./ RESULTADOS E DISCUSSAO |41

Figura 5: Estrutura quimica dos ésteres preparados.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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4.2. Etapa Quimica
4.2.1 Preparacao dos ésteres andlogos a piplartina

Os ésteres foram obtidos atravées de trés diferentes metodologias:
Esterificacdo de Fischer (DE FARIAS et al., 2016; SILVA et al., 2019); esterificagao
com haletos de alquila e arila (BOECK et al., 2005; LI et al., 2012) e reagéo de
Steglich (LUTJEN et al., 2018; STEGLICH; NEISES, 1978).

Os quatro primeiros ésteres (01- 04) foram preparados por meio da
esterificacdo de Fischer. Os alcoois utilizados nas reac6es foram: metanol, etanol, n-
propanol e alcool isopropilico, o esquema reacional esta descrito abaixo (Esquema
6).

Esquema 6: Reacédo de esterificagcao de Fischer utilizando o acido 3,4,5-trimetoxicindmico e alcoois

alifaticos.
o o
H,CO
H,CO AN H,SO, ~ OR
OH 4+ RoH
Refluxo

H,CO H,CO
OCH,

OCH; Produto reacional

Acido 3,4,5-trimetoxicinamico

(01)R = CH,

(02) R = CH,CH;,
(03) R = CH,CH,CH;,
(04) R = CH(CHj),

. Fonte: Elaborado pelo autor

Com isso, foram obtidos os seguintes ésteres: 3,4,5-trimetoxicinamato de
metila (01), 3,4,5-trimetoxicinamato de etila (02), 3,4,5-trimetoxicinamato de propila
(03) e 3,4,5-trimetoxicinamato de isopropila (04). As reacdes duraram de 6-24 horas
e apresentaram rendimentos que variaram entre 58,8 - 91,1%, tendo o éster 01 com
maior rendimento.

Para a obtencdo da segunda colecdo de ésteres (05 - 07), realizou-se a
reacdo de esterificagdo do acido 3,4,5-trimetoxicindmico com haletos de alquila e

arila. Os haletos empregados neste estudo foram: 1-bromopentano, 1-bromodecano
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e cloreto de 4-metoxibenzila. O esquema reacional est4 descrito abaixo (Esquema
7).

Esquema 7: Reagdo de esterificacéo utilizando o acido 3,4,5-trimetoxicindmico e haletos de alquila e
arila

(0} (o}
H,CO H5CO
X OH |+ XR Acetona, Et;N R OR—| XH
Refluxo
H,CO H,CO
OCH, OCH,3
Acido 3,4,5-trimetoxicinamico X = Br, Cl Produto Reacional

(05) R = Br'(CH2)4CH3
(06) R = Br-(CH,)sCH;
(07)R = cl

H,CO

Fonte: Elaborado pelo autor

Deste modo, foram preparados os ésteres: 3,4,5-trimetoxicinamato de pentila
(05), 3,4,5-trimetoxicinamato de decila (06) e 3,4,5-trimetoxicinamato de 4-
metoxibenzila (07). As reacdes duraram 48 horas e apresentaram rendimentos que
variaram entre 38 - 47,5%, tendo o éster 07 com maior rendimento.

Por fim, o preparo da terceira colecdo de ésteres (08 - 13) ocorreu através da
reacdo de esterificacdo de Steglich utilizando o acido 3,4,5-trimetoxicinamico e 0s
seguintes reagentes: Alcool 3-metoxibenzilico, élcool 4-metilbenzilico, &lcool
benzilico, alcool furfurilico, alcool perilico e (-)-borneol (NEISES; STEGLICH, 1978;
NOBREGA et al., 2019). O esquema 8 ilustra a reacao.
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Esquema 8: Reacgéo de Steglich utilizando o &cido 3,4,5-trimetoxicindmico e os respectivos alcoois.

o (o}
H.CO H;CO
s N on DCC, DMAR "ok + DCU
+ ROH ———>»
CH,CI,
H,CO H,CO
] OCH, OCH;,
Acido 3,4,5-trimetoxicinamico Produto Reacional
OCH, o OH
(08) R = Ho/\©/ aR= ()
HO
(09)R = HO/\©\ (12)R =
HiC  cH,
(10)R = HO/\© 139 R= E%
HO\\\\\ CH,3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Obtendo-se o0s ésteres: 3,4,5-trimetoxicinamato de 3-metoxibenzila (08),
3,4,5-trimetoxicinamato de 4-metilbenzila (09), 3,4,5-trimetoxicinamato de benzila
(10), 3,4,5-trimetoxicinamato de furfurila (11), 3,4,5-trimetoxicinamato de (-)-perila
(12) e 3,4,5-trimetoxicinamato de (-)-bornila (13). As reacdes duraram de 24 - 48
horas e apresentaram rendimentos que variaram entre 26,7 - 62,8%, tendo o éster
09 com maior rendimento.

A tabela 1 contém os principais dados fisico-quimicos e experimentais de
todos os ésteres preparados, incluindo dados reacionais, de purificacdo, rendimento,
ponto de fuséo e fator de retencéo (Rf) em uma mistura de hexano e acetato de etila

(Hex: AcOEt). Dentre os analogos preparados 08, 09 e 12 séo inéditos.
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o
H,CO N ox
H,CO
OCH,
. Derivado do acido 3,4,5-trimetoxicinamico
Ester Radical Férmula Massa Tempo de Purificagdo Massa Rendimento Aspecto Rf (Hex: Ponto de
Molecular Molar Reacéo em Coluna (mg) (%) AcOEt) Fuséo
(g/mol) (h) (Hex:AcOEt) (°C)
01 Metila Ci13H1605 252,26 6 - 96,5 91,1 Solido Branco 0,55 (7:3) 95-96
02 Etila C14H1505 266,29 6 - 92,2 82,5 Solido Branco 0,56 (7:3) 65-66
03 Propila C15H2005 280,32 6 - 94,0 79,9 Soélido Bege 0,58 (7:3) 73-74
04 Isopropila C15H2005 280,32 24 8:2 69,2 58,8 Oleo marrom 0,60 (7:3) -
05 Pentila C17H2405 308,37 48 8:2 54,1 41,9 Soélido Branco 0,65 (7:3) 103-104
06 Decila C,oH3405 378,50 48 9:1 64,2 38,0 Sdélido Branco 0,70 (7:3) 35-36
07 4- C,0H22056 358,39 48 9:1 715 475 Soélido Branco 0,58 (7:3) 70-71
metoxibenzila
08 3- C20H2206 358,39 48 9:1 40,2 26,7 Oleo incolor 0,58 (7:3) -
metoxibenzila

09 4-metilbenzila  CyoH»,05 342,39 24 9:1 90,3 62,8 Oleo incolor 0,62 (7:3) -
10 Benzila C19H2005 328,36 24 9:1 67,0 48,6 Soélido branco 0,55 (7:3) 82-83
11 Furfurila C17H15056 318,32 48 8:2 55,0 41,2 Oleo marrom 0,60 (7:3) -
12 (-)-Perila C22H2505 372,45 24 95:5 74,5 47,6 Oleo incolor 0,70 (7:3) -
13 (-)-Bornila C,,H3005 374,47 24 95:5 72,6 46,2 Oleo incolor 0,72 (7:3) -

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3. Analise espectroscopica dos ésteres obtidos

A caracterizacdo estrutural dos analogos foi estabelecida por meio das
técnicas de Espectroscopia de Infravermelho (1V), Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN de *H) e Carbono Treze (RMN de **C).

4.3.1. Espectroscopia de Infravermelho

Através da técnica de IV é possivel identificar a presenca e/ou auséncia de
grupos funcionais importantes para a identificacdo dos compostos. A tabela 2 revela
os principais dados obtidos pela espectroscopia de infravermelho para os ésteres
preparados.

Ao analisar os espectros obtidos, foi observada a presenca de sinais
semelhantes entre os compostos, identificando sinais norteadores caracteristicos,
como por exemplo: bandas de absorcdo entre 2850-3000 cm™ tocante ao
estiramento C-H sp®; sinais entre 3000-3100 cm™ referentes ao estiramento C-H dos
carbonos sp?, um sinal forte em torno de 1710 cm™ pertencente ao estiramento da
carbonila de ésteres (C=0), vale ressaltar que a diminuicdo dessa frequéncia de
absorcao se da devido a presenca da ligacdo dupla (C=C) conjugada, resultando no
aumento da caracteristica de ligacédo simples da carbonila, algo observado em todos
os compostos. Os sinais aos pares em torno de 1600 e 1475 cm™ sdo referentes ao
estiramento C=C de anéis aromaticos, absorcées intensas em torno de 1250 cm™ e
1100 cm™ sdo tocantes & presenca da ligagcdo C-O e, por fim, sinais por volta de

1580, 1500 e 850 pertencentes ao estiramento de anéis aromaticos.
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Tabela 2: Espectroscopia de infravermelho — estiramentos (V') dos ésteres trimetoxicindmicos em cm™.

v (C-H) s@o

v (C-H) sp®
R = Metila (01) R = Decila (06) R = Furfurila (11)
R = Etila (02) R = 4-Metoxibenzila (07) R = (-)-Perila (12)

R = Propila (03)
R = Isopropila (04)
R = Pentila (05)

R = 3-Metoxibenzila (08)
R = 4-Metilbenzila (09)
R = Benzila (10)

R = (-)-Bornila (13)

Ester V'(C-H) sp? V(C-H) sp*® V(C=0) v(C=C)ar. v(C-O) Ester vBenzeno Trissubstituido
aro.
01 3006 2946; 2838 1697 1634; 1469 1249; 1128 1583; 1505; 818
02 3004 2946; 2838 1702 1636; 1456 1280; 1123 1582; 1504; 827
03 3001 2939; 2840 1707 1640; 1472 1276; 1126 1581; 1505; 846



04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

2982

3006

3001

3036

3002

3010

3021

3002

3006

2941, 2844

2933, 2857

2925; 2857

2942; 2838

2939; 2840

2932; 2837

2935; 2842

2945; 2842

2967; 2838

2956; 2878

1706

1707

1714

1718

1716

1716

1704

1713

1709

1709
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1636; 1467

1636; 1461

1638; 1457

1640; 1467

1636; 1459

1640; 1465

1638; 1472

1638; 1459

1638; 1461

1638; 1459

1276; 1128

1275; 1127

1276; 1126

1278; 1133

1278; 1136

1278; 1136

1276; 1127

1275; 1127

1274; 1128

1276; 1129

1583; 1506; 828

1583; 1508; 820

1584; 1508:; 824

1582; 1515; 817

1584, 1505; 846

1582; 1509; 846

1582; 1506; 827

1583; 1505; 827

1582; 1508; 826

1584, 1508; 828

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C

De acordo com os dados espectroscépicos de RMN de *H (Tabelas 3, 4, 5 e
6) e de °C obtidos (Tabela 7), pode-se confirmar que ocorreu a formacéo dos
ésteres preparados. Os deslocamentos quimicos demonstram que o0s produtos
analogos a piplartina possuem treze hidrogénios em comum, sendo dois
hidrogénios (H-2, H-6) pertencentes ao anel aromatico; dois hidrogénios olefinicos
(H-7, H-8) referentes a cadeia carbénica lateral ligada ao carbono 1 (um) e nove
hidrogénios relacionados as trés metoxilas presentes no anel aromatico (3,4,5-
MeO).

Com relagéo aos sinais comuns para todos analogos (Figura 6), o sinal de
hidrogénio mais desblindado do espectro foi do hidrogénio olefinicos em forma de
dubleto préximo a &y 7,59 ppm (H-7) acoplado ao hidrogénio vizinho que apresenta
um sinal em forma de dubleto em torno de &4 6,33 ppm (H-8), a configuracdo da
ligacdo m é trans, visto que o valor da constante de acoplamento (J) € proximo a
16 Hz. Além disso, ha um sinal em forma de singleto com integral para dois
hidrogénios referentes aos hidrogénios na posicao orto do anel aromatico (H-2, H-
6) proximo a dy 6,75 ppm e, por fim, os hidrogénios das metoxilas (3,4,5-MeO) com

integral para nove que fornecem um singleto em torno de &y 3,87 ppm.

Figura 6: Estrutura em comum dos ésteres analogos a piplartina

OCHj

Fonte: Elaborado pelo autor

No tocante aos dados obtidos dos espectros de RMN de *3C, os analogos
possuem doze carbonos em comum. Um sinal préximo a 6¢ 167,5 ppm atribuido &
carbonila (C=0) dos ésteres formados; um, em torno de &¢ 153,5 ppm pertencente
aos carbonos meta do anel aroméatico (C-3, C-5) ligados a metoxilas; um sinal em

Oc 140,1 ppm referente ao carbono para do anel aromatico (C-4) também ligado a
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metoxila; outro sinal proximo a &¢ 130,0 ppm atribuido ao carbono aromético (C-1)
adjacente ao grupo olefinico; um sinal em torno de &¢ 105,4 ppm pertencente aos
dois carbonos orto do anel aromatico (C-2, C-6). Além disso, ha dois sinais
préximos de &¢ 144,3 e 118,0 ppm atribuidos aos carbonos olefinicos (C-7 e C-8,
respectivamente) e, por fim, os sinais das metoxilas, um em torno de d¢c 61,1 ppm
relacionado a metoxila da posicédo para (em C-4) e um em 56,2 ppm tocante as
metoxilas da posicao meta (ligadas a C-3 e C-5) do anel aromatico. Vale ressaltar
gue a caracterizacdo dos analogos foi feita a partir de comparac6es com dados da

literatura.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos de RMN de ‘H (5H) para os ésteres 01- 04.

H;CO_ 5 6 7\ /1' 6 7 i /&
1 8 o H;CO__ 5 1 \8 o '
Carbonos  wco 4>, 2 01 hco~s 2
OCH, OCH, dcH, 04
5 (ppm) 51 (ppm) 51 (ppm) S (ppm)
1 - - - -
2,6 6,74 (s, 2H) 6,74 (s, 2H) 6,74 (s, 2H) 6,74 (s, 2H)
3,5 - - - -
4 - - - -
7 7,60 (d, J=15,92 Hz, 1H) 7,59 (d, J=15,91 Hz, 1H) 7,58 (d, J=15,90 Hz, 1H) 7,57 (d, J=15,89 Hz, 1H)
8 6,33 (d, J=15,92 Hz, 1H) 6,34 (d, J=15,91 Hz, 1H) 6,34 (d, J=15,90 Hz, 1H) 6,32 (d, J=15,89 Hz, 1H)
3,4,5-MeO 3,87 (s, 9H) 3,87 (s, 9H) 3,87 (s, 9H) 3,87 (s, 9H)
1’ 3,79 (s, 3H) 4,25 (g, J =7,13 Hz, 2H) 4,16 (t, J = 6,73 Hz, 2H) 5,16 — 5,10 (m, 1H)
2 - 1,34 (t, J =7,13 Hz, 3H) 1,74 - 1,67 (m, 2H) 1,31 (d, J= 6,26 Hz, 3H)
3’ - -

0,99 (t, J = 7,41 Hz, 3H)

1,31 (d, J= 6,26 Hz, 3H)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 4: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (5H) para os ésteres 05 - 07.

' . . 9 6 7 . .
H,;CO ' '
\ O/\'/\/\,/\'/\ ‘ 3 5 \ o 1 3

Carbonos 2 o z 40 10 S L e
06 H,C07 4™y, 6 Z oc;3
OCH;,4
07

- &1 (ppm) 51 (ppm) S (PPm)

2,6 6,74 (s, 2H) 6,74 (s, 2H) 6,73 (s, 2H)

3,5 - - -
4 - - -
7 7,57 (d, J=15,89 Hz, 1H) 7,58 (d, J=15,90 Hz, 1H) 7,61 (d, J=15,92 Hz, 1H)
8 6,33 (d, J=15,89 Hz, 1H) 6,34 (d, J=15,90 Hz, 1H) 6,37 (d, J=15,92 Hz, 1H)

3,4,5-MeO 3,87 (s, 9H) 3,87 (s, 9H) 3,87 (s, 9H)

1 4,18 (t, J = 6,70 Hz, 2H) 4,20 (t, J =6,74 Hz, 2H) -

2’ 1,71 — 1,66 (m, 2H), 1,73 — 1,66 (m, 2H) 7,35 (d, J= 8,67 Hz, 1H)
3 1,40 - 1,33 (m, 2H) 1,40 — 1,26 (m, 2H) 6,91 (d, J=8,67 Hz, 1H)
4 1,40 - 1,33 (m, 2H) 1,40 — 1,26 (m, 2H) -

5 0,91 (t, J=6,25 Hz , 3H) 1,40 — 1,26 (m, 2H) 6,91 (d, J=8,67 Hz, 1H)
6’ 1,40 — 1,26 (m, 2H) 7,35 (d, J= 8,67 Hz, 1H)
7 1,40 — 1,26 (m, 2H) 5,18 (s, 2H)

8’ 1,40 — 1,26 (m, 2H) 3,81 (s, 3H)

o’ 1,40 — 1,26 (m, 2H)

10° 0,87 (t, J= 6,61 Hz, 3H)

Fonte: Elaborado pelo autor
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0/'\©3VOCH3
Carbonos & 5 4
08
&x (ppm) & (ppm) 6+ (ppm)
1 - - -
2,6 6,75 (s, 2H) 6,74 (s, 2H) 6,75 (s, 2H)
3,5 - - -
4 - - -
7 7,64 (d, J=15,90 Hz, 1H) 7,63 (d, J=15,92 Hz, 1H) 7,64 (d, J=15,90 Hz, 1H)
8 6,40 (d, J=15,90 Hz, 1H) 6,38 (d, J=15,92 Hz, 1H) 6,40 (d, J=15,90 Hz, 1H)
3,4,5-MeO 3,88 (s, 9H) 3,87 (s, 9H) 3,88 (s, 9H)
1’ - - -
2 7,02 - 6,95 (m, 1H) 7,19 (d, J= 7,82 Hz, 1H) 7,43 —7,37 (m, 1H)
3 - 7,32 (d, J= 7,98 Hz, 1H) 7,43 —7,37 (m, 1H)
4 6,90 - 6,86 (m, 1H) - 7,43 —7,37 (m, 1H)
5 7,31 (t, J=7,9 Hz, 1H) 7,32 (d, J= 7,98 Hz, 1H) 7,43 —7,37 (m, 1H)
6’ 7,02-6,95 (m, 1H) 7,19 (d, J= 7,82 Hz, 1H) 7,43 —7,37 (m, 1H)
7 5,22 (s, 2H) 5,21 (s, 2H) 5,25 (s, 2H)
8 3,83 (s, 3H) 2,36 (s, 3H)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (3H) para os ésteres 11 — 13,

o
6 7
H;CO_ 5 N
Carbonos L 0
H;CO™ 4 2 HiCO 5 2 7\ o
OCH, 12 8
HCO™ 475
OCH,4
5. (ppm) 5. (ppm) 5 (ppm)
1 - - -
2,6 6,74 (s, 2H) 6,75 (s, 2H) 6,76 (s, 2H)
3,5 - - -
4 - - -
7 7,62 (d, J=15,91 Hz, 1H) 7,60 (d, J=15,90 Hz, 1H) 7,59 (d, J=15,90 Hz, 1H)
8 6,38 — 6,35 (M, 1H) 6,36 (d, J=15,90 Hz, 1H) 6,36 (d, J=15,90 Hz, 1H)
3,4,5-MeO 3,86 (s, 9H) 3,88 (s, 9H) 3,88 (s, 9H)
1’ - - -
2’ 6,38 — 6,35 (M, 1H) 5,80 (s, 1H) 5,02 (ddd, J=9,9; 3,4; 2,1 Hz, 1H)
3 6,46 — 6,45 (m, 1H) 2,15 (m, 2H) 2,48 — 2,37 (m, 1H)
1,05 (dd, J= 16,1; 6,5 Hz, 1H)
4 7,45 - 7,44 (m, 1H) 2,02 (m, 1H) 1,71 (t, J= 4,5 Hz, 1H)
5’ 5,19 (s, 2H) 1,86 (m, 1H) 1,81 - 1,74 (m, 1H)
1,52 (m, 1H) 1,30 — 1,25 (m, 1H)
6’ 2,15 (m, 2H) 2,10 — 2,01 (m, 1H)
1,40 — 1,32 (m, 1H)
7 4,60 (s, 2H) -
8’ - 0,88 (s, 3H)
9’ 1,74 (s, 3H) 0,90 (s, 3H)
10’ 4,72 (s, H-10’, 2H) 0,95 (s, 3H)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 7: Assinalamentos de RMN de **C (5C) dos ésteres obtidos (1 — 13).

Carbono 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
S [ [ [ S S S S S S S S S
1 130,0 130,3 130,21 130,2 130,21 130,1 130,0 130,0 130,0 129,9 129,9 130,1 130,2
2,6 105,4 105,7 105,3 105,3 105,3 105,4 1054 1054 105,4 105,3 105,5 105,4 105,4
3,5 153,5 153,8 153,5 153,5 153,5 153,6 153,6 153,6 153,3 153,5 153,6 153,6 153,6
4 140,3 140,5 140,2  140,1 140,2 140,2 140,3 140,3 140,3 140,2 140,4  140,3  140,2
7 144.,9 144.8 144,7  144,4 1446 1447 1451 1453 1451 145,2 1455 1449 1443
8 117,1 118,0 117,6  118,2 117,6 117,7 117,4 1172 117,4 117,1 116,9 1175  118,2
3,5-MeO 56,3 56,5 56,2 56,3 56,2 56,3 56,3 56,2 56,3 56,2 56,3 56,3 56,3
4-MeO 61,1 61,3 61,0 61,1 61,0 61,1 61,1 61,1 61,1 61,0 61,1 61,1 61,1
C=0 167.,4 167,2 167,2 166,6 167,1 167,2 166,9 166,8 166,9 166,8 166,6 167,0 167,4
1’ 51,8 60,9 66,3 67,9 64,8 64,9 128,3 137,7 133,1 136,1 149,7 132,8 49,1
2 - 14,7 22,2 22,1 28,5 32,1 130,3 114,0 128,6 128,3 110,7 126,0 80,2
3 - - 10,6 22,1 28,2 29,7 114,1 1599 129,4 128,6 110,8 30,6 37,0
4 - - - - 22,4 29,5 159,8 113,8 138,4 127,0 143,5 41,0 45,1
5’ - - - - 14,0 295 114,1 129,8 129,4 128,6 58,3 27,5 27,4
6’ - - - - - 289 130,3 120,6 128,6 128,3 - 26,6 28,2
T - - - - - 28,9 66,4 664 66,5 66,4 - 68,7 48,0
8’ - - - - - 26,2 555 554 21,3 - - 149,7 19,9
9’ - - - - - 22,8 - - - - - 20,8 19,0
10’ - - - - - 14,3 - - - - - 108,9 13,7

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.4. Avaliacdo da atividade tripanocida dos analogos a piplartina (01 — 13).

4.4.1. Avaliacédo tripanocida frente as formas epimastigota e tripomastigota do

T. cruzi

Inicialmente, os ésteres preparados foram submetidos a testes in vitro
utilizando a técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocos para a avaliacdo da
atividade tripanocida frente a forma evolutiva epimastigota em diferentes
concentragbes (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 ug/mL). Em seguida, os
compostos com melhor atividade foram testados frente a forma tripomastigota de T.
cruzi. Em ambos os ensaios, foram calculados os valores de Clso (concentracéo
capaz de inibir o crescimento de 50% das células do parasito); considera-se que um
composto tem atividade tripanocida quando Clsg < 40 yM (JONES et al., 2013). Os

resultados estdo expressos na tabela 8.

Ao analisar a atividade biolégica de compostos frente a patdogenos que
atingem o ser humano é importante que a citotoxicidade dos mesmos seja
investigada frente a células de mamiferos para que seja calculada a seletividade dos
compostos. Dessa forma, foram feitos ensaios de toxicidade in vitro em células
epiteliais renais obtidas de macaco LLC-MK2 (Rhesus monkey kidney), utilizando
diferentes concentracdes dos compostos (25-200 ug/mL) e foi calculado o indice de
seletividade (IS) através da razéo entre a CCsy (concentragéo capaz de promover
citotoxicidade em 50% das células hospedeiras LLC-MK2) e a Clsp, de modo que, os
compostos foram considerados seletivos para o parasito quando IS 210 (JONES et

al., 2013). Os resultados estdo expressos na tabela 9.

Com isso, foi feita uma analise das caracteristicas quimicas que podem
influenciar a atividade biolégica dos compostos, visto que a colecdo de substancias
preparadas € estruturalmente relacionada, havendo variagdes no substituinte ligado
ao oxigénio da funcdo éster. Enquanto, a estrutura cindmica trimetoxilada foi
mantida. Dessa forma, os resultados aqui expressos podem servir de referéncia para

o desenvolvimento de novos prototipos tripanocidas com melhor perfil biolégico.

De acordo com os resultados observados na tabela 8, adotou-se, inicialmente,
o composto 01 como esqueleto base de comparacao para ésteres de cadeia alifatica
por apresentar uma estrutura mais simples, visto que, possui apenas um carbono na

cadeia lateral. O 01 apresentou Clso de 124,9+36,6 uM frente a forma epimastigota
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do parasito e ao compara-lo com o analogo com radical etila (02) nota-se que houve
diminuicdo da poténcia (321,83+72,89 yM) em contraste com os resultados obtidos
por Lima e colaboradores (2016), em que o cafeato de etila apresentou Clsy de 18,27
MM frente a forma amastigota do parasito (LIMA et al., 2016). A presenca de
hidroxilas fendlicas neste derivado pode ter contribuido para o melhor perfil
antiparasitario em comparacdo com 01, além de eventuais diferencas na abordagem

metodoldgica do teste bioldgico.

Além disso, os analogos que possuem trés carbonos na cadeia lateral 03
(propila) e 04 (isopropila) apresentaram Clso de 321,42+105,95 uyM e 265,77+59,22
MM, respectivamente, logo se percebe que o aumento da cadeia carbobnica lateral
em até trés carbonos reduz drasticamente a atividade tripanocida de derivados
trimetoxicinamicos. Em adicéo, a insercéo de dez carbonos ao oxigénio do éster (06)
aboliu a atividade tripanocida, visto que néo foi possivel determinar a Clso do

composto na concentracdo maxima testada.

Todavia, 0 aumento da cadeia carbdnica com a introducéo do radical pentila
(05) promoveu aumento da acdo antiparasitaria (Clsp = 65,50£7,13 uM) quando
comparado ao 01, esses resultados corroboram com o estudo desenvolvido por
Lopes e colaboradores (2019), onde o p-cumarato de pentila apresentou Clsyo de 5,16
MM frente a forma epimastigota do T. cruzi, em comparacdo com o p-cumarato de
metila (Clsp = 601 pM). Deste modo, pode-se concluir que a substituicdo do anel
aromatico trimetoxilado por um anel aromatico para hidroxilado potencializa a

atividade tripanocida.

Ao analisar analogos que possuem anel aromatico como substituinte, utilizou-
se o composto 10 (3,4,5-trimetoxicinamato de benzila) como base de comparacao
para os demais ésteres, visto que ndo possui substituintes no anel. O 10 apresentou
Clsp de 121,66%+42,73 pM frente a forma epimastigota e ao compara-lo com os
compostos substituidos 07 (4-metoxibenzila), 08 (3-metoxibenzila) e 09 (4-
metilbenzila) (Clsp = 157,37£38,50 pM, 112,36+11,72 pM e 180,49+30,73 uM,
respectivamente) nota-se que nao houve diferencas significativas da bioatividade
frente a forma epimastigota do parasito. Entretanto, frente a forma tripomastigota, a
auséncia de substituintes no anel aromatico resultou em boa atividade tripanocida,
visto que o composto 10 exibiu Clsp de 40,75+12,36 uM, além disso, apresentou

seletividade ao parasito, com valor de IS = 13,4.
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Com relacdo aos ésteres derivados de monoterpenos (12 e 13), o derivado
perilico (12) foi o que apresentou melhor atividade com valores de Clsp = 188,16+
68,63 M e 103,96+13,51 uM frente a forma epimastigota e tripomastigota,
respectivamente. Entretanto, foram os compostos que apresentaram o maior indice
de toxicidade com valores de IS = 1,5 e 0,5, respectivamente, frente a forma

epimastigota do parasito.

O derivado 11, que possui o radical furfuril, foi o que apresentou melhor
atividade biolégica frente a forma epimastigota (Clsp = 28,211£5,34 pM) e com
atividade tripanocida semelhante a piplartina (21,0 uM), vale salientar que ambas as
substancias apresentam um atomo eletronegativo como heteroatomo em um sistema
ciclico, que pode contribuir na potencializagcdo da bioatividade, neste mesmo estudo
o medicamento de referéncia, benzonidazol, apresentou Clsy de 42,7 uM
(COTINGUIBA et al., 2009), além disso, 11 apresentou alto indice de seletividade (IS
> 22,2) e nao foi possivel determinar com precisdo a CCsp, pois 0 composto néo
apresentou toxicidade na maior concentracdo testada. Frente as células
tripomastigotas, a Clso foi de 47,02+8,70, ndo havendo diferenca significativa em
comparacao com 10, além de apresentar IS semelhante (>13,4). Deste modo, foram
realizados mais testes com este composto para averiguar o possivel mecanismo de

acao tripanocida.
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Tabela 8: Atividade tripanocida dos compostos 01 — 13 frentes a cepa Y de T. cruzi.

o

H;CO N ox
H,CO
OCH;
Derivado do acido 3,4,5-trimetoxicinamico
Epimastigota Tripomastigota
Ester Radical Clso (ug/mL) Clso (MM) Clso (ug/mL) Clso (M)
01 Metila 31,5+9,23 124,9 + 36,6 - -
02 Etila 85,68 + 19,41 321,83 £ 72,89 - -
03 Propila 90,1 + 29,7 321,42 + 105,95 - -
04 Isopropila 74,5+ 16,6 265,77 59,22 - -
05 Pentila 20,2 +2,2 65,50 £7,13 - -
06 Decila n* n* - -
07 4-metoxibenzila 56,4 +13,8 157,37 = 38,50 - -
08 3-metoxibenzila 40,27 £ 4,2 112,36 £11,72 64,44 + 19,01 179,80 + 53,04
09 4-metilbenzila 61,80 + 10,52 180, 49+ 30,73 39,92 + 7,34 123,06 + 21,44
10 Benzila 39,99 + 14,03 121,66 + 42,73 13,38 £ 4,06 40,75+ 12,36
11 Furfurila 8,98+ 1,70 28,21 + 5,34 14,97 £ 2,77 47,02 + 8,70
12 (-)-Perila 70,08 + 25,56 188,16 + 68,63 38,72 £ 5,03 103,96 + 13,51
13 (-)-Bornila 155,1 +43,8 414,19 + 116,97 - -

Legenda: n* = N&o foi possivel determinar a Clsq. Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 9: Citotoxicidade dos compostos 01 — 13 frentes a linhagem LLC-MK2.
o

H,CO N or
H;CO
OCH;
Derivado do acido 3,4,5-trimetoxicinamico
LLCK-MK2 indice de Seletividade
Ester Radical CCsp (pg/mL) CCso (M) Epimastigota Tripomastigota
01 Metila 126,4 + 25,4 501,1 £ 100,7 4,01 -
02 Etila > 200,0 >751,1 >2,3 -
03 Propila 147,5 £ 15,6 526,2 + 55,6 1,6 -
04 Isopropila > 200,0 >713,5 >2,7 -
05 Pentila > 200,0 > 648,6 >9,9 -
06 Decila > 200,0 >528,4 n* -
07 4-metoxibenzila 196,2 + 26,6 547,4 + 74,2 3,5 -
08 3-metoxibenzila 100,3 + 21,7 279,9 £ 60,5 2,5 1,6
09 4-metilbenzila 182,8 £ 23,7 533,9 £ 69,2 3,0 4,6
10 Benzila 183,0+ 47,8 557,3 £ 125,0 4,6 13,7
11 Furfurila > 200,0 > 628,3 > 22,2 > 13,4
12 (-)-Perila 105,9+13,8 284,3 + 37,1 15 2,7
13 (-)-Bornila 71,2+12,7 190,1 + 33,9 0,5 -

Legenda: n* = N&o foi possivel determinar a Clsq. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.2. Analise de espécies reativas de oxigénio citoplasméticas

Para auxilio da determinacdo do mecanismo de acdo de 11, avaliou-se o
aumento da concentracdo de EROs no interior das células epimastigotas de T. cruzi,
através de técnicas fluorescentes utilizando diacetato de 2’,7’—diclorofluoresceina
(DCFH-DA)(CHEN et al., 2010). Os resultados estéo ilustrados nas figuras 7 e 8.

Figura 7: Histograma de intensidade de marcacdo com DCFH-DA.
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Legenda: DCFH-DA = Diacetato de 2’-7’-diclorofluoresceina. Grupos experimentais: controle — preto;
11 157 yM — cinza escuro; 11 324 uM — cinza claro.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8: Efeito de 11 sobre a produgéo de espécies reativas citoplasmaticas
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Com base nas figuras 7 e 8, foi observado que houve aumento da
fluorescéncia relativa em ambos 0s grupos tratados quando comparado com O
controle (CT). O resultado indica que 11 induz stress oxidativo ao parasito, atraves
do aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio, semelhante a piplartina que
possui efeito tripanocida através da inducédo do estresse oxidativo (VIEIRA et al.,
2018).

4.4.3. Avaliagéo do potencial transmembranico mitocondrial

Em adicdo, foi avaliada a capacidade de lesdo mitocondrial exercida por 11
sobre o parasito, através do ensaio de potencial transmembranico mitocondrial
(A¥Wm) utilizando o corante fluorescente rodamina 123 (Rho 123) (JOHNSON;
WALSH, CHEN, 1980; POKORNY et al., 2014). Os resultados estdo expostos nas
figuras 9 e 10.

Figura 9: Histograma de intensidade de marcacdo com Rho 123
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Legenda: Rho123 = Rodamina 123. Grupos experimentais: controle — preto; 11 157 uM — cinza
escuro; 11 324 uM — cinza claro.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10: Efeito de 11 sobre o potencial transmembranico mitocondrial em epimastigotas de T. cruzi.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com as figuras 9 e 10, conclui-se que 11 promoveu reducédo do
acumulo de rodamina no espaco intermembranico da mitocondria, indicando leséo
mitocondrial, esses dados ajudam a explicar os possiveis mecanismos tripanocidas
promovidos por 11, resultados semelhantes foram obtidos através do tratamento das
formas epimastigotas com o p-cumarato de pentila, ambos derivados cinamicos
(LOPES et al., 2019).
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5.0. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente estudo foi possivel preparar treze ésteres analogos a piplartina
(01 - 13), estruturalmente relacionados; as reagdes ocorreram em uma Unica etapa
através de trés metodologias distintas. Os melhores rendimentos obtidos foram dos
ésteres preparados a partir da esterificacdo de Fischer e todos os compostos foram
caracterizados por meio das técnicas de espectroscopia de infravermelho e por RMN
de 'H e **C.

Na avaliacédo da atividade tripanocida dos treze compostos frente ao T. cruzi,
o composto com radical furfurila (11), que possui um oxigénio como heteroatomo em
um sistema ciclico, foi o derivado que apresentou atividade em ambas as formas do
parasito com valores de Clsp = 28,21+5,34 uM e 47,0248,70 uM, frente as formas
epimastigota e tripomastigota, respectivamente, além disso, apresentou alto indice
de seletividade ao parasito (IS > 10). O mecanismo de acao tripanocida foi elucidado
e ocorre através da inducdo de estresse oxidativo e lesdo mitocondrial das células
do parasito.

Em relacdo as caracteristicas estruturais que influenciam a bioatividade dos
esteres, foi observado que o aumento da cadeia alquilica reduziu a atividade
tripanocida, exceto para o derivado pentilico (05) que foi cerca de duas vezes mais
potente que o derivado metilico (01). Além disso, a insercdo de metoxilas e metilas
nos derivados benzilicos (07, 08 e 09) ndo promoveram alteracdes significativas da
atividade tripanocida quando comparado com 10 (sem substituintes no anel
aromatico) frente a forma epimastigota. Entretanto, frente a forma tripomastigota 10
apresentou boa atividade tripanocida (Clsp = 40,75£12,36 pM) e alto indice de
seletividade (IS = 13,7), ao contrario dos derivados benzilicos substituidos.

Com isso, conclui-se que foi possivel estabelecer caracteristicas quimicas
gue podem servir de referéncia para o desenvolvimento de novos prototipos
tripanocidas com melhor perfil biolégico e outros estudos poderdo ser realizados
com 0s compostos 10 e 11 para pesquisa de novos farmacos com atividade

tripanocida.
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6.0. PARTE EXPERIMENTAL - QUIMICA

6.1. Substancias, materiais e métodos utilizados no preparo dos ésteres

Os experimentos quimicos para o preparo dos derivados do acido 3,4,5-
trimetoxicindmico foram conduzidos no Laboratério de Quimica Farmacéutica (LQF)
da Universidade Federal da Paraiba (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas —
Centro de Ciéncias da Saude).

Os reagentes utilizados no estudo apresentavam alto grau de pureza e foram
obtidos de empresas como a Sigma Aldrich, Neon, Dinamica, dentre outros. Para a
preparacdo dos ésteres, foram utilizados 10 (dez) alcoois e 3 (trés) haletos que
foram submetidos a reacdes com o acido 3,4,5-trimetoxicinamico. Na figura 11 estdo

dispostos os alcoois e haletos de alquila e arila utilizados neste estudo.
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Figura 11: Alcoois e haletos utilizados para o preparo de analogos sintéticos da piplartina
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.2. Métodos cromatogréficos

Para realizar a purificacdo das substancias preparadas foi feita a técnica
de cromatografia de adsor¢cdo em coluna (CC) utilizando silica gel 60 ART 7734
da MERK (contendo particulas com dimensdes que variam de 0,063 a 0,200 nm)
como fase estacionaria, havendo como suporte colunas de vidro cilindricas.
Enquanto a fase mével foi preparada através de uma mistura entre hexano e
acetato de etila (Hex:AcOEt) com gradiente crescente de polaridade.

Todas as etapas reacionais foram monitoradas através da técnica de
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), em cromatofolhas de
aluminio contendo silica gel 60 F254 como fase estacionaria e utilizando uma
mistura entre hexano e acetato de etila em diferentes propor¢cées como fase
movel. A visualizacdo das placas cromatograficas ocorreu através da irradiacao
em camara de luz ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm e utilizando
revelador quimico de H,SO, a 5% em etanol, utlizando o aparelho
MINERALIGHT, modelo UVGL-58.

6.3. Métodos espectroscopicos
6.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear

Os compostos obtidos foram caracterizados através de espectros de RMN
de 'H e RMN de *¥C. Os equipamentos utilizados para as anélises foram
espectrometros da Mercury-Varian operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C), e
Varian-RMN- System operando a 500 MHz (*H) e 125 MHz para (**C); ambos os
equipamentos estéo localizados no Laboratério Multiusuério de Caracterizagao e
Anélise (LMCA/UFPB).

Os ésteres foram previamente solubilizados em CDCIl; da MERK. Os
deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Adotou-se como referéncia de
RMN de 'H os sinais caracteristicos dos hidrogénios presentes nas fracées néo
deuteradas do cloroférmio (&8H = 7,26 ppm), enquanto que para os espectros de
RMN de *3C, utilizou-se como referéncia os sinais do cloroférmio (6C = 77,20
ppm). Os desdobramentos provenientes do espectro de RMN de 'H foram

indicados de acordo com as convencgodes: s (Singleto), d (dubleto), dd (duplo
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dubleto), t (tripleto), g (quarteto), quint (quinteto), sext (sexteto), sept (septeto), m
(multipleto).

Para a anélise dos espectros de RMN de *3C foi realizada a técnica de
APT (Attached Proton Test) no qual os sinais dos carbonos quaternarios e
metilénicos se localizam na mesma face do espectro enquanto os sinais de

carbonos metinicos e metilicos encontram-se na face oposta.

6.3.2. Espectroscopia de Infravermelho

Os compostos preparados também foram identificados através da técnica
de IV, utilizando o espectrofotdmetro por transformada de Fourier modelo Cary
630, da fabricante Agilent Technologies, localizado no Laboratério Analitico
Multiusuario (CCS-UFPB). Para a realizacédo da técnica, prepararam-se pastilhas
de brometo de potassio (KBr) contendo 1 mg de cada composto, as pastilhas
foram formadas com o auxilio de uma prensa hidraulica e a frequéncia foi

medida em cm™.

6.4. Ponto de Fusao

Para a analise do ponto de fusédo dos derivados preparados, utilizou-se a
placa de aquecimento de um aparelho da Microquimica Equipamentos LTDA,
modelo MQAPF 302, localizada no Laboratorio de Quimica Farmacéutica (CCS-

UFPB). A faixa de temperatura do aparelho varia entre 10-350°C.

7.0. PARTE EXPERIMENTAL - BIOLOGICA
7.1. Local de Trabalho

Os testes biologicos foram realizados no Laboratério de Bioprospeccgao
Farmacéutica e Bioguimica Clinica do Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas da Universidade Federal do Ceara, sob supervisdo da professora Dra.

Alice Maria Costa Martins

7.2. Linhagens Celulares

Neste estudo, foram utilizadas linhagens imortalizadas de células epiteliais
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renais obtidas de macaco LLC-MK2 (Rhesus monkey kidney) e também as formas

epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y.

7.3. Ensaio de citotoxicidade in vitro em células LLC-MK?2

Para a realizacao dos testes de citotoxicidade, utilizou-se o ensaio do 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT). As células LLC-MK2 foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), em seguida,
foram expostas aos andlogos em diferentes concentracbes (25-200 pg/mL) e
incubadas por 24 horas a 37°C. Com isso, adicionou-se MTT (Amresco, Solon, Ohio,
USA; 5 mg/mL) e as células foram incubadas por 4 horas, quando foi adicionado
10% de dodecil sulfato de sodio (Vetec, Sdo Paulo, Brasil) para solubilizar o
formazan. As medidas da viabilidade celular foram realizadas em um leitor de
microplacas (Biochrom® Asys Expert Plus) no comprimento de onda de 570 nm e a
CCso foi definida. Para o célculo da viabilidade celular relativa utilizou-se como
controle negativo células tratadas apenas com solucao salina tamponada de fosfato
(PBS) estérii no meio. Os experimentos foram conduzidos em triplicatas
(MOSMANN, 1983).

7.4. Avaliacdo da atividade tripanocida in vitro em cepas Y de T. cruzi
7.4.1. Ensaio em formas epimastigotas de T. cruzi

Inicialmente, os Trypanosoma cruzi foram cultivados na forma epimastigotas e
distribuidos em placas de 96 pocos a uma densidade de 10° células/mL, em meio
LIT (Liver infusion tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1%
de antibiético. Em seguida, as células foram tratadas com os analogos a piplartina,
em diferentes concentracfes (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 ug/mL) e incubadas
a 28°C por 24 horas. Para quantificar a inibicdo de crescimento dos parasitos foi
utilizada uma camara de Neubauer (RODRIGUES et al., 2014) e a Clsq foi definida.
Para o calculo da viabilidade celular relativa utilizou-se como controle negativo
epimastigotas tratadas apenas com PBS estéril no meio (viabilidade de 100%). Os

experimentos foram conduzidos em triplicatas.

7.4.2. Ensaio em formas tripomastigotas de T. cruzi
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Primeiramente, obtiveram-se as formas tripomastigotas através da infeccéo
de células LLC-MK2 com o parasito, deste modo, as células foram incubadas por 24
horas em frascos T-25/75cm? a 37 °C em atmosfera com 5% de CO, em meio
DMEM (Vitrocell, Sdo Paulo, Brasil) suplementado com 2% de SFB e 1% de
antibidtico. Posteriormente, as formas tripomastigotas foram distribuidas em placas
de 96 pocos e tratadas com os analogos a piplartina em diferentes concentracdes
(200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 pg/mL) e incubadas a 37°C por 24 horas. A
avaliacdo da viabilidade celular foi feita por contagem e a Clsg foi definida (MEIRA et
al. 2015). Para o calculo da viabilidade celular relativa utilizou-se como controle
negativo células tratadas apenas com PBS estéril no meio (viabilidade de 100%). Os

experimentos foram realizados em triplicatas.

7.5. Analise de espécies reativas de oxigénio citoplasmaticas

Avaliou-se 0 aumento da concentracdo de EROs no citoplasma de células
epimastigotas tratadas com 11 utilizando DCFH-DA, molécula capaz de atravessar
membranas em que, uma vez no meio intracelular, sofre clivagem por esterases
citoplasmaticas formando o DCFH (forma reduzida de 2’-7’-diclorofluoresceina) que
€ incapaz de atravessar membranas. Deste modo, o DCFH interage com EROs
citoplasmaticas formando o DCF (forma oxidada de 2’-7’-diclorofluoresceina) que
emite fluorescéncia verde, de modo que, a intensidade da fluorescéncia €
diretamente proporcional a concentracdo citoplasmatica de EROs (CHEN et al.,

2010). O esquema 9 ilustra as reacfes envolvendo o DCFH-DA.

Esquema 9: Reac¢bes envolvendo o DCFH-DA.
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Fonte: Adaptado de DIKALOV, GRIENDLING, HARRISON, 2007.

O procedimento experimental foi realizado da seguinte forma: Foram

adicionadas 10° células epimastigotas/mL em placas de 24 pocos na presenca de 11
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(157 uM e 324 uM). Apés 3 horas, adicionou-se 10 pL de uma solucdo contendo
DCFH-DA (2 mM em dimetilsuféxido), obtendo-se 20 uM de concentracao final. Apds
24 horas, as células foram centrifugadas (2800 RPM por 7 minutos), lavadas com
PBS e ressuspensas em 500 pL de PBS para andlise em citdmetro de fluxo.

Com isso, o nivel de marcacdo em cada grupo foi analisado pela média
geométrica da intensidade de fluorescéncia (KESSLER et al., 2013) e os resultados
foram expressos como intensidade relativa de fluorescéncia, segundo a seguinte

formula:

mTESTE

Fluorescéncia relativa = mMCONTROLE

Onde:
MTESTE = média geométrica do grupo analisado;

MCONTROLE = valor médio da média geométrica do grupo controle.

7.6. Avaliacdo do potencial transmembréanico mitocondrial

O potencial transmembranico mitocondrial foi averiguado através da utilizacao
do corante fluorescente rodamina 123 (Rhol123) (figura 12) (JOHNSON; WALSH,
CHEN, 1980; POKORNY et al., 2014)

Figura 12: Estrutura quimica da rodamina 123.
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Fonte: JOHNSON et al., 1980.

A Rho123 é um corante lipofilico e catibnico que, normalmente, se acumula

no espaco intermembréanico da mitocéndria devido a afinidade pelos ions H*, quando
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ha reducéo da concentracéo de fons H" no espaco intermembranico, o acimulo de
Rho123 diminui. Deste modo, alteracbes no AWm podem ser medidas através da
reducdo da fluorescéncia verde emitida pela Rhol23 (ZHANG et al.,, 2011). O

mecanismo de marcagdo mitocondrial esta ilustrado na figura 13.

Figura 13: Mecanismo de marcag&o mitocondrial utilizando a Rho123.

.
Difusdo passiva
Extracelular < de Rhol23
auk r
Eﬂu.\o de Rhol23
Intracelular <
Ligagdo daRhol23
a membrana
mitocondnal
.

Fonte: LOPES et al., 2019.

Inicialmente, adicionou-se 11 (157 e 324 pM) e formas epimastigotas (10°
células/mL) em placas de 24 pocos. Apos 24 horas, as células foram centrifugadas e
lavadas com PBS. Posteriormente, as células foram ressuspensas em 100 pL de
PBS e adicionou-se 5 pL de solucdo de Rhol123 (200 pg/mL em etanol absoluto),
com concentracao final de 10 pg/mL. Com isso, as amostras foram incubadas no
escuro por 30 minutos, lavadas com PBS e ressuspensas em PBS (500 pL/tubo)
para analise por citometria de fluxo (SAMPAIO et al., 2016). Os resultados foram
avaliados pela intensidade relativa de fluorescéncia, calculado conforme descrito

anteriormente.
7.7. Andlise Estatistica

Para andlise estatistica utilizou-se o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Os valores foram expressos como média * erro
padrdao médio (E.P.M) e os dados foram calculados usando a analise de variancia
unidirecional (ANOVA), seguida pelo pdés-teste de Dunnett. A significancia foi

definida como * p <0,05.
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8.0. PREPARAQAO DOS ANALOGOS SINTETICOS DA PIPLARTINA
8.1. Preparacdo da primeira colecéo de ésteres (01- 04)

Esquema 6: Reacéo de esterificacao de Fischer utilizando o acido 3,4,5-trimetoxicindmico e alcoois

alifaticos.
(o)
o
H,CO
H5CO AN H,SO, ~ OR
OH 4 RoOH
Refluxo
H,CO H,CO
OCH,
QC!-I3 . C A Produto reacional
Acido 3,4,5-trimetoxicinamico
(01) R = CH;

(02) R = CH,CH,
(04) R = CH(CH,),

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os ésteres foram preparados conforme o seguinte procedimento geral: Em
um baldo de fundo chato de 50 mL, adicionou-se 0,1g de acido 3,4,5-
trimetoxicinamico (0,42 mmol) e 20 mL do respectivo alcool, em seguida, foi
adicionado de forma lenta 0,2 mL de H,SO,4 concentrado. Deste modo, a reacao foi
conduzida sob refluxo e agitacdo magnética por 6 a 24 horas. Todas as etapas de
reacado foram monitoradas por CCDA (DE FARIAS et al., 2016; SILVA et al., 2019).
Apo6s o término da reacao, o alcool foi removido parcialmente sob pressao reduzida,
em seguida, transferiu-se o produto para um funil de separacéo e realizou-se uma
extracdo com 10 mL de agua destilada e (3 x 10 mL) de acetato de etila, separando-
se a fase organica da fase aquosa. A fase organica foi tratada com (3 x 10 mL)
bicarbonato de so6dio (NaHCO3) a 5%, a fim de eliminar o residuo do acido organico,
em seguida, lavou-se a fase organica com 10 mL de 4gua destilada e por fim, secou-
se com sulfato de sédio anidro (Na,SO,) e filtrou-se o produto reacional. Para a
purificacdo do éster 04 foi necessério realizar uma cromatografia de adsorcdo em
coluna em silica gel 60, utilizando como fase mével uma mistura de hexano e
acetato de etila com gradiente crescente de polaridade, procedimento acompanhado
por CCDA (DE FARIAS et al., 2016; SILVA et al., 2019).
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8.2. Dados espectroscopicos dos ésteres 01 — 04

8.2.1. 01: 3,4,5-trimetoxicinamato de metila

o)
6 ! T
1 8
H,CO™ 4 2
OCH,

Aspecto: Sélido branco;

Rendimento: 91,1% (96,5 mg);

Ponto de Fusao: 95-96°C (lit. 95-98°C, KUMAR et al., 2005);

Tempo de Reacao: 6 horas; Fator de Retencao: 0,55 (7:3 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 500 MHz): 8H 7,60 (d, H-7, J=15,92 Hz, H=1), 6,74 (s, H-2; H-6,
H=2), 6,33 (d, H-8, J=15,92 Hz, H=1), 3,87 (s, 3,4,5-MeO; H=9), 3,79 (s, H-1’, H=3)
RMN *3C (CDCls, 125 MHz): 5C 167,4 (C=0); 153,5 (C-3, C-5); 144,9 (C-7); 140,3
(C-4); 130,0 (C-1); 117,1 (C-8); 105,4 (C-2, C-6); 61,1 (C4-MeO); 56,3 (C3-MeO,C5-
MeO); 51,8 (C-1)

IV vmax (KBr, cm™): 3006 (C-H sp?):; 2946, 2838 (C-H sp®); 1697 (C=0); 1634,
1469 (C=C); 1583, 1505, 818 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1249,
1128 (C-O éster) (KUMAR et al., 2005);

3
3

1583

1006
Bab -

crs TR

1249

3400 3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700 2600 2500 2400 2300 2200 2100 2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500
1iem

Espectro 1: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (01).
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Espectro 2: Espectro de RMN de *H (500MHz, CDCl,) do 3,4,5-trimetoxicinamato de metila (01).
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Espectro 3: Expanséo do espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de
metila (01).
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Espectro 4: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de metila
(01).
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8.2.2. 02: 3,4,5-trimetoxicinamato de etila

Aspecto: Sélido branco;

Rendimento: 82,5% (92,2 mg);

Ponto de Fuséo: 65-66°C (lit. 68-69°C, JUNG et al., 2013)

Tempo de Reacdao: 6 horas; Fator de Retencao: 0,56 (7:3 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 500 MHz): 8H 7,59 (d, H-7, J=15,91 Hz, H=1), 6,74 (s, H-2; H-6,
H=2), 6,34 (d, H-8, J=15,91 Hz, H=1), 4,25 (q,H-1’, J= 7,13 Hz, H=2); 3,87 (s, 3,4,5-
MeO, H=9), 1,34 (t, H-2’, J =7,13 Hz, H=3)

RMN *3C (CDCls, 125 MHz): 8C 167,2 (C=0); 153,8 (C-3,C-5); 144,8 (C-7); 140,5
(C-4); 130,3 (C-1); 118,0 (C-8); 105,7 (C-2, C-6); 61,3 (C4-MeO) 60,9 (C-1); 56,5
(C3-MeO, C5-Me0); 14,7 (C-2')

IV vmax (KBr, cm™): 3004 (C-H sp?); 2946, 2838 (C-H sp®); 1702 (C=0); 1636,
1456 (C=C); 1582, 1504, 827 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1280,
1123 (C-O éster) (JUNG et al., 2013).

0
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3741

3004
2980
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2838
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131 6-
1280
1
1
1040
29E
8275
6096

1636

1702
1123

3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700 2600 2500 2400 2300 2200 2100 2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 8O0 700 600
fem

Espectro 5: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de etila (02).
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8.2.3. 03: 3,4,5-trimetoxicinamato de propila

H,CO” 4

Aspecto: Sélido bege;

Rendimento: 79,9% (94,0 mg);

Ponto de Fuséo: 73-74 °C (lit. 58°C, KUMAR et al., 2005);

Tempo de Reacao: 6 horas; Fator de Retencao: 0,58 (7:3 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 8H 7,58 (d, H-7, J=15,90 Hz, H=1), 6,74 (s, H-2; H-6,
H=2), 6,34 (d, H-8, J=15,90 Hz, H=1), 4,16 (t,H-1’, J=6,73 Hz, H=2); 3,87 (s, 3,4,5-
MeO, H=9), 1,74-1,67 (m, H-2’, H=2), 0,99 (t, H-3’, J = 7,41 Hz, H =3)

RMN *3C (CDCls, 100 MHz): 5C 167,2 (C=0); 153,5 (C-3, C-5); 144,7 (C-7); 140,2
(C-4); 130,1 (C-1); 117,6 (C-8); 105,3 (C-2, C-6); 66,3 (C-1"); 61,0 (C4-MeO); 56,2
(C3-MeO, C5-Me0); 22,2 (C-2’); 10,6 (C-3’)

IV vmax (KBr, cm™): 3001 (C-H sp?); 2939, 2840 (C-H sp®); 1707 (C=0); 1640,
1472 (C=C); 1581, 1505, 846 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1276,
1126 (C-O éster) (KUMAR et al., 2005).
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Espectro 9: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de propila (03).
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8.2.4. 04: 3,4,5-trimetoxicinamato de isopropila

Aspecto: Oleo marrom;

Rendimento: 58,8% (69,2 mg);

Tempo de Reacao: 24 horas; Fator de Retencéao: 0,60 (7:3 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 8H 7,57 (d, H-7, J=15,89 Hz, H=1), 6,74 (s, H-2; H-6,
H=2), 6,32 (d, H-8, J=15,89 Hz, H=1), 5,16 — 5,10 (m, H-1’, H=1); 3,87 (s, 3,4,5-MeO,
H=9), 1,31 (d, H-2’; H-3’, J=6,26 Hz, H=6)

RMN *3C (CDCls, 100 MHz): 5C 166,6 (C=0); 153,5 (C-3, C-5); 144,4 (C-7); 140,1
(C-4); 130,2 (C-1); 118,2 (C-8); 105,3 (C-2, C-6); 67,9 (C-1"); 61,1 (C4-MeO); 56,3
(C3-MeO, C5-Me0); 22,1 (C-2’, C-3’)

IV vmax (KBr, cm™): 2982 (C-H sp?); 2941, 2844 (C-H sp®); 1706 (C=0); 1636,
1467 (C=C); 1583, 1506, 828 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1276,
1128 (C-O éster) (NOBREGA et al., 2018).
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Espectro 13: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de isopropila (04).
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Espectro 14: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de isopropila
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8.3. Preparacdo da segunda colecé&o de ésteres (05- 07)

Esquema 7: Reacéo de esterificagdo utilizando o &cido 3,4,5-trimetoxicinamico e haletos de alquila e

arila.

? (o)

HsCO H,CO

N OH + XR  Acetona, Et;N X 0R+ XH
Refluxo
H,CO H,CO
OCH, OCH,

Acido 3,4,5-trimetoxicindmico X =Br, CI Produto Reacional

(05) R = Br-(CH,),CHj;
(06) R = Br-(CH,)qCHj;
(07)R = cl

H,CO

Fonte: Elaborado pelo autor

Em um baldo de fundo chato de 50 mL, adicionou-se 0,1 g (0,42 mmol) do
acido 3,4,5-trimetoxicinamico e 0,43 mmol do haleto correspondente, dissolvendo-os
em 5 mL de acetona anidra na presenca de 1,68 mmol de trietilamina. A reacao
ocorreu durante 48 horas e foi conduzida sob refluxo e agitacdo magnética. As
etapas de reacdo foram monitoradas por meio de CCDA (BOECK et al., 2005; LI et
al., 2012). Apés o término da reacdo, a acetona foi removida sob pressao reduzida,
em seguida, o conteudo foi vertido em um funil de separacéo, onde foi realizada a
extracdo com 10 mL de agua destilada e (3 x 10mL) diclorometano. Com isso, a fase
organica foi tratada com (3 x 10 mL) NaHCO3; a 5%, a fim de eliminar o acido
restante, em seguida lavou-se a fase organica com 10 mL de agua destilada e por
fim, a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e filtrada. Apds a extragao,
evaporou-se 0 solvente sob pressdo reduzida e o produto foi purificado por
cromatografia de adsor¢cdo em coluna em silica gel 60, utilizando como fase moével
uma mistura de hexano e acetato de etila com gradiente crescente de polaridade,
procedimento acompanhado por CCDA (BOECK et al., 2005; LI et al., 2012).
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8.4. Dados espectroscopicos dos ésteres 05 — 07

8.4.1. 05: 3,4,5-trimetoxicinamato de pentila

H3CO 5
H,cO” 4

Aspecto: Sélido branco

Rendimento: 41,9% (54,1 mg)

Ponto de Fus&o: 104-105 °C (lit. 105-106°C, NOBREGA et al., 2018);

Tempo de Reacao: 48 horas; Fator de Retencéao: 0,65 (7:3 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 500 MHz): 8H 7,57 (d, H-7, J=15,89 Hz, H=1), 6,74 (s, H-2; H-6,
H=2), 6,33 (d, H-8, J=15,89 Hz, H=1), 4,18 (t, H-1’, J= 6,70 Hz, H=2); 3,87 (s, 3,4,5-
MeO, H=9), 1,71 — 1,66 (m, H-2’, H=2), 1,40 — 1,33 (m, H-3’, H-4’, H=4), 0,91 (t, H-5’,
J=6,25 Hz, H=3)

RMN **C (CDCls, 125 MHz): 8C 167,1 (C=0); 153,5 (C-3, C-5); 144,6 (C-7); 140,2
(C-4); 130,1 (C-1); 117,6 (C-8); 105,3 (C-2, C-6); 64,8 (C-1’); 61,0 (C4-MeO); 56,2
(C3-MeO, C5-Me0); 28,5 (C-2); 28,2 (C-3’); 22,4 (C-4’); 14,0 (C-5)

IV vmax (KBr, cm™): 3006 (C-H sp?); 2933, 2857 (C-H sp?); 1707 (C=0); 1636,
1461 (C=C); 1583, 1508, 820 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1275,
1127 (C-O éster) (NOBREGA et al., 2018).
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Espectro 17: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de pentila (05).
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Espectro 18: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCI®) do 3,4,5-trimetoxicinamato de pentila (05).
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Espectro 19: Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de
pentila (05).
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Espectro 20: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de pentila
(05).
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8.4.2. 06: 3,4,5-trimetoxicinamato de decila

(o]
7 1l ] U v ]

H3CO__ 5 8 N /\/3\/5\/7\/9\

1 8 o 2 4 6’ 8’ 10'

2

4
H,;CO 3
OCH;

Aspecto: Sélido branco

Rendimento: 38% (64,2 mg)

Ponto de Fus&o: 35-36°C (lit. 37-38°C, NOBREGA et al., 2018)

Tempo de Reacao: 48 horas; Fator de Retencao: 0,70 (7:3 Hex/AcOEY);
RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 8H 7,58 (d, H-7, J=15,90 Hz, H=1), 6,74 (s, H-2; H-6,
H=2), 6,34 (d, H-8, J=15,90 Hz, H=1), 4,20 (t,H-1’, J=6,74 Hz, H=2); 3,87 (s, 3,4,5-
MeO, H=9), 1,73 — 1,66 (m, H-2’, H=2), 1,40 — 1,26 (m, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’, H-7’, H-
8’, H-9', H=14), 0,87 (t, H-10’, J= 6,61 Hz, H=3)

RMN *3C (CDCls, 100 MHz): 5C 167,2 (C=0); 153,6 (C-3, C-5); 144,7 (C-7); 140,2
(C-4); 130,1 (C-1); 117,7 (C-8); 105,4 (C-2, C-6); 64,9 (C-1"); 61,1 (C4-MeO); 56,3
(C3-MeO, C5-Me0); 32,1 (C-27); 29,7 (C-3’); 29,5 (C-4’, C-5"); 28,9 (C-6’, C-T7’); 26,2
(C-8); 22,8 (C-9’); 14,3 (C-10’)

IV vmax (KBr, cm™): 3001 (C-H sp?); 2925, 2857 (C-H sp®); 1714 (C=0); 1638,
1457 (C=C); 1584, 1508, 824 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1276,
1126 (C-O éster) (NOBREGA et al., 2018).
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Espectro 21: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de decila (06).
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Espectro 22: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de decila (06).
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Espectro 23: Expansédo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do 3,4,5-trimetoxicinamato de

decila (06).
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8.4.3. 07: 3,4,5-trimetoxicinamato de 4-metoxibenzila
7 7 2'
H3CO_ 5 2 AN 1 3
1
8 . 4'
H,CO™ 4 2 6 OCH,

3 5' '
OCH; 8

Aspecto: Sélido branco

Rendimento: 47,5% (71,5 mg)

Ponto de Fuséo: 70-71 °C (lit. 65-67°C, ZHAO et al., 2019)

Tempo de Reacao: 48 horas Fator de Retencao: 0,58 (7:3 Hex/AcOEt)
RMN 'H (CDCls, 500 MHz): 8H 7,61 (d, H-7, J=15,92 Hz, H=1), 7,35 (d, J= 8,67, H-
2’, H-6’, H=2), 6,91 (d, J= 8,67, H-3’, H-5’, H=2), 6,73 (s, H-2; H-6, H=2), 6,37 (d, H-8,
J=15,92 Hz, H=1), 5,18 (s, H-7’, H=2), 3,87 (s, 3,4,5-MeO; H=9), 3,81 (s, H-8, H=3)
RMN *C (CDCl3, 125 MHz): 8C 166,9 (C=0); 159,8 (C-4’); 153,6 (C-3, C-5); 145,1
(C-7); 140,3 (C-4); 130,3 (C-2, C-6’);130,0 (C-1); 128,3 (C-1"); 117,4 (C-8); 114,1 (C-
3’, C-5); 105,4 (C-2, C-6); 66,4 (C-7’); 61,1 (C4-MeO); 56,3 (C3-MeO, C5-MeO);
55,5 (C-8).

IV vmax (KBr, cm™): 3036 (C-H sp?); 2942, 2838 (C-H sp®); 1718 (C=0); 1640,
1467 (C=C); 1582, 1515, 817 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1278,
1133 (C-O éster) (ZHAO et al., 2019).

8
7
7
. H;CO Sy 0/\@\

&

= HyCO 0CH;
N 0CH,

s
0
S
kN
5

20
15

0

B184—

Transmitancia (%)

3036 ——
793,09 -

2099

10

2838 ——
1
1347 ———

2042——
1040——
8405 —

1420 ———
1310
@173

1ABT -

-10

2989

1582~ 1 -
1515
1278
1245
R —
133 —

1718 -

-15

3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 500
1fem

Espectro 25: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de 4-metoxibenzila
(07).
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Espectro 26: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de 4-

metoxibenzila (07).
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Espectro 27: Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de

4-metoxibenzila (07).
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metoxibenzila (07).
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8.5. Preparacao daterceira colecdo de ésteres (08 - 13)

Esquema 8: Reacgéo de Steglich utilizando o &cido 3,4,5-trimetoxicindmico e os respectivos alcoois.

o o
H,CO H,CO
3 RN OH DCC, DMAR ~ OR ,
+ ROH ———>» DCU
CH,Cl,

H,CO H;CO

. OCH; OCH;,4

Acido 3,4,5-trimetoxicinamico Produto Reacional

(08) R = HO

OCH;, o OH

o

(09) R = HO
HiC  cH,
(10)R = HOA@ (13)R = E&
HO™ CH,

Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente, em um baldo de fundo chato de 50 mL foram adicionados 0,1 g
(0,42 mmol) do acido 3,4,5-trimetoxicinamico, 0,54 mmol dos respectivos alcoois,
0,015 g de DMAP e 6,3 mL de diclorometano, apés 5 minutos foi adicionado 0,11 g
de DCC (0,54 mmol), a reacao foi conduzida sob agitacdo magnética e temperatura
ambiente por 24-48 horas (NEISES; STEGLICH, 1978; NOBREGA et al., 2019).

Apés este periodo, removeu-se parcialmente o solvente sob pressao reduzida,
em seguida, o produto reacional foi filtrado, cerca de trés vezes, para a remoc¢ao do
DCU (pouco solavel em diclorometano). Com isso, o conteudo filtrado foi vertido em
funil de separacdo para extracdo com 10 mL de &gua destilada e 10 mL de
diclorometano (3x), havendo a separacdo da fase organica. Entdo, a fase organica
foi tratada com 10 mL de bicarbonato de sodio 5%, em seguida, foi adicionado 10
mL de agua destilada a fase organica. Por fim, secou-se a fase organica com sulfato
de sadio anidro e filtrou-se. Com isso, o solvente foi removido sob pressédo reduzida
e o produto reacional foi purificado em coluna de silica gel 60, para a fase movel foi
feito uma mistura de hexano e acetato de etila com gradiente crescente de
polaridade. Monitorou-se a purificagdo e todas as etapas da reacdo por meio de
CCDA (STEGLICH; NEISES, 1978; NOBREGA et al., 2019).
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8.6. Dados espectroscépicos dos ésteres 08 — 13

8.6.1. 08: 3,4,5-trimetoxicinamato de 3-metoxibenzila

Aspecto: Oleo incolor

Rendimento: 26,7% (40,2 mg)

Tempo de Reacao: 48 horas; Fator de Retencao: 0,58 (7:3 Hex/AcOEv);
RMN *H (CDCls, 400 MHz): 8H 7,64 (d, H-7, J=15,90 Hz, H=1), 7,31 (t, J= 7,9 Hz, H-
5’, H=1), 7,02 - 6,95 (m, H-2’, H-6’, H=2), 6,90 — 6,86 (m, H-4’, H=1), 6,75 (s, H-2; H-
6, H=2), 6,40 (d, H-8, J=15,90 Hz, H=1), 5,22 (s, H-7’, H=2), 3,88 (s, 3,4,5-MeO;
H=9), 3,83 (s, H-8’, H=3)

RMN **C (CDCl3, 100 MHz): 5C 166,8 (C=0); 159,9 (C-3’); 153,6 (C-3, C-5); 145,3
(C-7); 140,3 (C-4); 137,7 (C-1"); 130,0 (C-1); 129,8 (C-5’); 120,6 (C-6’); 117,2 (C-8);
114,0 (C-2’); 113,8 (C-4’); 105,4 (C-2, C-6); 66,4 (C-7’); 61,1 (C4-MeO); 56,2 (C3-
MeO, C5-Me0); 55,4 (C-8’)

IV vmax (KBr, cm™): 3002 (C-H sp?); 2939, 2840 (C-H sp®); 1713 (C=0); 1636,
1459 (C=C); 1584, 1505, 846 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1278,
1136 (C-O éster)
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Espectro 29: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de 3-metoxibenzila
(08).
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Espectro 30: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de 3-

metoxibenzila (08).
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Espectro 31: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de

3-metoxibenzila (08).
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Espectro 32: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl3) do 3,4,5-trimetoxicinamato de 3-

metoxibenzila (08).
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8.6.2. 09: 3,4,5-trimetoxicinamato de 4-metilbenzila

Aspecto: Oleo incolor

Rendimento: 62,8% (90,3 mg)

Tempo de Reacao: 24 horas; Fator de Retencao: 0,62 (7:3 Hex/AcOEv);
RMN *H (CDCls, 500 MHz): 8H 7,63 (d, H-7, J=15,92 Hz, H=1), 7,31 (d, H-3’, H-5,
J=7,98 Hz, H=2), 7,19 (d, J= 7,82 Hz, H-2’, H-6’, H=2) 6,74 (s, H-2; H-6, H=2), 6,38
(d, H-8, J=15,92 Hz, H=1), 5,21 (s, H-7’, H=2), 3,87 (s, 3,4,5-MeO; H=9), 2,36 (s, H-
8’, H=3)

RMN *3C (CDCls, 125 MHz): 5C 166,9 (C=0); 153,3 (C-3, C-5); 145,1 (C-7); 140,3
(C-4); 138,3 (C-4’); 133,1 (C-1’); 130,0 (C-1); 129,4 (C-3’, C-5’); 128,6 (C-2’, C-6’);
117,4 (C-8); 105,4 (C-2, C-6); 66,5 (C-7’); 61,1 (C4-MeO); 56,3 (C3-MeO, C5-MeO);
21,3 (C-8)

IV vmax (KBr, cm™): 3010 (C-H sp?); 2932, 2837 (C-H sp®); 1716 (C=0); 1640,
1465 (C=C); 1582, 1509, 846 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1278,
1136 (C-O éster)

Transmitancia (%)
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Espectro 33: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de 4-metilbenzila (09).
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Espectro 34: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCl3) do 3,4,5-trimetoxicinamato de 4-metilbenzila
(09).
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Espectro 35: Expansdo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de
4-metilbenzila (09).
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Espectro 36: Espectro de RMN de “*C-APT (125 MHz, CDCl3) do 3,4,5-trimetoxicinamato de 4-
metilbenzila (09).
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8.6.3. 10: 3,4,5-trimetoxicinamato de benzila

Aspecto: Sélido branco

Rendimento: 48,6% (67,0 mg)

Ponto de Fuséo: 82-83 °C (lit. 85-86°C, KATRITZKY et al., 2001)

Tempo de Reacao: 24 horas; Fator de Retencao: 0,55 (7:3 Hex/AcOEv);
RMN *H (CDCls, 400 MHz): 8H 7,64 (d, H-7, J=15,90 Hz, H=1), 7,43 — 7,37 (m, H-2,
H-3', H-4’, H-5', H-6’, H=5), 6,75 (s, H-2; H-6, H=2), 6,40 (d, H-8, J=15,90 Hz, H=1),
5,25 (s, H-7’, H=2), 3,88 (s, 3,4,5-MeO; H=9).

RMN *3C (CDCIs, 100 MHz): 5C 166,8 (C=0); 153,5 (C-3, C-5); 145,2 (C-7); 140,2
(C-4); 136,1 (C-1’); 129,9 (C-1); 128,6 (C-3’, C-5); 128,3 (C-2’, C-6'), 127,0 (C-4'),
117,1 (C-8); 105,3 (C-2, C-6); 66,4 (C-7"); 61,0 (C4-MeO); 56,2 (C3-MeO, C5-MeO).
IV vmax (KBr, cm™): 3021 (C-H sp?); 2935, 2842 (C-H sp®); 1704 (C=0); 1638,
1472 (C=C); 1582, 1506, 827 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1276,
1127 (C-O éster) (KATRITZKY et al., 2001).
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Espectro 37: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de benzila (10).
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Espectro 38

: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de benzila (10).
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Espectro 39: Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de

benzila (10).
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Espectro 40: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl3) do 3,4,5-trimetoxicinamato de benzila

(10).
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8.6.4. 11: 3,4,5-trimetoxicinamato de furfurila

Aspecto: Oleo marrom

Rendimento: 41,2% (55,0 mg)

Tempo de Reacao: 48 horas Fator de Retencéo: 0,6 (7:3 Hex/AcOEv);
RMN *H (CDCls, 500 MHz): 8H 7,62 (d, H-7, J=15,91 Hz, H=1), 7,45 — 7,44 (m, H-4,
H=1) 6,74 (s, H-2; H-6, H=2), 6,46 — 6,45 (m, H-3’, H=1), 6,38 — 6,35 (m, H-2’, H-8,
H=2), 5,19 (s, H-5’, H=2), 3,86 (s, 3,4,5-MeO, H=9).

RMN *C (CDCl3, 125 MHz): 8C 166,6 (C=0); 153,6 (C-3, C-5); 149,7 (C-1’); 145,5
(C-7); 143,5 (C-4’); 140,4 (C-4); 129,9 (C-1); 116,9 (C-8); 110,8 (C-3’); 110,7 (C-2);
105,5 (C-2, C-6); 61,1 (C4-MeO); 58,3 (C-5’); 56,3(C3-MeO, C5-MeO).

IV vmax (KBr, cm™): 3002 (C-H sp?); 2945, 2842 (C-H sp®); 1713 (C=0); 1638,
1459 (C=C); 1583, 1505, 827 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1275,
1127 (C-O éster) (NOBREGA et al., 2019).
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Espectro 41: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de furfurila (11).
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Espectro 42: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de furfurila (11).
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Espectro 43: Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de
furfurila (11).
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Espectro 44: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de furfurila
(12).




BEZERRA FILHO, C. S. M./ PARTE EXPERIMENTAL |109

8.6.5. 12: 3,4,5-trimetoxicinamato de (-)-perila

6 7

H,CO™ 4

OCH,

Aspecto: Oleo incolor

Rendimento: 47,6% (74,5 mg)

Tempo de Reacao: 24 horas Fator de Retencéao: 0,7 (7:3 Hex/AcOEv);
RMN 'H (CDCls, 400 MHz): d8H 7,60 (d, H-7, J=15,90 Hz, H=1), 6,75 (s, H-2; H-6,
H=2), 6,36 (d, J= 15,90 Hz, H-8, H=1), 5,80 (sl, H-2’, H=1), 4,72 (s, H-10’, H=2), 4,60
(s, H-7’, H=2), 3,88 (s, 3,4,5-MeO, H=9), 2,15 (m, H-3a’, H-3'b, H-6’a, H-6b, H=4),
2,02 (m, H-4’, H=1), 1,86 (m, H-5'a, H=1), 1,74 (s, H-9’, H=3), 1,52 (m, H-5'b, H=1).
RMN **C (CDCl3, 100 MHz): 8C 167,0 (C=0); 153,6 (C-3, C-5); 149,7 (C-8'); 144,9
(C-7); 140,3 (C-4); 132,8 (C-1"); 130,1 (C-1); 126,0 (C-27); 117,5 (C-8); 108,9 (C-10’);
105,4 (C-2, C-6); 68,7 (C-7’); 61,1 (C-4-MeO); 56,3 (C3-MeO, C5-Me0); 41,0 (C-4);
30,6 (C-3’); 27,5 (C-5); 26,6 (C-6’); 20,8 (C-9').

IV vmax (KBr, cm™): 3006 (C-H sp?); 2967, 2838 (C-H sp®); 1709 (C=0); 1638,
1461 (C=C); 1582, 1508, 826 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1274,
1128 (C-O éster).
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Espectro 45: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de perila (12).
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Espectro 46: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de perila (12).
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Espectro 47: Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do 3,4,5-trimetoxicinamato de
perila (12).
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Espectro 48: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de perila

(12).
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8.6.6. 13: 3,4,5—trimetoxicinamato de (-)-bornila

Aspecto: Oleo incolor

Rendimento: 46,2% (72,6 mg)

Tempo de Reacao: 24 horas Fator de Retencéo: 0,7 (7:3 Hex/AcOEv);
RMN 'H (CDCls, 400 MHz): 8H 7,59 (d, H-7, J=15,90 Hz, H=1), 6,76 (s, H-2; H-6,
H=2), 6,36 (d, J= 15,90 Hz, H-8, H=1), 5,02 (ddd, J= 9,9; 3,4; 2,1 Hz, H-2’, H=1),
3,88 (s, 3,4,5-Me0O, H=9), 2,48 — 2,37 (m, H-3a, H=1), 2,10 — 2,01 (m, H-6a, H=1),
1,81 — 1,74 (m, H-5a, H=1), 1,71 (t, J= 4,5 Hz, H-4, H=1), 1,40 — 1,32 (m, H-6b,
H=1), 1,30 — 1,25 (m, H-5b, H=1), 1,05 (dd, J= 16,1; 6,5 Hz, H-3'b, H=1), 0,95 (s, H-
10’, H=3), 0,90 (s, H-9’, H=3), 0,88 (s, H-8’, H=3)

RMN *3C (CDCls, 100 MHz): 5C 167,4 (C=0); 153,6 (C-3, C-5); 144,3 (C-7); 140,2
(C-4); 130,2 (C-1); 118,2 (C-8); 105,4 (C-2, C-6); 80,2 (C-2"); 61,1 (C4-MeO); 56,3
(C3-MeO, C5-Me0); 49,1 (C-1’); 48,0 (C-7’); 45,1 (C-4’); 37,0 (C-3’); 28,2 (C-6); 27,4
(C-5); 19,9 (C-8’); 19,0 (C-9); 13,7 (C-10’).

IV vmax (KBr, cm™): 2956, 2878 (C-H sp?); 1709 (C=0); 1638, 1459 (C=C); 1584,
1508, 828 (Benzeno assimetricamente trissubstituido); 1276, 1129 (C-O éster)
(NOBREGA et al., 2019).
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Espectro 49: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxicinamato de bornila (13).
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Espectro 50: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de bornila (13).
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Espectro 51: Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxicinamato de
bornila (13).
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Espectro 52: Expansédo do espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls3) do 3,4,5-trimetoxicinamato de
bornila (13).
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Espectro 53: Espectro de RMN de **C-APT (100 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxicinamato de bornila
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