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RESUMO

As doencas negligenciadas afetam quase dois bilhdes de pessoas no mundo, sendo o
Brasil um dos paises mais acometidos devido a elevada prevaléncia destas patologias.
Em adicéo, as infeccdes por Candida é motivo de preocupacdo devido ao aumento da
resisténcia microbiana aos antifingicos. Portanto, é imprescindivel a busca por novos
candidatos a farmacos para o tratamento destas infeccdes. O presente estudo apresentou
0 objetivo de preparar e avaliar a atividade antiparasitaria e antifingica de uma cole¢édo
de derivados do &cido salicilico. A colecdo de vinte e cinco compostos derivados do
acido salicilico foram preparados atraves de reacdo de esterificacdo de Fischer, reacédo
de Mitsunobu, reacdo de substituicdo nucleofilica com haleto de alquila e reacdo de
Schotten-Baumann, obtendo-se seis produtos inéditos. As estruturas dos derivados
sintéticos foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho, RMN de *H e *C,
DEPT 135 e espectrometria de massas de alta resolucdo. Os compostos foram
submetidos a avaliacdo bioldgica frente a espécies do género Candida e doze derivados
avaliados in vitro contra Leishmania braziliensis, Trypanosoma cruzi e Plasmodium
falciparum. Na investigagdo da atividade antiflngica utilizou-se o método de
microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM) e
verificacdo do provavel mecanismo de acdo antifingico do composto com melhor
bioatividade. O composto com melhor perfil antifangico foi o N-cicloexil-2-
hidroxibenzamida (15) com CIM de 125 pg/mL frente a C. albicans ATCC 90028, C.
albicans CBS 5602 e C. krusei CBS 573; e CIM = 250 pug/mL contra C. tropicalis CBS
94, sugerindo que salicinamida com anel alifatico de seis membros pode potencializar
essa bioatividade. No estudo do modo de acdo em membrana ou parede celular fungica
de 15, observou-se que o composto ndo interage diretamente com o ergosterol presente
na membrana plasmatica ou com a parede celular flngica, o que evidencia que seu
mecanismo de acdo seja através de outros alvos biologicos. Enquanto a analise in silico
sugeriu um mecanismo de acao antifingico multialvo. A atividade citotoxica dos doze
compostos foi avaliada pela viabilidade da linhagem celular promonocitica humana U-
937 (ATCC CRL-1593.2TM) via o método de MTT. O ensaio tripanocida,
leishmanicida e antiplasmadico foi realizado frente as formas epimastigotas de T. cruzi,
em amastigotas intracelulares de L. braziliensis e culturas assincronizadas de P.
falciparum 3D7, respectivamente, com determinanacdo da ECsy dos compostos. Em
geral, os compostos avaliados apresentaram valores de LCs, elevados no ensaio de
citotoxicidade e baixa atividade antiparasitaria. Os dados demonstrados neste estudo
podem ser utilizados em futuras pesquisas no desenvolvimento de produtos com
potencial bioatividade antiparasitaria e antifingica.

Palavras-chave: acido salicilico, parasitologia, antifungico, modelagem molecular.



ABSTRACT

Neglected diseases affect almost two billion people in the world, with Brazil being one
of the most affected countries due to the high prevalence of these pathologies. In
addition, Candida infections are a cause for concern due to increased microbial
resistance to antifungals. Therefore, it is essential to search for new drug candidates for
the treatment of these infections. The present study aimed to prepare and evaluate the
antiparasitic and antifungal activity of a collection of salicylic acid derivatives. The
collection of twenty-five compounds derived from salicylic acid were prepared using
the Fischer esterification reaction, Mitsunobu reaction, nucleophilic substitution
reaction with alkyl halide and Schotten-Baumann reaction, obtaining six new products.
The structures of the synthetic derivatives were characterized by infrared spectroscopy,
'H and *C NMR, DEPT 135 and high resolution mass spectrometry. The compounds
were subjected to biological evaluation against species of the genus Candida and twelve
derivatives evaluated in vitro against Leishmania braziliensis, Trypanosoma cruzi and
Plasmodium falciparum. To investigate the antifungal activity, the broth microdilution
method was used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and verify
the probable mechanism of antifungal action of the compound with the best bioactivity.
The compound with the best antifungal profile was N-cyclohexyl-2-hydroxybenzamide
(15) with an MIC of 125 pg/mL against C. albicans ATCC 90028, C. albicans CBS
5602 and C. krusei CBS 573; and MIC = 250 pg/mL against C. tropicalis CBS 94,
suggesting that salicylamide with a six-membered aliphatic ring can enhance this
bioactivity. In the study of the mode of action on the membrane or fungal cell wall of
15, it was observed that the compound does not interact directly with the ergosterol
present in the plasma membrane or with the fungal cell wall, which shows that its
mechanism of action is through other biological targets. While in silico analysis
suggested a multi-target antifungal mechanism of action. The cytotoxic activity of the
twelve compounds was evaluated by the viability of the human promonocytic cell line
U-937 (ATCC CRL-1593.2TM) via the MTT method. The trypanocidal, leishmanicidal
and antiplasmodial assay was carried out against the epimastigote forms of T. cruzi, in
intracellular amastigotes of L. braziliensis and asynchronous cultures of P. falciparum
3D7, respectively, with determination of the ECsy of the compounds. In general, the
compounds evaluated showed high LCs, values in the cytotoxicity assay and low
antiparasitic activity. The data demonstrated in this study can be used in future research
into the development of products with potential antiparasitic and antifungal bioactivity.

Keywords: salicylic acid, parasitology, antifungal, molecular docking.
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1. INTRODUCAO

Um problema de satide que vem emergindo ao decorrer dos anos € o crescimento
de infeccBes causadas por espécies de Candida, que apresenta altas taxas de mortalidade
e altos custos para 0s governos e o setor da saude. As altas taxas de mortalidade podem
ser justificadas pela progressdo da ocorréncia de infecgOes sistémicas invasivas e casos
de septicemia, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Na atualidade as
infeccdes sistémicas por Candida sdo a quarta principal causa de infec¢bes na corrente
sanguinea em hospitais (Marak; Dhanashree, 2018; Medici; Poeta, 2015; Nami et al.,
2019; Sakagami et al., 2019).

As espécies do género Candida apresentam alta prevaléncia de resisténcia aos
antifangicos existentes, aumentando a necessidade da busca de novas moléculas
bioativas com melhor desempenho farmacoldgico e eficacia segura. Moléculas como o
acido salicilico e seus derivados (acido acetilsalicilico, salicilato de metila, salicinilida)
sdo exemplos de substancias que apresentam diversas atividades farmacoldgicas, atuam
como antipirético, analgésico, antioxidante, antimicrobiano, antiproliferativo e agente
citotoxico (Rainsford, 2004; Sahoo; Paidesetty, 2015; Djurendi¢ et al., 2011). Varios
estudos demonstram a atividade antifungica do AS frente a patdgenos como: Penicilium
expansum (Yu; Zheng, 2006), Botrytis cinerea (Wang et al., 2011), e Rhizopus
stolonifer (Panahirad et al., 2012). Portanto, apresentam boa seguranca terapéutica e
podem ser investigados em diversos modelos experimentais visando a descoberta de

novas atividades farmacoldgicas.

Outro problema de saude sdo as doencas tropicais negligenciadas (DTN) que
afetam principalmente paises pobres e subdesenvolvidos (Islan et al., 2017). Dentre as
DTNs, trés doencas causadas por protozoarios vém se destacando devido ao alto

numero de pessoas infectadas, as quais sdo: leishmaniose, maléria e doenca de Chagas.

A leishmaniose, doenca de Chagas e malaria sdo causadas por protozoarios
digenéticos, apresentam insetos como vetores e mamiferos como hospedeiros, atuam
infectando as células. A leishmaniose é transmitida através da picada do inseto
flebotomineo. Existem diversas espécies de protozoarios pertencentes ao género
Leishmania. No mundo, atualmente a leishmaniose ameaca 350 milhGes de pessoas em
88 paises ao redor do mundo. As estatisticas apontam que 12 milhdes de pessoas sao

afetadas e 2 milhdes de novos casos sdo notificados ano ap6s ano (Leal et al., 2013).
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A doenca de Chagas, também chamada de tripanossomiase americana, € uma das
mais agressivas dentre as causadas por protozoarias que ocorrem em toda a América
Latina. E causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado transmitido ao
homem e a outros mamiferos, por meio de repasto de insetos hematdfagos da familia
Reduviidae, como também de forma congénita, oral ou através de transfusdo sanguinea
(Leal et al., 2013).

A maléria € uma doenca infecciosa causada pelo patdégeno Plasmodium, que se
apresenta em cinco espécies diferentes capazes de infectar humanos: P. falciparum, P.
vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. A transmissdo da doenca ocorre atraves da
picada do mosquito fémea, por onde ocorre a inoculacdo do parasita no hospedeiro, por
conseguinte, os sintomas se manifestam no momento que os parasitas invadem e se
proliferam dentro dos glébulos vermelhos humanos. Constatou-se que 216 milhdes de
novos casos de malaria e 445.000 mortes ocorreram globalmente em 2016, com 91%

localizada na Regiéo africana (Scarim et al., 2019).

O tratamento destas doencas apresenta varias limitaces sendo imprescindivel o
desenvolvimento de agentes antiparasitarios seguros, eficazes, acessiveis e facilmente
administraveis, ou a otimizacdo de terapéuticas ja existentes (Le et al., 2018; Olliaro et
al., 2015). Inserido nesse contexto, na busca de novas terapias para o tratamento de
doencas parasitarias anteriormente citadas, se encontram o0s compostos fendlicos,
oriundos do metabolismo secundario das plantas, que apresentam atividade
antiprotozoaria (Friedman et al., 2018; Monzote et al., 2016). Estudos demonstram
atividade leishmanicida, anti-Trypanosoma e antimaléarica dos compostos fenolicos por
atuarem como antioxidantes, agindo na quelacdo de ions metélicos e remocdo de
radicais livres (Aponte et al., 2011; Alissa et al., 2020; Brown et al., 1998; Montrieux
etal.,, 2014; Ogungbe et al., 2014; Sun et al., 2016).

Dentro da gama de compostos fendlicos existentes, o acido salicilico apresenta
diversas atividades farmacoldgicas e foi utilizado no presente estudo como material de
partida para a sintese de derivados salicilatos e salicinamidas. Antwi et al., (2019)
demonstrou em seu estudo que o acido salicilico se apresenta bioativo frente a cepas de
Leishmania donovani. Outros estudos realizados utilizando ainda o &cido salicilico,
demonstraram a atividade inibitoria com alta eficiéncia da enzima GIcNAc-PI de-N-
acetilase presente no T. brucei, representando o primeiro inibidor analégico néo-

substrato do Trypanosoma via GPI (Urbaniak et al., 2014).
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O estudo publicado em 2013 por Molina-Berrios e colaboradores demonstrou a
atividade do 4&cido acetilsalicilico quando administrado em camundongos machos
BALB/c adultos contaminados por cepas de T. cruzi Dm28c. O AAS agiu diminuindo a
mortalidade, a parasitemia e 0s danos cardiacos dos animais tratados quando
administradas baixas doses de 25 e 50 mg/Kg. Estes resultados estdo diretamente
ligados a presenga de 15-epi-LXA4, conhecida como “lipoxina desencadeada pela
aspirina”, que aumenta com doses baixas de aspirina e diminui quando a dose de
aspirina é aumentada. O 15-epi-LXA4 tem sido relacionado ao efeito antiinflamatério
da aspirina, sendo capaz de diminuir a inflamacdo cardiaca e outros parametros
relacionados a doenca de Chagas. Diante desse estudo, surgiu o interesse em realizar
modificagbes estruturais no acido salicilico com o intuito de avaliar a atividade

tripanocida desses derivados.

Em vista disso, o objetivo deste estudo foi preparar uma série de derivados do
acido salicilico e avaliar suas atividades antiparasitarias e antifingicas, assim como o
provavel mecanismo de agdo da molécula com melhor desempenho nos testes

antifangicos e realizar a analise in silico da mesma através de modelagem molecular.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Género Candida

As espécies de Candida vém se destacando por causar infeccBes fangicas severas,
dentre todas as infec¢des invasivas, 90% sdo causadas por Candida oportunista. Durante
muito tempo, a Candida albicans era considerada o agente mais frequentemente isolado a
partir de espécimes clinicos. Com tudo a epidemiologia mudou o pensamento com o aumento
de infeccdo causada por Candida nédo - C. albicans (CNCA) (Doi et al., 2016; Guinea, 2014;
Magalhaes et al., 2015; Sharma et al., 2017). Estudos tém mostrado que aproximadamente 55
a 65% dos casos de candidemia sdo causados por espécies CNCA (Wille et al., 2013; Ishikane
etal., 2016).

As espécies de Candida que infectam hospedeiros saudaveis incluem Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei
(Spampinato; Leonardi, 2013). Candida albicans é o patdgeno mais frequente responsavel por
infeccdes por Candida, seguido por Candida glabrata (Tscherner; Schwarzmdiller; Kuchler,
2011). As espécies de Candida krusei e Candida glabrata se encontram mais frequentemente
em infeccBes superficiais por Candida (Xie; Liu; Zhou, 2020). Candida parapsilosis é
freqlientemente encontrada na pele de hospedeiros saudaveis, sendo o agente causador de
infeccdes geradas por uso de cateter (Yapar, 2014).

O tratamento com farmacos antifungicos pode agir por dois tipos de mecanismos:
como fungistatico ou fungicida. A acdo dos farmacos com atividade fungistatica ocorre por
inibicdo do crescimento celular das espécies de fungos, enquanto que a atividade fungicida

ocorre por meio da morte celular (Geddes-MCalister, 2019).

Atualmente a terapia disponivel para o tratamento de infec¢Bes por Candida spp.
concentra-se em trés classes principais farmacos: polienos (nistatina e anfotericina B), azois
(triazblicos e imidazdlico) e equinocandinas (caspofungina e micafungina) (Zare-Shehneh et
al., 2014; Colombo et al., 2013).

Os polienos sdo uma classe de primeira escolha no tratamento de infec¢Ges geradas por
espécies do género Candida e possuem agédo fungicida. Atuam nos componentes esteroides da
membrana celular fingica, promovendo rompimento por meio da formagdo de poros e canais,
levando ao extravasamento do material intracelular, e por conseguéncia gerando a morte
celular (Hwang et al., 2014; Costa, 2017).
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Os antifungicos da classe dos azélicos agem inibindo a producgdo de 14-adesmetilase
enzima que participa da sintese do ergosterol (componente essecial da membrana celular), um
sistema enzimatico dependente do citocromo P450, diante disso, ocorre dano na sintese do
ergosterol, gerando aumento na formacao de metilesteroides, modificando assim, a fluidez da

membrana celular (Sousa et al., 2016).

As equinocandinas sdo uma nova classe de antifungicos de uso parenteral, atuam na
producdo de B-1,3-glicano sintase (polissacarideo essencial presente na parede celular),

gerando rompimento da célula fungica (Colombo et al., 2013; Sourmaghi et al., 2015).

As espécies de Candida apresentam uma forma de resisténcia através da formacdo de
biofilme contribuindo significativamente para a resisténcia frente aos antifingicos atualmente
disponiveis, como os da classe dos azo6licos que tem apresentado um aumento na resisténcia a
Candida devido ao uso geral e a longo prazo, dificultando na cura da infeccdo (Marak;
Dhanashree, 2018; Nett, 2014; Pahwa et al., 2014).

2.2. Género Leishmania

Mais de 20 espécies do género Leishmania sdo responsaveis por causar a leishmaniose.
A transmissdo da doenca ocorre através da inoculagdo do protozoério por meio da picada de
insetos flebotomineos fémeas infectadas. As regides onde a leishmaniose é mais prevalente
apresentam estrutura de urbanizacdo ndo organizada, e envolve condicGes precérias de

sobrevivéncia (Pace, 2014).

A doenca apresenta trés formas clinicas: cutdnea, mucocutanea e visceral (calazar).
Estas formas sdo originadas através da contaminacdo das espécies: L. infantum (L. infantum
chagasi) parasita que causa a forma clinica visceral, e L. amazonensis, L. mexicana, L. major
e L. brasiliensis sdo algumas das espécies que causam as formas cutdnea e mucocutanea da
doenca. A manifestacdo clinica mais grave e fatal é a leishmaniose visceral (LV),
caracterizada por febre prolongada, hepatomegalia, esplenomegalia, perda de peso e anemia
progressiva. A mortalidade anual global relatada causada por infeccdo por LV é de cerca de
20.000 (Das et al., 2016; Steverding, 2017).

De acordo com dados da Oganizacdo Mundial de Saide (OMS), ocorrem entre 20 e 30
mil mortes por ano por leishmaniose e 700.000 a 1 milhdes de novos casos (Who, 2018). O
tratamento da leishmaniose ainda é limitado, dentre os farmacos utilizados incluem

anfotericina B, antimonios pentavalente e pentamidina. A miltefosina tem sido usada
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recentemente, principalmente em criancas e representa a Unica terapia disponivel para
administragdo oral. O tratamento eficaz é um grande desafio devido a efeitos adversos,
toxicidade, resisténcia, duracdo longa, suscetibilidade individual e a variabilidade de espécies
de parasitas (Anversa et al., 2018; Ghorbani; Farhoudi, 2018; Pace, 2014;).

Diante disso, é urgente a necessidade de descoberta de novos farmacos para o
tratamento da leishmaniose.

2.3. Doenga de Chagas

A doenca de Chagas, também chamada de tripanossomiase americana, € uma doenca
potencialmente mortal causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Estima-se que cerca de 8
milhGes de pessoas sdo afetadas pela doenca, afetando principalmente a América, onde é
considerada endémica (Cardoso et al., 2016). A transmissdo ocorre atraves de matéria fecal
veiculada durante o repasto de insetos triatomineos, como também por transmissao congénita,
transfusdo de sangue, transplante de érgdos, alimentos contaminados e exposicao laboratorial
(Nunes et al., 2018).

A doenga se inicia de forma aguda quando tripomastigotas metaciclicos penetram em
um novo hospedeiro, invadem as células hospedeiras e se diferenciam em amastigotas
proliferativas. No interior da célula sofrem o processo de replicacdo intracelular, seguida por
diferenciacdo de volta ao estagio de tripomastigota que sdo liberadas na corrente sanguinea
(Lewis; Kelly, 2016).

Quando ndo tratada, a infeccdo aguda geralmente evolui para forma cronica
assintomatica. Ao longo de décadas de infeccdo, em torno de um terco das infeccBes por T.
cruzi evoluem para forma sintomatica cronica da doenca de Chagas apresentando
manifestacOes cardiovasculares com risco de vida (cardiomegalia, aneurismas apicais,
arritmias, insuficiéncia cardiaca) e/ou megac6lon e megaesdfago. Deste modo, a doenca de
Chagas na forma aguda apresenta amplo tropismo tecidual, enquanto a infec¢éo cronica esta
associada ao tropismo da doenca especificamente nos orgéos (coracdo, colon e eséfago)
(Nunes et al., 2018).

O tratamento da doenca de Chagas € realizado com farmacos antiparasitarios sendo
limitado a dois farmacos: o benzonidazol e o nifurtimox. Ambos possuem maior eficicia na
fase aguda da doenga, contudo apresentam baixa eficacia na fase cronica, manifestam

diferentes efeitos colaterais e podem induzir ao desenvolvimento de cepas resistentes a esses
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farmacos (Junior, 2017). Diante deste cenario é de grande valia a busca por novas estratégias
de tratamento, principalmente para a forma croénica que é responsavel pelas altas taxas de

mortalidade na América Latina por doencas cardiacas (Benziger, 2017).

2.4. Plasmodium falciparum

A malédria € uma doenca infectoparasitaria causada por protozoarios do género
Plasmodium, apresentando maior prevaléncia em regifes tropicais e subtropicais (Bezerra,
2020). Cerca de 219 milhdes de pessoas foram afetadas pela malaria causando 435.000 mortes
em 2017 em todo o mundo (Who, 2018).

Apresenta prevaléncia na Africa e em alguns paises da Asia, possui uma taxa de
mortalidade global na faixa de 0,3 a 2,2%. A forma grave da doenca em regides de clima

tropical apresenta em uma faixa de mortalidade em torno de 11-30% (White et al., 2014).

Dentre as espécies do género Plasmodium, cinco delas sdo capazes de causar a doenca
em humanos as quais sdo: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. As
mais comuns sdo a P. vivax e P. falciparum. P. vivax é predominante nas Ameéricas, e P.
falciparum é predominante em Africa subsaariana e é considerado o mais perigoso, apresenta

mais complicacdes e maiores taxas de mortalidade entre espécies (Who, 2015).

A forma de contaminacdo da malaria ocorre a través da inoculacdo do parasita no
hospedeiro humano através da picada do mosquito fémea do género Anopheles, e 0s sintomas
aparecem no momento que o protozoario invade e se prolifera dentro dos glébulos vermelhos
humanos (Mohandas, 2012).

A terapia recomendada pela OMS como tratamento de primeira linha da malaria
causada pelo Plasmodium falciparum é a base de artemisinina (ACT). Ja o tratamento de
primeira linha para a malaria causada pelo Plasmodium vivax € a cloroquina (CQ), em casos
de multirresisténcia, a OMS recomenda modificar o tratamento para ACT. Embora a ACT
tenha um bom desempenho no tratamento da maléria, ha relatos que demonstram o
desenvolvimento de resisténcia clinica tanto a artemisinina quanto a drogas parceiras (Who,
2017).

Diante disso, a necessidade de descobrir e desenvolver novos farmacos antimalaricos,
com novo mecanismo de acgdo, que sejam seguros e eficazes contra parasitas resistentes é
fundamental (Okombo; Chibale, 2018; Wells, 2015).

31



Oliveira, A. J. M. S./ FUNDAMENTACAO TEORICA

2.5. Propriedades dos &cidos fenolicos

Os &cidos fenolicos sdo a classe de compostos fendlicos presentes em varias fontes
vegetais como frutas, legumes, especiarias, grdos e bebidas (Karasawa & Mohan, 2018;
Stuper-Szablewska & Perkowski, 2019). Apresentam beneficios para a salde, atuando como
antioxidante, anti-inflamatorio, imunorregulador, antialérgico, antiaterogénico,
antimicrobiano, antitrombotico, cardioprotetor, anticancerigeno e antidiabético (Anantharaju
et al., 2016; Kumar; Goel, 2019).

Embora muitas das atividades bioldgicas dos compostos fenolicos sejam comprovadas
in vitro, ainda se tem muito a descobrir sobre sua acéo in vivo, ja que varios aspectos como a
biodisponibilidade e absor¢do desses compostos, podem influenciar na sua acdo bioldgica
(Caleja et al., 2017; Dominguez-Avila, 2017).

Os acidos fendlicos possuem como estrutura basica um anel fendlico grupo carboxilico
e, de acordo com seu esqueleto carbdnico, sdo divididos em dois grupos: os acidos
hidroxibenzoicos (C6-C1) e os acidos hidroxicindamicos (C6-C3) que derivam do &cido
cindmico. Os &cidos hidroxibenzoicos séo derivados de &cido benzoico com estrutura de sete
atomos de carbono de estrutura C6-C1. O &cido galico, acido p-hidroxibenzoico, acido
salicilico, &cido elagico, &cido gentisico, &cido protocatecuico, acido siringico e acido vanilico
sdo os principais acidos hidroxibenzoicos, que se diferenciam entre si através da modificacédo

no anel aromético (Durazzo et al., 2019; Heleno et al., 2015).

Dentre os acidos fendlicos, o acido salicilico (AS) foi escolhido no presente estudo
como material de partida para os procedimentos reacionais. O AS apresenta uma hidroxila e
grupo carboxilico ligados ao anel aromatico. E um horménio vegetal endégeno envolvido no
desenvolvimento do vegetal e na sinalizagdo celular (Asghari; Aghdam, 2010; Tian et al.,
2007).

2.6. Reacdes de amidacdo e esterificacdo para obtencdo de derivados salicilicos

O é&cido salicilico pode ser convertido em derivados sintéticos via diversas
metodologias de sintese. Por exemplo, 0 seu cloreto &cido reage com aminas primarias e

secundarias para formar amidas. Esta reacéo € conhecida como Reacdo de Schotten-Baumann.

A metodologia reacional para a formacéo do cloreto &cido envolve o cloreto de tionila
conforme o esquema 1. A primeira etapa ocorre com o ataque ao cloreto de tionila pelo acido

salicilico que sofre mudanca de conformacao e libera para 0 meio o ion CI" (1), o CI" capta o
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préton do &cido (2) levando a formacdo do intermediario instavel e altamente eletrofilico e
HCI (3) em sequéncia ocorre a reprotonacdo do intermediério instavel pelo HCI que foi
produzido (reversdo da ultima etapa) fornecendo um eletrofilo poderoso o suficiente para
reagir mesmo com o nucleéfilo fraco (CI") (4), e em seguida o intermediario tetraédrico
colapsa (5) para cloreto de acila, diéxido de enxofre e HCI (6) (Clayden; Greeves; Warren,
2012, p. 214-215; Jagtap et al., 2019).

Esquema 1. Mecanismo de obtengdo do cloreto 4cido utilizando o Cloreto de tionila (SOCI,).

)J\ SocCl; + HCI + SO,
EEE——

/D -
|
ps
\U!: (@)

d
|
Y=o
P

S
R o~ cI

R\( :cl

HO: Intermediario instavel
(1) (2) (3)
+
HCI
® _H H
o 7 G 5 &§
)J\ /S\ )J\ /S\ @SQ
R o Cl R (0] Cl R cl (0] o
Intermediario instavel ©)
(3) ci (4) (5)
o + SO,

(6)

Fonte: Adaptado de Clayden; Greeves; Warren, 2012, p. 214-215; Jagtap et al., 2019.

A reacdo de Schotten-Baumann (esquema 2), inicia-se com adicdo do cloreto de 2-
hidroxibenzoila as aminas primarias ou secundarias (1), devido a alta eletronegatividade do
cloreto de 2-hidroxibenzoila, a coordenacdo da reacdo € orientada para as cargas parciais
presentes no NH, da amina, levando a formacdo de um intermediario (2), que em seguida
libera 0 ion CI" para o meio. O nitrogénio fica realizando 4 ligacGes ficando carregado
positivamente (3), a trietilamina por sua vez, capta o proton de 3, levando a formacéo do
composto (4) (Clayden; Greeves; Warren, 2012, p. 203).
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Esquema 2. Mecanismo de obtencdo de amida através da reacdo de Schotten-Baumann.

(0] (0]
H,N—R'- Et3N - CH,CI
)J\ 2 ; EtsN; CH.Cly )J\ R
R Cl R N
H
©
(0]
o | PO 0
)J\ H —N— @ R' )J\ Rl
R\ CI MN_R* H=NSH R - HEt po N
\/ ./N—R R I SH Et\N‘ ¥ H
H Intermediario Et
M tetraédrico @) 4

(2)

Fonte: Adaptado de Clayden; Greeves; Warren, 2012, p 203.

A classe de ésteres apresenta aplicagcbes no ambito farmacéutico. S&o utilizados no
revestimento de capsulas, como também fazem parte da composicdo quimica de varios
principios ativos, como por exemplo: o &cido acetilsalicilico (anti-inflamatério ndo esteroidal,
analgeésico, antipirético), sintetizado a partir da esterificacdo de uma hidroxila aromética do
acido salicilico (material de partida utilizado no presente trabalho); a benzocaina (anestésico
local) e valerato de betametasona (anti-inflamatorio esteroidal). Na figura 1 foram
representadas as estruturas quimicas dos farmacos (Calvalcante et al., 2015; Oliveira et al.,
2014).

Figura 1. Farmacos que possuem o grupo funcional éster.

(0] OH
(0]
OY
(0]
HoN
Acido acetil-salicilico Benzocaina Valerato de betametasona

Fonte: Elaborado pela autora.

Devido a grande importancia e aplicacdo da funcdo quimica éster, o objetivo de muitos
estudos é o desenvolvimento de novas metodologias para sintese de ésteres (Liu et al., 2014).

Estdo representados no esquema 3 alguns tipos principais de reacOes de esterificacao.
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Esquema 3. Reacdes para sintese de ésteres. (a) Esterificacdo de Fischer; (b) Esterificacdo com haletos; (c)
Reacdo de Mitsunobu; (d) Reacédo de Steglich.

2 g
+ ROH
(@ R™OH ror * Hz0
jj)\ Et;N, Acetona 0
l/\ R — e ©)
b *R X +
(b) R™ “OH 60°C R)J\O/\R' X
X =Cl, Br
o 0
DEAD
(c) + oS _ + DEADH, +
r oy ¥ R7OH P R0 R 2+ PhsPO
(d) j\ DCC, DMAP (o)
: —
R oH + ROH «*lor * DCU

Fonte: Adaptado de: Batovska, 2005; Solomons; Fryhle, 2012 p 797; Li et al., 2012a; Neises; Steglich, 1978).

O método mais conhecido para obtencdo de ésteres foi desenvolvido por Emil Fischer e
Arthur Speier em 1895, é conhecido como esterificacdo de Fischer (esquema 3a), o
procedimento reacional que ocorre entre um &cido carboxilico e um &lcool, sob aquecimento e

na presenca de um catalisador (&cido forte) (Oliveira et al., 2014).

Enquadra-se como uma reacdo reversivel que, nas condi¢bes ideais como citadas
anteriormente, atinge o equilibrio em poucas horas e com isso, para se atingir um melhor
rendimento, desloca-se o equilibrio para a formagdo dos produtos, adicionando um dos
reagentes em excesso ou retirando a agua que se forma (utilizando um agente desidratante ou
um dean-stark) (Oliveira et al., 2014; Solomons; Fryhle, 2012, p. 797)

A esterificacdo de Fischer ocorre por meio de duas etapas: a adicdo nucleofilica
seguida da eliminacgdo. De acordo com o esquema 4 o procedimento reacional se inicia com a
protonacdo do oxigénio carbonilico (1) fazendo com que o par de elétrons da ligacdo dupla
C=0 se desloque para o oxigénio carbonilico, transformando o carbono acilico mais reativo
(carater eletrofilico), facilitando o ataque realizado em seguida pelo alcool, formando um
intermedidio tetraédrico (2). Ainda no passo 2, 0 oxigénio carregado positivamente perde um
préton para 0 meio gerando o intermediario (3). Uma das hidroxilas do intermediario capta

um proton do meio acido, gerando uma molécula de agua ligada ao carbono acilico (4). A
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molécula de &gua é considerada um bom grupo abandonador, dessa forma, com a saida da
mesma, a hidroxila compartilha um par de elétrons com o carbono, recompondo a carbonila
(5), contribuindo para a perda do proton pelo oxigénio, reestabelecendo o meio &cido e

gerando o éster (6) (Solomons; Fryhle, 2012).

Esquema 4. Mecanismo da esterificacdo de Fischer.

o) +
H o

L + ROH .

.. H. R

o w "o e
L P’
R~ “OH R~ “OH

(2)
-H"'

Rl

. o) o OH r
o | H™--"H C/o o - o~
N + _—_—
H .- H —_— _H _H

(4) )

Fonte: Adaptado de Solomons; Fryhle, 2012, p. 798.

Outra metodologia muito utilizada também para o preparo de ésteres é a reacdo de
Mitsunobu (esquema 3c). Foi descrita primeiramente por Oyo Mitsunobu em 1967 e
atualmente ¢é aplicada para sintese de ésteres arilicos, ciclicos, tionoésteres, para a formacao
de ligacGes carbono-carbono, carbono-nitrogénio, entre outras. Nesse tipo de procedimento
reacional ocorre um acoplamento desidratante entre um alcool primario ou secundario e um
nucledfilo (obtido a partir do &cido carboxilico) mediado pela reacdo de um agente oxidante

do tipo azo. O mais comumente utilizado é o Diisopropil azodicarboxilato (DIAD), com um
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reagente redutor do tipo fosfina, a exemplo da trifenilfosfina (PhsP); sob condigdes suaves a
neutras, a temperaturas de 0°C a ambiente. Os solventes comumente utilizados séo
tetrahidrofurano (THF), éter dietilico, diclorometano e tolueno (Camp; ltzstein; Jenkins, 2015;
But; Toy, 2007).

Conforme descrito no esquema 5, o procedimento reacional se inicia com o ataque
nucleofilico da trifenilfosfina (1) ao atomo de nitrogénio do diisopropil azodicarboxilato
(DIAD) (2) gerando o intermediario 3. O intermedidrio 3 pode seguir por duas vias
mecanisticas diferentes: a via A e a via B. Na via A, o intermediario (3) reage desprotonando
duas moléculas de alcool e conduzindo a formagdo de um fosforano pentacoordenado (5) e
um derivado da hidrazina (4). O intermediario (5) em meio acido (RCOOH), libera uma
molécula de alcool e gera o sal alcoxifosfonio 6. Na via B, o intermediaro (3) inicialmente
abstrai um préton do acido (RCOOH), dando origem ao intermediario i6nico (7). O
intermediéario (7) entdo reage com o alcool para produzir o derivado da hidrazina (4) como
subproduto e um sal de alcoxifofénio (6). Na etapa final de ambas as vias o nucledfilo
desprotonado (RCO;) ataca o carbono ligado ao oxigénio da por¢édo do alcool correspondente
no 6 em uma reacdo de substituicdo nucleofilica formando o produto (8) e o Oxido de
trifenilfosfina (TPPO) como subproduto (Heravi et al., 2018; Swamy et al., 2009).
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Esquema 5. Mecanismo da reacdo de Mitsunobu para a preparacao de ésteres.
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Fonte: Adaptado de: (Heravi et al., 2018; Swamy et al., 2009).

Esteres podem ser formados a partir de reacdes de O-alquilagio que consistem em

substituicdes do tipo Sy2 (substituicdo nucleofilica bimolecular). Essa metodologia reacional
geralmente emprega como substratos haletos de alquila e arila, considerando a boa

aplicabilidade dos halogénios como grupos abandonadores, quando se pretende efetuar uma
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O-alquilacdo especifica em grupo funcional fenol, por meio de ataque a hidroxila fendlica em

meio basico (Clayden; Greeves; Warren, 2012).

Na reacdo de O-alquilacdo do salicilato de metila conforme o esquema 6 abaixo; 0
ataque do ion carbonato ao hidrogénio da hidroxila presente no composto (1) gera o
nucledfilo (2) que, por conseguinte, ataca o carbono 1 do haleto (3) promovendo a saida o

atomo de bromo (ion brometo), gerando o produto final (4).

Esquema 6. Mecanismo da reacéo de O-alquilagéo.
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e
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Fonte: Adaptado de Clayden; Greeves; Warren, 2012. p.575.

A reacédo de O-acilagio consiste em Substituicdo nucleofilica acilica utilizando cloretos
acidos como agentes de acilagcdo, em meio basico. Conforme o esquema 7 abaixo, na reacédo
de acilacdo inicialmente ocorre o ataque do par de elétrons do oxigénio do Salicilato de
propila ao carbono do cloreto de acila (1), o hidrogénio do oxigénio € captado pela base (2) e
gera o intermediario instavel (3) que, por conseguinte, gera a saida do atomo de cloro (ion

cloreto), formando o produto final (4) (Clayden; Greeves; Warren, 2012).
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Esquema 7. Mecanismo da reacdo de O-acilacéo.
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Fonte: Adaptado de (Clayden; Greeves; Warren, 2012), p. 199.
2.7. Modelagem molecular no estudo de farmacos

Ao decorrer dos anos, a busca por moléculas inovadoras, alinhada aos avancos da

indUstria farmacéutica sdo fatores de grande relevancia para se obter farmacos com maior

eficiéncia, que apresentem maior especificidade e menor prevaléncia de efeitos adversos,

contribuindo para a melhor adeséo ao tratamento pelo paciente (Gomes et al., 2014).

Desde o surgimento dos primeiros computadores, ocorreu o desenvolvimento de

técnicas virtuais na quimica medicinal. Foram criados vérios bancos de dados, como o Protein

Data Bank, que é utilizado para arquivar estruturas proteicas ja descobertas, permitindo o

acesso de informagdes para embasar o desenvolvimento de farmacos (Lima, 2007).

A industria farmacéutica vem seguindo uma tendéncia tecnoldgica, utilizando técnicas

como as de modelagem molecular para a busca de novos farmacos e melhoramentos de outros

ja existentes no mercado.

A modelagem molecular (docking molecular) envolve representacdes estruturais mais

préximas do real, através de um conjunto de calculos, utilizando a quimica tedrica como
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instrumento matematico e a computacdo grafica para manusear os modelos obtidos. Desta
forma, auxilia na interpretacdo da relagdo entre a estrutura e atividade biologica da molécula
(Bielska et al., 2011). Conforme descrito acima, a quimica teorica atua como ferramenta de
apoio em analises e interpretacdo de dados experimentais e possui grande importancia no
planejamento racional de farmacos, por abranger andlise conformacional de sistemas

complexos, tal como o estudo da interacdo entre farmaco-proteina (Miller, 2012).

As técnicas de modelagem molecular proporcionam estimativas da energia livre de
ligacdo entre a proteina e o ligante, antes mesmo que esses sejam sintetizados. Os custos com
estes estudos sdo bem menores, quando equiparados aos gastos laboratoriais ao sintetizar e
testar farmacologicamente vérias substancias. Tem sido uma importante ferramenta utilizada
para filtrar compostos que ndo sao apropriados para serem designados como alvo bioldgico, e
designar as possiveis moléculas que poderiam apresentar uma boa interacdo com o sitio ativo

do receptor (Rodrigues et al., 2012).

Estas metodologias inovadoras de pesquisa e desenvolvimento tem como finalidade a
busca por uma molécula ideal, que apresente eficacia, especificidade e menor reacGes
adversas, tendo enfoque para doencas com maior incidéncia e com maior expectativa de

retorno da investigacéo cientifica (Pimentel et al., 2012).

3. REVISAO DA LITERATURA DAS ATIVIDADES ANTIFUNGICA,
TRIPANOCIDA, LEISHMANICIDA E ANTIPLASMODICA DO ACIDO
SALICILICO E SEUS DERIVADOS

3.1. Derivados salicilicos com atividade antifingica

Em estudo publicado por Tayeh e colaboradores em 2013, o &cido salicilico (AS) e o
acido heptanoil salicilico (AHS) conforme a Figura 2, foram submetidos a ensaio antifingico
contra o Blumeria graminis f. sp. tritici sob o trigo (Triticum aestivum L.). Trata-se do
patogeno causador do oidio, uma doenca de importancia econémica em todos os paises
produtores de trigo. O método utilizado foi 0 de tratamento por pulverizacdo em condi¢fes
infecciosas e ndo infecciosas. No estudo os niveis de protecdo obtidos do trigo contra

Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt) aumentaram para 50% com AS e para 95% com AHS.
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Figura 2. Estruturas quimicas do AHS e AS.

fo) (o)

Acido salicilico

Acido heptanoil salicilico

Fonte: Adaptado de Tayeh et al., 2013.

Em 2015, Paraskevopoulos e colaboradores sintetizaram uma série de 33 salicilanilidas
(Figura 3) contendo grupo nitro na porcgdo salicilica e foram submetidas a avaliagdo das
atividades antimicobacteriana, antimicrobiana e antifingica in vitro. As nitrosalicilanilidas
selecionadas foram testadas contra quatro cepas de Candida (Candida albicans ATCC 44859,
Candida tropicalis 156, Candida krusei E28 e Candida glabrata 20/1), Trichosporon asahii
1188 e trés fungos filamentosos (Aspergillus fumigatus 231, Absidia corymbifera 272 e
Trichophyton mentagrophytes 445). As concentrag@es inibitérias minimas (CIM) foram
medidas pelo método de microdiluicdo em caldo, utilizando como controle o fluconazol. As
nitrosalicilanilidas ndo apresentaram atividade antifingica significativa quando comparados

ao fluconazol, utilizado com controle.

Figura 3. Estrutura quimica geral das nitrosalicilamidas.
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Fonte: Adaptado de Paraskevopoulos et al., 2015.
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Mejri e colaboradores (2019) investigaram pela primeira vez a eficicia protetora do
acido salicilico (AS), do &cido piroglutamico (PGA) e de cinco derivados conjugados (Figura
4) contra Zymoseptoria tritici, principal patdgeno presente nas plantacbes de trigo. A
atividade antifungica foi realizada por duas metodologias, a primeira metodologia foi a de
inoculacdo das substancias com pulverizador manual diretamente no trigo, que por sua vez
apresentou eficacia da protecdo que variou entre 25% e 49%, conferidos por AS (25%
reducdo da doenca) e os quatro derivados testados (3, 4, 6 e 7), enquanto nenhuma protecédo
significativa foi conferida por PGA (2) ou o acido orto (5). O mais alto nivel de protecéo foi
obtido com a molécula 4 (49% de reducdo da doenca). A segunda metodologia utilizada
consistiu na avaliacdo da atividade antifungica das sete moléculas por meio do célculo da
Concentracéo Inibitoria Média (Clsg) em meio Agar Batata Doce (BDA), foi avaliado o efeito
direto contra Z. tritici usando como medida da zona de inibicdo do crescimento do
microrganismo em meio solido BDA. PGA (2) ndo apresentou efeito direto sobre o
crescimento fungico para nenhuma das concentragfes testadas. No entanto, AS (1) e as
moléculas 4 e 5 exibiram atividade direta significativa sobre Z. tritici, na maior concentracao
testada. Valores de Clsq calculados de AS (1) e das moléculas 4 e 5 foram 3,2 mM, 3,6 mM e
3,9 mM, respectivamente, enquanto as demais moléculas ndo apresentaram nenhum efeito

antifingico contra o patégeno.
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Figura 4. Estruturas quimicas do AS, PGA e derivados de 3-7.
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Fonte: Adaptado de Mejri et al., 2019.

Em 2020, Argomedo e colaboradores realizaram a sintese de derivados de 2-
ariloxazolina a partir da reacdo entre I-treonina e derivados do &cido salicilico ou acido
naftoico. No total, 26 compostos foram obtidos e testados contra espécies de Candida,
Cryptococcus e Aspergillus para determinar as concentragfes inibitorias minimas (CIMs),
utilizando como controle a Anfotericina B, Caspofungina e Fluconazol. Os compostos
(4R,5R) 4,5-dihidroxazol-2-(4-cloro-2-hidroxifenil)-5-metil-4-carboxilato de benzila (4i)
(CIM: 0,06 pg/mL) e (4R,5S)-N-(benzo[d]tiazol-6-il)-2-(4-cloro-1-hidroxinaftaleno-2-il)-5-
metail-4,5-dihidroxazol-4-carboxamida (9i) (CIM: 0,06 pg/mL),
apresentaram atividade antiflngica significativa quando comparado com o controle frente ao

conforme Figura 5,

fungo emergente Candida auris CBS 10913. No entanto, 0os compostos foram menos ativos

contra Cryptococcus spp. (CIM: 1 a>16 ug/mL) e Aspergillus spp. (CIM: 2 a >16 ug/mL).
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Figura 5. Estruturas quimicas dos derivados 4i e 9i.
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Fonte: Adaptado de Argomedo et al., 2020.

Os resultados mais recentes de atividade antifungica do acido salicilico e seus
derivados publicados na literatura sdo de um estudo experimental realizado por Yu e
colaboradores (2022) que sintetizaram derivados da Amphotericina B ligando o AS ao grupo
carboxila da AmB. O procedimento de obtencdo ocorreu por etapas, inicialmente foram
obtidas amidas derivadas do &cido salicilico e em seguida houve a sintese dos conjugados
AmB-AS. Os trés conjugados 5a, 5b e 5¢ (Figura 6) obtidos foram submetidos a ensaio
antifangico in vitro contra C. albicans, C. glabrata e C. neoformans pelo método de
microdiluicdo em caldo para determinar as concentracdes inibitérias minimas (CIMs). No
estudo, os trés conjugados foram bioativos frente C. albicans, C. glabrata e C. neoformans

quando comparados com a AmB (0,25 a 1 pg/mL) nas concentragdes de 1 a 8 pug/mL.
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Figura 6. Estruturas quimicas dos derivados 5a, 5b e 5¢ com atividade antifungica frente espécies de
Candida.
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Fonte: Yuetal., 2022.

3.2. Derivados salicilicos com atividade leishmanicida

No ano de 2011, Barbosa e colaboradores realizaram a sintese de uma serie de 7
compostos tipo chalconas projetados por hibridacdo molecular com base no anti-inflamatério
salicilato de metila e na porcdo antileishmania dos adutos de Morita-Baylis-Hillman O
composto 2-{2-[hidroxi(2-nitrofenil)metil])acriloil oxi}benzoato de metila (Figura 7)
apresentou melhor resultado com Clsy = 7,65 uM frente a Leishmania amazonensis e 10,14

uM contra Leishmania chagasi.

Figura 7. Estrutura quimica do derivado com melhor perfil leishmanicida.

NO, OH O

0
CO,CH;

Fonte: Barbosa et al., 2011.

No estudo de Nahrevanian e colaboradores (2012) camundongos Balb/c foram
infectados com Leishmania major e o acido acetilsalicilico (AAS) (Figura 8) foi inoculado
por via oral apds o aparecimento da les&o. O Figado, baco e linfonodos foram estudados como
orgdos-alvo para detectar formas amastigotas. Além disso, o plasma foi investigado para
inducdo de NO usando o microensaio de Griess. Como resultado o AAS aumentou a producéo
de NO no plasma de ambos os grupos testados, o que resultou em declinio na proliferacdo de

formas amastigotas no interior dos macrofagos do grupo teste quando comparado com o
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controle. O AAS reduziu o tamanho da les&o, inibiu a visceralizacdo da Leishmania no bago,

linfonodo e diminuiu a hepato/esplenomegalia em animais tratados.

Figura 8. Estrutura quimica do &cido acetilsalicilico.

AAS

Fonte: Elaborado pela autora.

Malak e colaboradores (2014) utilizaram em seu estudo, o fungo filamentoso
Geosmithia langdonii que foi cultivado em trés meios diferentes [caldo de soja triptica, caldo
de extrato de malte e caldo de batata dextrose (PDB)]. Extratos de acetato de etila foram
avaliados guanto a atividade leishmanicida, e o extrato obtido da cultura em PDB apresentou
a melhor atividade contra Leishmania donovani com um valor de Clsy de 0,35 pg/mL,
enquanto os extratos obtidos usando soja triptica e meio de caldo de extrato de malte exibiram
valores de Clsp 5,75 e 36,03 pg/mL, respectivamente. O fungo foi entdo cultivado em larga
escala usando meio PDB, e passou por procedimento de extracdo e isolamento que levou a
definicdo de metabdlitos ativos presentes no fungo com atividade antileishmania. Entre os
metabdlitos produzidos apresentados na Figura 9, os compostos 4-(2',4'-di-hidroxi-6'-
(hidroximetil)benzil)benzeno-1,2-diol (1) e (4R,5R,6R)-4,5-di-hidroxi-6-(6'-metilsaliciloxi)-
2-metil-2-ciclohexen-1-ona (2) eram inéditos. E outros dez compostos conhecidos foram
previamente identificados: (+)-epiepoformina (3), (-)-dihidroepiepoformina (4), (4S, 5S)-4,5-
dihidroxi-2-metilciclohex-2-enona (5), acido 6-metilsalicilico (6), gentisilquinona (7), 3,4-
diidroxitolueno (8), 2,5- dihidroxibenzaldeido (9), alcool 3-hidroxibenzilico (10), alcool 2,5-
dihidroxibenzilico (11) e 3-hidroxitolueno (12).
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Figura 9. Estruturas quimicas dos metabélitos do fungo filamentoso Geosmithia langdonii com atividade

leishmanicida.
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Fonte: Malak et al., 2014.

Mufioz e colaboradores (2019) utilizaram em estudo a metodologia de aplicacdo topica
em camundongos BALB/c infectados por Leishmania (V.) braziliensis de uma solugdo de
clorexidina a 0,5% (CGH), gel &acido salicilico (AS) a 10% e creme de pentamidina (PMD) a
3% ou 6% foram utilizados como antisséptico, queratolitico, e antileishmania,
respectivamente. Foi aplicada topicamente a solucdo antisséptica nos primeiros sete dias,
sequido de gel AS 10% e creme PMD. Posteriormente, o tratamento foi realizado apenas com
0s cremes antisséptico e PMD. O tratamento usando 6% PMD induziu uma reducdo completa
da lesdo em 3/6 camundongos e uma reducdo parcial em 1/6 camundongos, sem parasitas
observados. Em contraste, o uso de CGH e AS puros, juntamente com o veiculo, ndo foram

eficazes (p < 0,05) apresentando ainda eritema grave no local da aplicagéo.
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3.3. Derivados salicilicos com atividade frente a T. cruzi

Em 2001 Nogueda-Torres e colaboradores sintetizaram e avaliaram a possivel
atividade de dois compostos com estruturas relacionadas ao gossipol (composto que inibe o T.
cruzi em cultura), o 4-isopropil salicilaldeido e o acido 4-isopropilsalicilico (Figura 10). Os
derivados foram submetidos a ensaios in vitro e in vivo utilizando duas cepas de T. cruzi: a
cepa MIGUZ (resistente ao benznidazol e nifurtimox) e a cepa NINOA (parcialmente
suscetivel ao benznidazol e resistente ao nifurtimox). Avaliou-se também a capacidade de
inibigdo da o-hidroxiacido desidrogenase dos dois compostos em ambas as cepas. Verificou-
se que os compostos 4-isopropil salicilaldeido e o acido 4-isopropilsalicilico apresentaram
melhor efeito inibitério da a-hidroxiacido desidrogenase, quando comparado com gossipol,
em ambas as cepas. Os resultados dos testes farmacoldgicos in vitro e in vivo dos derivados
de gossipol apresentaram melhor efeito tripanocida do que o gossipol, e um efeito tripanocida
muito melhor do que nifurtimox e benznidazol nas duas cepas de T. cruzi estudadas. O efeito
tripanocida foi maior na cepa NINOA do que na cepa MIGUZ.

Figura 10. Estruturas dos compostos 4-isopropil salicilaldeido e acido 4-isopropilsalicilico.

o
OH
OH
OH
— o
Acido 4-isopropilsalicilico 4-isopropil salicilaldeido

Fonte: Adaptado de Nogueda-Torres et al., 2001.

Michelin e colaboradores (2005) investigaram o possivel papel das prostaglandinas
produzidas pela COX-2 na imunossupressdo observada durante a infeccdo pelo T. cruzi. No
estudo foram realizados ensaios utilizando camundongos BALB/c macho infectados por
formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi. Os esplendcitos (células do bago) dos
camundongos foram estimulados com concanavalin A in vitro provocando a liberagcdo de
grandes quantidades de PGE2 e esta liberacdo foi inibida pelo tratamento dos animais com
salicilato de sodio ou meloxicam. O tratamento dos animais com esses farmacos aumentou a
liberacdo de IL-2 por esplendcitos de animais infectados por T. cruzi e reduziu

significativamente a parasitemia sanguinea e retardou a mortalidade dos camundongos
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infectados. Além disso, a liberacdo de TNF-, IFN-, IL-4 e IL-10 por esplendcitos estimulados
por Con-A obtidos de camundongos infectados foi significativamente inibida pelo tratamento

dos animais com salicilato ou meloxicam.

O nifurtimox e benznidazol s&o os Unicos farmacos ativos contra o T. cruzi, embora
possuam eficacia limitada e efeitos colaterais severos. No inicio da infeccdo os macréfagos
infectados por T. cruzi desenvolvem uma resposta antiparasitaria, com a ativacdo de PGE2,
bem como diminuicdo da atividade de iINOS. Com base nisso, o estudo de Lopez-Mufioz e
colaboradores (2010) consistiu na andlise isobolografica dos efeitos combinados de AAS,
nifurtimox e benznidazol e foi detectado o efeito sinérgico contra a infeccdo por T. cruzi de
células RAW, com indices combinatérios de 0,71 e 0,61, respectivamente. O AAS sozinho
ndo demonstrou efeito significativo sobre a atividade antiparasitaria dos macréfagos. Assim, a
inibicdo da sintese de prostaglandinas causada pelo AAS pode aumentar a atividade

antiparasitaria dos macrofagos e aumentar o efeito do nifurtimox e do benznidazol.

A doenca de Chagas crbnica afeta 10% a 30% dos pacientes infectados pelo T. cruzi,
manifestando-se principalmente como cardiomiopatia. Os mecanismos envolvidos nas lesdes
cardiacas incluem ativacdo do endotélio e inducdo de microvascularizagdo. Esses processos
envolvem a produgdo de moléculas de adesdo endotelial e tromboxano A2, que sao
envolvidos no recrutamento de células inflamatérias e na agregacdo plaquetéria,
respectivamente. No estudo de Molina-Berrios e colaboradores (2013) foram avaliados os
efeitos da administracdo de baixas e altas doses de AAS em camundongos machos BALB/c
adultos durante a fase inicial da infec¢do por T. cruzi, ap6s dano microvascular no contexto de
um modelo murino crénico da doenca de Chagas. Inibidores da ciclooxigenase, como o &cido
acetilsalicilico diminuem a producdo de tromboxano e altera o curso da doenca de Chagas,
tanto na forma aguda quanto na cronica. O AAS normalizou os niveis de SICAM e sE-

selectina, gerando melhora da fun¢édo endotelial.

A invasdo celular pelo T. cruzi e sua replicacdo intracelular sdo essenciais para o ciclo
de vida do parasita e para o desenvolvimento da doenca de Chagas. No estudo de Malvezi e
colaboradores (2014) sdo apresentadas evidéncias sugerindo o envolvimento das enzimas
ciclooxigenase (COX) do hospedeiro durante a invasdo do T. cruzi. Diante disso, foram
realizados os ensaios com celulas cardiacas de ratos contaminados com T. cruzi pre-tratadas
com o0s antagonistas farmacoldgicos da COX-1 (&cido acetilsalicilico) e da COX-2

(celecoxib). Foi demonstrada a acdo inibitdria da infeccdo por T. cruzi do AAS e do
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celecoxib, associada a um aumento na producdo de NO e interleucina-1p e diminuicdo da
producdo do fator transformador de crescimento (TGF-p) pelas células.

Malvezi e colaboradores ainda em 2014 apresentaram mais uma confirmacdo de
evidéncias, sugerindo o envolvimento da enzima ciclooxigenase (COX) do hospedeiro
durante a invasdo do T. cruzi. Neste estudo foi realizado o ensaio com macrdfagos peritoneais
retirados de camundongos contaminados com T. cruzi e pré-tratados com a AAS. Este
farmaco causou inibicdo acentuada da infeccdo por T. cruzi, e foi associada a producédo
aumentada de IL-18 e 6xido nitrico (NO-) por macrofagos. Os resultados indicam que PGE,,
NO-, e as lipoxinas estdo envolvidas na regulagdo do anti-T. cruzi por macrofagos,
proporcionando uma melhor compreensdao do papel das prostaglandinas na resposta

inflamatoria inata & infeccéo por T. cruzi.

O T. cruzi possui uma enzima conhecida como anidrase carbonica classe a (TCCA),
que apresenta alta atividade catalitica para a conversao de CO, em bicarbonato e prétons,
sendo de grande importancia para o parasita. Alguns estudos vém demonstrando que a enzima
pode ser inibida pelas principais classes de inibidores de AC (CAls), como 0s anions,
sulfonamidas, tiois e hidroxamatos. Em estudo mais recente, Bonardi e colaboradores (2022)
realizaram o primeiro estudo de inibicdo da TcCA utilizando 22 fendis. Os melhores
inibidores foram os fendis: pirocatecol, acido salicilico, 3,5-difluorofenol, acido 3,4-diidroxi-
benzoico, acido 3,6-diidroxi-benzoico, acido cafeico e analagos do desidroxi com K;s de
1,8—7,3 uM.

3.4. Derivados salicilicos com atividade frente Plasmodium sp.

O desenvolvimento de novos medicamentos € uma das estratégias para o controle da
maléria. Diante disso, Rodrigues Goulart e colaboradores em 2004 avaliaram a atividade
antimaldrica de varios terpenos, moléculas com estrutura quimica semelhante aos
intermediarios da via dos isoprenoides. Todos os terpenos testados inibiram a biossintese de
dolicol no trofozoito e no esquizonte. O tratamento dos estagios esquizontes com acido S-
farnesiltiosalicilico (Figura 11) levou a uma diminuicdo na intensidade da banda
correspondente a uma proteina p2lras. O efeito inibitério dos terpenos e é&cido S-
farnesiltiosalicilico na biossintese de dolicol e da cadeia lateral isoprénica de ubiquinonas e a
isoprenilacdo de proteinas nos estdgios intraeritrociticos de P. falciparum parece ser

especifica, porque no geral a biossintese de proteinas nao foi afetada. Combinages de alguns
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terpenos ou acido S-farnesiltiosalicilico testados nesse estudo com outros antimaléricos, como

a fosmidomicina, pode ser uma nova estratégia para o tratamento da malaria.

Figura 11. Estrutura quimica do &cido S-farnesiltiosalicilico.

COOH

X X X

Acido S-farnesiltiosalicilico

Fonte: Adaptado de Goulart et al., 2004.

No estudo de Lee (2009) o extrato de éter de petréleo de Viola websteri Hemsl.
(Violaceae) foi submetido a teste para avaliacdo da sua atividade contra cepas de Plasmodium
falciparum sensiveis a cloroquina usando o método de ensaio da lactato desidrogenase do
parasita. A cloroquina e artemisinina foram usadas como controles positivos. As amostras
foram testadas em trés concentragdes diferentes (5, 25 e 100 pg/ml), e os resultados foram
expressos como concentracdes inibitorias de 50%, que foram atribuidos ao efeito sinérgico de
varios compostos presentes no extrato. Os metabdlitos principais responsaveis pela atividade
antiplasmodial foram extraidos e isolados. O 6-(8'Z-pentadecenil)-acido salicilico (6-AS) e 6-
(8'Z, 11'Z, 14'Z-heptadecatrienil)-acido salicilico (Figura 12), foram isolados de V. websteri
pela primeira vez neste estudo e é o primeiro relato sobre a atividade antiplasmodial dos

compostos de V. websteri.

Dando continuidade ao estudo anterior que definiu o metabolito 6-(8'Z-pentadecenil)-
acido salicilico (6-AS) como responsavel pela atividade antiplasmodial do extrato da espécie
Viola websteri, Chung e colaboradores (2009) em seu estudo definiram a atividade in vivo
anti-maléaria do 6-AS quando testado contra cepa sensivel a cloroquina de Plasmodium
berghei (ATCC 50175) em camundongos ICR machos. O 6-AS demonstrou atividade
antimalarica in vivo a 5, 10 e 25 mg/kg/dia, demonstrando um significativo efeito
esquizontocida no sangue em infecgOes precoces de quatro dias, quando comparado ao

farmaco padrdo, cloroquina (5 mg/kg-dia).
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Figura 12. Estruturas quimicas de compostos isolados de Viola websteri.
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Fonte: Chung et al., 2009; Lee et al., 2009.
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4. OBJETIVOS

4.1. Gerais

Preparar e avaliar a atividade citotdxica, antiparasitaria e antifungica de uma
colecdo de derivados do acido salicilico, estabelecendo uma relacdo estrutura-atividade

das substancias avaliadas.

4.2. Especificos

- Preparar uma coleg&o de ésteres e amidas derivados do acido salicilico;
- Realizar avaliacéo da atividade citotoxica dos derivados;

- Realizar uma triagem leishmanicida dos derivados;

- Realizar uma triagem tripanocida dos derivados;

- Realizar uma triagem antiplasmaédica dos derivados;

-Avaliar a agdo antifingica in vitro dos derivados;

- Investigar o possivel mecanismo de acdo antiflngico;

- Realizar a andlise in silico frente a alvos biolédgicos fungicos;

- Tragar uma relacgdo estrutura-atividade das substancias avaliadas e estabelecer
caracteristicas quimicas estruturais para o desenvolvimento de farmacos antiparasitarios

e antifungicos com melhor perfil farmacoldgico.
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5. PLANEJAMENTO DO ESTUDO

Esquema 8. Planejamento das etapas do estudo.

Planejamento da preparacdo e avaliacdo bioldgica dos derivados

(o]
OH

OH

Acido salicilico

720 -
OO
|

Ensaio antifungico Ensaio de citotoxicidade || Ensaio antiparasitario

l I J

C. albicans ATCC 90028 Macréfagos U937 Trypanosoma cruzi
C. albicans CBS 5602
C. tropicalis CBS 94
C. krusei CBS 5738

l

Mecanismo de acao

1

Modelagem Molecular

Leishmania braziliensis
Plasmodium falciparum

f

Relacéo estrutura-atividade

Fonte: Elaborado pela autora.

55



Oliveira, A. J. M. S./ RESULTADOS E DISCUSSAO

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi preparada uma série de 25 compostos derivados do &cido
salicilico estruturalmente relacionados (Figuras 13 e 14), e submetidas a avaliacdo
antifingica e antiparasitaria. Realizou-se modificacfes estruturais na cadeia lateral
destes compostos através de reacdo de esterificacdo de Fischer, reacdo de Mitsunobu,
reacdo de Schotten-Baumann e reagdes de O-alquilacdo e O-acilacdo para se avaliar as
mudancas na bioatividade dos compostos.

6.1. Etapa de preparacéo dos derivados 1-25

Figura 13. Estruturas quimicas dos salicilatos 1-13, 24 e 25.

o o o (o]
d\o/ dl\o/\ d\o/\/ (:5‘\0)\
OH OH OH OH

Salicilato de metila (1) Salicilato de etila (2) Salicilato de propila (3) Salicilato de isopropila (4)

sanaloanaloans

Salicilato de n-butila (5) Salicilato de isoamila (6) Salicilato de benzila (7)

o o o
[ :[ 0/\©\ dl\o d}\o/\O\
OH OH OH NO,

Salicilato de 4-metilbenzila (8) Salicilato de 4-isopropilbenzila (9) Salicilato de 4-nitrobenzila (10)

(0] o) (0]
OH OH o/ OH Cl

Salicilato de 3-metoxibenzila (11) Salicilato de 4-metoxibenzila (12) Salicilato de 4-clorobenzila (13)

(:f‘\o/\/

Benzoato de 2-propoxi de metila (24) Benzoato de 2-(2-fenilacetoxi) de propila (25)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 14. Estruturas quimicas das salicinamidas 14-23.

o oY o

N-isobutil-2-hidroxibenzamida (14)  N-cicloexil-2-hidroxibenzamida (15) N-benzil-2-hidroxibenzamida (16)

o 0
OH OH o

N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17) N-(4-metoxibenzil)-2-hidroxibenzamida (18)
(0] O (o)
: jll\ (0]
(:f‘\N /\@\ N /\@ N
H H
OH o OH o
N-2,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (19) N-3,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (20)
(0]
N
OH F
N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-2- h1dr0x1benzam1da (21) N-(4-fluorbenzil)-2-hidroxibenzamida (22)

N
(:f‘\H/\O\
OH Cl

N-(4-clorobenzil)-2-hidroxibenzamida (23)

Fonte: Elaborado pela autora.

Os salicilatos 1-6 foram preparados através da esterificacdo de Fischer, reacdo
que ocorre entre o acido salicilico e o alcool em excesso, na presenca de um catalisador,
0 acido sulfarico (H,SO4). A reacdo foi realizada sob refluxo, monitorada por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), segundo a metodologia de
Sanderson e colaboradores (2013), conforme Esquema 9. Os alcoois utilizados na
reacdo foram o metanol, etanol, isopropanol, 1-propanol, n-butanol e alcool isoamilico.
De acordo com a Tabela 1 (pag. 62) o tempo reacional foi de 16-24 horas, com

rendimentos de 36-95,3%. O éster 1 apresentou 0 maior rendimento.
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Esquema 9. Reacdo de obtengéo dos derivados 1-6.

(0] (0}
OH OR
a
—_—
OH OH
Acido salicilico 1-6
(1) R=CH;4

(2) R=CH,CH,

(3) R = CH,CH,CH,

(4) R=CH(CH;),

(5) R=CH,CH,CH,CH,
(6) R =CH,CH,CH(CH,),

a) ROH, HCI (cat.), refluxo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Na obtencéo dos salicilatos 7-13 utilizou-se a reacdo de Mitsunobu, que consistiu
na reacdo entre o alcool benzilico e seus derivados com o acido salicilico na presenca de
agentes oxido-redutores como o agente oxidante diisopropil azodicarboxilato (DIAD) e
agente redutor trifenilfosfina (PPhs), em tetrahidrofurano (THF) a temperatura
ambiente, conforme o Esquema 10 (Chapado et al., 2010). Trés salicilatos sdo ineditos
na literatura (8, 11 e 13). Os éalcoois utilizados nas reacfes foram: alcool 4-
metilbenzilico, éalcool benzilico, alcool 4-isopropilbenzilico, alcool 4-nitrobenzilico,
alcool 4-metoxibenzilico, &lcool 3-metoxibenzilico e o &lcool 4-clorobenzilico. De
acordo com a Tabela 1 (pag. 62), o tempo reacional foi de 72 horas, com rendimentos

de 16,3-45,6%. O éster 8 apresentou maior rendimento.

58



Oliveira, A. J. M. S./ RESULTADOS E DISCUSSAO

Esquema 10. Reacdo de obtengdo dos derivados 7-13.
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a) ROH, Diisopropil azodicarboxilato (DIAD), TPP, THF, 0°C a t.a.

Fonte: Elaborado pela autora.

O composto 24 foi preparado por reacdo de O-alquilacdo que consiste em
substituicdo do tipo Sy2 (substituicdo nucleofilica bimolecular). Nesse tipo de reacao,
haletos alquila e arila sdo geralmente empregados como substratos, tendo em vista a boa
aplicabilidade dos halogénios como grupos abandonadores. O procedimento reacional
consistiu na reacdo do salicilato de metila (1), haleto alquilico (brometo de 1-propila),
em acetona anidra sob refluxo na presenca do K,CO3 conforme o Esquema 11 (Coolen
et al., 1995). De acordo com a Tabela 1 (pag. 62) o tempo reacional foi de 16 horas,

com rendimento de 22,8%.
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Esquema 11. Reacédo de obten¢do do derivado 24.

o 0
o/ o/
a
—_— >
OH o
1
24

a) Acetona, K,COs, CsH;Br, refluxo.

Fonte: Elabora pela autora.

O composto 25 derivado do salicilato 3 foi obtido por meio da reacdo de O-
acilacdo. O procedimento reacional consistiu na utilizacdo do salicilato de propila,
cloreto de fenilacetila, em solucdo aquosa de hidroxido de sodio a 10% (NaOH)
conforme demonstrado no Esquema 12 (Sadeghian, et al., 2008). O tempo reacional foi

de 2 horas com rendimento de 27,5% (Tabela 1, pag. 62).

Esquema 12. Reacéo de obtengéo do derivado 25.

(0] (0]
O/\/ O/
a
—_—

OH (0]
3

(0)

25

a) NaOH (10%), CgH;CIO a t.a.

Fonte: Elaborado pela autora.
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A reacdo para obtencdo das benzamidas 14-23 foi realizada em duas etapas.
Preparou-se o cloreto acido reagindo o &cido salicilico com o cloreto de tionila. Em
seguida reagiu-se o cloreto acido com as aminas (Reagdo de Schotten—Baumann),
conforme Esquema 13 (Ji, xing-yue, et al., 2013). Os produtos 17 e 20 sdo relatados
pela primeira vez na literatura. Foram utilizadas nas reacdes as aminas: isobutilamina,
cicloexilamina, benzilamina, 4-metilbenzilamina, 4-metoxibenzilamina, 3,4-
dimetoxibenzilamina, 2,4-dimetoxibenzilamina, piperonilamina, 4-fluorbenzilamina e
4-clorobenzilamina. De acordo com a tabela 1 (pdg. 62) o tempo reacional foi de 4-5

horas, com rendimentos entre 16,7-64,6%, a salicinamida 15 apresentou o maior

rendimento.
Esquema 13. Reaces de obtencdo dos derivados 14-23.
(0] (0] (0]
OH a Cl b NHR
OH OH OH
Acido salicilico Cloreto de 2-hidroxibenzoila 14-23

(15) R=

/
\
/

(14) R =CH,CH(CHj;), (19) R= o}
%/\)\

(20) R=
(16) R=

~ O
§

(17) R=

o

(22) R=
(18) R=

N

O

Cl

c) SOCIy; CH,Cl,, refluxo; b) RNH,, EtzN, CH,Cl,, 0°C a t.a. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 1. Dados reacionais dos derivados do &cido salicilico 1-25.

Férmula Massa molar Ponto de fusdo Tempo de Eluente Quantidade obtida

Composto R molecular (g/mol) [lit] (°C) reagéo (h) (Hexano/ AcOEt) Massa (mg) (mmol) Rendimento (%)
1 CHs CsHgOs 152,15 - I-16 - 1-210 138 I-953
2 CzHs CoH1005 166,18 - I-16 - - 635 0,27 I-38,1
3 CsHs CioH1205 180,20 - 1-22 - I-1823 101 I-69,9
4 CsHs CioH1,05 180,20 - I-24 95:5 I-63,2 0,25 1-351
5 C4Hyo CuH1405 194,23 - 1-24 95:5 1-80,7 0,30 I-41,6
6 CsHy CioH160s 208,26 - I-24 10:0 1-112 0,54 1-372
7 C:H; C14H1,05 228,25 - In-72 10:0 Il-125 0,55 I1-37,9
8 CsHs CisH1405 242,27 - I-72 10:0 Il - 160 0.66 11— 45,7
9 CioHia Cy7H1605 270,33 - I-72 95:5 11-103,8 0,10 11— 26,6
10 C/H;NO, C1aH1NOs 273,24 92-93°C I-72 95:5 11— 100 0,36 I-253
11 CgHgO CisH1404 258,27 - n-72 911 I-122 O I-32,7
12 CsHsO CisH10; 258,27 53-54°C n-72 9:1 I1-61,4 0,06 I1-16,3
13 C/HeCl C1H1:ClO; 262,69 61-62°C I-72 95:5 I1-170 0,66 Il 455
14 CaHo C1H1sNO, 193,25 61-62°C Melv-5 9:1 I-52 0,27 I-37,4
15 CoHn CisHyyNO, 219,28 91-92°C Melv-5 8:2 11— 102 B I11-64,6
16 C:H; C1H1NO, 227,26 130-131°C Melv-4 93:7 11— 64 0,26 -39,
17 CsHeo CisH1sNO, 241,29 116-117°C Melv-—4 8:2 I-293 0,12 I-16,7
18 CeHo CisH1sNO; 257,29 95-96°C Melv-4 9:1 1 -33 0,13 M-17,8
19 CoHy;0 CisHi7NO, 287,32 - Melv-5 8:2 In-75 0,26 I1-36,3
20 CoH1,0 CisH17NO, 287,32 128-129°C Melv-4 8:2 11— 84 0,29 11— 40,6
21 CgH-0, CisH1sNO, 271,27 138-139°C NelV-—4 9:1 I1-116 0,43 I1-59,4
22 C7HeF CuH1,FNO, 245,25 113-114°C Melv-4 911 m-s1 0,33 I-459
23 C7HsCl C14H1,CINO, 261,71 132-133°C Melv—4 9:1 111-52 0,20 I-276
24 CsH; CuH105 194,23 - V- 16 97:3 IV -33 0,16 IV-229
25 CsH-0, C1sH1504 298,34 - VI-2 97:3 V-59 0,20 V-275

I-Reacdo de Esterificacdo de Fischer; 11- Reagdo de Mitsunobu; I11-Reacdo com cloreto de tionila; 1V- Rec¢do de Schotten—Baumann V- Reacdo com Haletos Alquilicos; VI-
Reacdo com cloreto de acila. Fonte: Elaborado pela autora.
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6.2. Analise espectroscopica dos derivados do &cido salicilico
A caracterizacdo estrutural dos compostos foi estabelecida através de dados de
IV, RMN de H e *C, DEPT 135 (composto 18) e espectrometria de massas de alta
resolucéo para 0os compostos inéditos.

6.2.1. Interpretacgéo dos espectros na regido do infravermelho dos compostos
derivados do acido salicilico 1-25
A andlise dos espectros na regido do infravermelho dos compostos derivados
do &cido salicilico foi realizada segundo os dados da literatura de Silverstein e Webster
(2007); Pavia e colaboradores (2010). Pode-se evidenciar a presenca de grupos
funcionais que sdo importantes para identificacdo da molécula.

Na andlise dos espectros dos diferentes analogos, as estruturas moleculares dos
compostos apresentam o mesmo anel aromético do &cido salicilico. Diante disso, a
partir dos espectros na regido do infravermelho das substancias em pastilha KBr foi
possivel identificar ou determinar alguns sinais caracteristicos norteadores nas amidas
obtidas: como bandas de absorcio em aproximadamente 3300 cm™ referente ao
estiramento N-H de amidas secundarias; uma banda forte entre 1680 a 1630 cm™
atribuido ao estiramento da carbonila de amida (C-O). Os sinais aos pares em torno de

1600 e 1475 cm™ s&o referentes ao estiramento (C=C) de anéis aromaticos.

Nos ésteres obtidos os sinais norteadores sdo bandas de estiramento C=0O na
faixa de 1679-1666 cm™ que ocorre devido a ligagdo intramolecular (interna) de
hidrogénio presente, o sinal de C=0 é movido para uma frequéncia mais baixa; sinais
em torno de 1600-1450 cm™ sdo referentes ao estiramento (C=C) de anéis aromaticos; o
substituinte hidroxil (O-H) apresenta-se com o estiramento (C-O-H) em 1440-1220 cm’
1. estiramento C-O atribuida a esta ligagdo nos ésteres que aparecem com duas bandas
na faixa de 1300 a 1000 cm™,

Os analogos alquilicos sdo observados bandas de estiramento C-H de alcano
abaixo de 3000 cm™, grupo metilenos com absorcdo de estiramento em 1465 cm™ e

grupos metila em 1375 cm™.

Nos derivados arilicos, se observa banda de estiramento nas regides de 900-690
cm’™. Para os substituintes presentes na posi¢do orto (aneis orto-dissubstituidos), obtém-

se uma banda forte proxima de 750 cm”. Para os substituintes presentes na posicao
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para, observa-se uma banda forte de vibracdo de estiramento na regido entre 800 - 850
cm™; e, os substituintes da posic&o meta, sdo evidenciadas trés bandas, nas regides entre
700-900 cm-1. Em relacdo & ligacdo do substituinte com o carbono do anel aromatico,
para o substituinte cloro (CI-Canged) @ absorcdo ocorre entre 1035-1100 cm™; Flior de
arila (F-Canew) absorve entre 1250 e 1100 cm™; o nitrobenzeno absorve intensamente
em 1550-1490 e 1350-1315 cm™.

6.2.2. Interpretacdo dos espectros de RMN de *H e **C dos derivados obtidos

A analise dos espectros de RMN de 'H dos salicilatos e salicinamidas
apresentaram os seguintes sinais em comum: um deslocamento quimico entre 6H 12,20-
10,56 ppm, na forma de um simpleto largo correspondente ao hidrogénio da hidroxila
(OH) da estrutura fendlica (sinal presente apenas nos derivados de éster); na regido
entre 6H 7,90-6,80 ppm apresentaram sinais referente aos quatro hidrogénios
aromaticos comuns a todos os compostos. As amidas também apresentaram um
deslocamento quimico entre 6H 6,68-6,22 ppm, na forma de um simpleto referente ao
hidrogénio do nitrogénio do grupo funiconal da amida (—NH). Na andlise dos espectros
de RMN de *3C demonstraram sete carbonos aromaticos em comum. Um sinal entre 8C
170,71-164,64 ppm atribuido ao carbono carbonilico; um sinal entre 6C 161,99-161,42
ppm foi atribuido ao carbono ligado a hidroxila. O sinal entre C 136,39-133,41 ppm
indica o carbono na posi¢do para do anel; o sinal entre 6C 130,20-125,15 ppm é
atribuido a um carbono na posi¢do orto do anel aromatico ¢ o sinal entre 6C 126.13-
118,49 ppm e entre 6C 118,84-117,32 ppm atribuido a dois carbonos meta,
respectivamente. Além disso, o sinal entre 6C 123.72-111,96 ppm ¢ atribuido ao

carbono do anel aromatico ligado a carbonila do éster.

Os compostos 8, 11, 13, 17, 20 e 25 sdo inéditos. Todos 0s espectros
apresentaram em comum sinais semelhantes referentes ao nucleo derivado do écido
salicilico. Para analise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e
3C as atribuices dos compostos 8, 11, 13, 17, 20 e 25 (inéditos na literatura) estdo

representadas nas Tabelas 2, 3 e 4 (pags. 69, 70 e 71).

No RMN de *H demonstrado na Figura 62 (pag. 162) nota-se os deslocamentos
caracteristicos do esqueleto metil-benzilico no composto salicilato de 4-metilbenzila (8)
apresentou dois dupletos em 7,35 ppm (d, J = 8,0 Hz) e 7,22 ppm (d, J = 8,0 Hz), sinais

referentes aos H-2"/6’, H-3"/5° do anel aromatico da cadeia lateral que acoplam entre si,
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respectivamente; simpleto referente a hidrogénios metilénicos (H-7’) em 5,35 ppm,
deslocamento quimico do hidrogénio do carbono diretamente ligado ao oxigénio do
grupo funcional, fundamental para a confirmacdo do produto; simpleto referente a
hidrogénios da metila (H-8’) substituinte do anel em 2,38 ppm. No RMN de C
demonstrado na Figura 66 (pag. 164) apresentou 13 sinais, sinal em 138,64 ppm
referente ao carbono ndo hidrogenado ligado a metila (C-4’), sinal em 132,48 ppm (C-
1’) também de carbono ndo hidrogenado ligado ao carbono metilenico do grupo
funcional (C-O), sinais equivalentes em 129,55 ppm (C-3°/5%) e 128,63 (C-2°/6)
referentes a carbonos do anel aromatico da cadeia lateral; sinal em 67,20 ppm (C-7°)
confirmando que houve a formacgdo da molécula através da reagdo de mitsunobu
(carbono ligado diretamente ao grupo funcional O-C=0) e um sinal em 21,42 ppm (C-

8) referente ao carbono metilico.

(0]
6 7 2
5 7 r 3
1 (0]
2 4
4 6
OH .
3 5
8

O composto salicilato de 3-metoxibenzila (11) apresentou no RMN de 'H
conforme a Figura 81 (pag. 172), tripleto em 7,32 ppm (t, J = 7,9 Hz) referente ao H-5’,
duplo dupleto em 7,03 ppm (dd, J = 7,6; 0,5 Hz) referente a H-6" e multipleto em 6,99-
6,98 ppm (H-2’/4") referente aos hidrogénios do anel aromatico da cadeia lateral;
apresentou ainda dois simpletos em 5,36 ppm (hidrogénios metilénicos) e em 3,83 ppm
(hidrogénios da metoxila substituinte do anel). No RMN de **C demonstrado na Figura
85 (pag. 174) apresentou o total de 15 sinais, sinal em 159,73 ppm (C-3”) de carbono
ndo hidrogenado ligado a metoxila (OCHj3), sinal em 136,71 (C-1’) de carbono ndo
hidrogenado ligado ao carbono metilénico; sinais em 129,66 ppm (C-5), 119,07 ppm
(C-6"), 113,77 ppm (C-2’) e 113,73 ppm (C-4") de carbono hidrogenado pertencente ao
anel aromético da cadeia lateral; sinal em 66,70 ppm (C-7’) e um sinal em 55,18 ppm

(C-8) referente ao carbono da metoxila.
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O composto salicilato de 4-clorobenzila (13) no RMN de *H demonstrado na
Figura 96 (pag. 179) apresentou simpleto em 7,38 ppm referente aos H-2°, H-4’, H-5" e
H-6" do anel aromatico da cadeia lateral ¢ um simpleto em 5,35 ppm de hidrogénio
metilénico (H-7’), sinais caracteristicos de composto halogenado (C-Cl). No RMN de
3C conforme a Figura 100 (pag. 181) apresentou o total de 12 sinais, sinal em 134,33
ppm (C-1) de carbono ndo hidrogenado ligado ao carbono metilénico; sinal em 133,59
ppm (C-4’) de carbono ndo hidrogenado ligado diretamente ao substituinte (CI); os
sinais em 129,52 ppm (C-2’, C-6’) e 128,78 ppm (C-3’, C-5’) referente aos carbonos
hidrogenados pertencentes ao anel aromatico da cadeia lateral; sinal em 65,96 ppm (C-

7”) de carbono metilénico.

o
6 7 2
5 7 T 3
7> o0
2 4'
4 OH 6 cl
3 5
13

O composto N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17) apresentou no RMN *H
conforme a Figura 119 (pag. 191), um dupleto largo na regido de 7,28 ppm (dl, J = 6,7
Hz) referente aos H-2°/6’ e um dupleto largo na regido 7,20 ppm (dl, J = 7,9 Hz)
referente aos H-3°/5 do anel aromético da cadeia lateral; dupleto em 4,61 ppm referente
a hidrogénios metilénicos (H-7"); simpleto referente a hidrogénios da metila substituinte
do anel em 2,39 ppm (H-8’). Apresentou no RMN de **C conforme a Figura 122 (pag.
192) um total de 13 sinais, sinal em 137,77 ppm (C-4’) referente ao carbono nao
hidrogenado ligado a metila; sinal em 134,50 ppm (C-1’) também de carbono nao
hidrogenado ligado ao carbono do grupo funcional (C-N); sinais em 129,68 ppm (C-

3’/5%) e 128,04 ppm (C-2°/6’) referentes a carbonos do anel aromatico da cadeia lateral;
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sinal em 43,79 ppm (C-7’) de carbono metilénico e um sinal em 21,23 ppm (C-8”)

referente ao carbono metilico.
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O composto N-3,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (20) apresentou no RMN
de *H conforme a Figura 136 (pag. 199), sinais de um tripleto de dupleto em 6,89 ppm
(td, J = 8,0; 2,0 Hz) referente a H-2’ e um multipleto em 6,85-6,80 ppm (C-5/6")
referente aos hidrogénios do anel aromatico da cadeia lateral; dupleto em 4,56 ppm
referente a hidrogénios metilénicos (H-7") e simpleto em 3,87 ppm (H-8) referente a
hidrogénios das duas metoxilas (OCH3) das posi¢es meta e para do anel aromético da
cadeia lateral. Os espectro de RMN de **C desmontrado na Figura 140 (pag. 201)
apresentou no total 14 sinais, sinal em 149,09 ppm de carbono do anel aromatico ligado
a metoxila (C-3’); sinal em 148,58 ppm de carbono do anel aromatico ligado a outra
metoxila (C-4"); sinal em 129,68 ppm de carbono ndo hidrogenado (C-1°); sinal em
120,16 ppm do C-6’; sinal em 111,10 ppm (C-2°, C-5"); sinal em 55,77 referente a
carbonos das duas metoxilas (3°,4’-MeO); e sinal em 43,43 ppm de carbono metilénico
(C-7).

(0]
6 7 2
5 TN 1 0\
1 3 g
H
. 2 ] & _ 8
OH (0]
3 5
20

O composto benzoato de 2-(2-fenilacetoxi) de propila (25) é derivado do
composto 3, portanto apresentou o nucleo principal com sinais semelhantes. O espectro
de RMN de *H demonstrado na Figura 164 (pag. 213) apresentou um duplo dupleto em
8,02 ppm (dd, J = 7,9; 1,6 Hz) e dupleto de dupleto de dupleto em 7,52 ppm (ddd, J =
8,0; 7,5, 1,7 Hz) referentes aos hidrogénios do anel aromético (H-6 e H-4,

respectivamente) similar ao composto 3; apresentou um multipleto em 7,44-7,35 ppm
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referente a H-4*’, H-5"’,H-7’ e¢ H-8”’ da por¢cdo adicionada oriunda do cloreto;
multipleto em 7,33-7,28 ppm referente H-3/5 e duplo dupleto em 7,05 (dd, J = 8,1; 0,9
Hz) de H-6"’ do anel aromatico da cadeia lateral; tripleto em 4,21 ppm (t, J = 6,8 Hz) de
hidrogénio metilenico oriundo do composto 3 (H-1’); simpleto em 3,96 ppm de
hidrogénio metilenico da cadeia lateral (H-2""); sexteto em 1,75 ppm (sex, J = 7,4 Hz)
de hidrogénio metilénico (H-2’) e tripleto em 1,01 ppm (t, J = 7,4 Hz) de hidrogénio
metilico (H-3"). No RMN de *3C conforme a Figura 167 (pag. 215) o composto 25
apresentou o nucleo principal com os sinais semelhantes em comum ao composto 3 (C-
7, C-2, C-4, C-6, C-5, C-3, C-1, C-1’, C-2’¢ C-37), apresentou sinal do carbono
carbonilico da cadeia lateral em 170,33 ppm (C-1°") que se apresenta desprotegido
devido a eletronegatividade do oxigénio da carbonila; sinal em 133,55 ppm (C-3"’) de
carbono ndo hidrogenado; sinais em 129,73 ppm (C-4"°/8’); 128,72 ppm (C-5°/7"’) e
127,36 ppm (C-6") referente a carbonos hidrogenados pertencentes ao anel aromatico
da cadeia lateral; e um sinal em 41,19 ppm (C-2"") indicativo de carbono hidrogenado

ligado diretamente a carbonila (C=0).
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos de RMN de *H e **C dos compostos inéditos (8 e 11).

Posicao

6,99 (ddd, J =8,4;1,1; 0,4 Hz,
1H)

7,47-7,43 (m, 1H)
6,86 (t, J = 8,0; 7,2; 1,1 Hz, 1H

7,89 (ddd J = 8,0; 1,8; 0,4 Hz, 1H)

10,78 (s, 1H)

7,35 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
7,22 (d, J = 8,0 Hz, 1H)

7,22 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
7,35 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
5,35 (s, 2H)

2,38 (s, 3H)

135,92
117,74
130,20
170,17

132,48
128,63
129,55
138,64
129,55
128,63
67,20

21,42

6,92-6,86 (M, 1H)

7,46 (ddd, J = 8,4; 7,3; 1,5 Hz,
1H)
6,92-6,86 (m, 1H)

7,89 (dd, J =8,0; 1,7 Hz, 1H)
10,73 (s, 1H)
6,99-6,98 (m, 1H)
6,99-6,98 (m, 1H)

7,32 (t, = 7,9 Hz, 1H)
7,03 (d, J = 7,6 Hz, 1H)

5,36 (s, 2H)
3,83 (s, 3H)

135,70
120,28
129,89
169,83

136,71
113,77
159,73
113,73
129,66
119,07
66,70
55,18

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN de *H e *3C dos compostos inéditos (13 e 17).

Posicao 1

dn dc o dc
1 - 112,02 - 114,31
2 - 161,58 - 161,73
3 6,99 (dd, J=84; 0,8 Hz, 1H) 117,48 7,02(dd,J=83;07Hz 1H) 118,75
4 747(ddd,J=84;73;1,7Hz 1H) 13579 7,37(dd,J=1,3;80Hz, 1H) 13438
5 688(ddd, J=80;72; 1,1 Hz, 1H) 11097 6,87-6,82 (M, 1H) 118,76
6  7,86(ddd,J=8,0;17;0,2Hz 1H) 12973 7,44-7,39 (m, 1H) 125,47
7 - 169,67 - 169,89
OH 10,69 (s, 1H) - - -
NH - - 6,63 (sl, 1H) -
r - 134,33 - 134,50
2 7,38 (s, 1H) 12952 7,28 (dl J=6,7 Hz, 1H) 128,04
3 7,38 (s, 1H) 128,78 7,20 (dlJ=7,9 Hz, 1H) 129,68
4 - 133,59 - 137,77
5 7,38 (s, 1H) 12878 7,20 (dlJ=7,9 Hz, 1H) 129,68
6’ 7,38 (s, 1H) 12952 7,28 (dl J=6.7 Hz ,1H) 128,04
7 5,35 (s, 2H) 6596 4,61 (d, J =56 Hz, 2H) 43,64
8 - - 2,39 (s, 3H) 21,23

Fonte: Elaborado pela autora.
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20

Posicao

~NoO ok WDN -

OH
NH

2°
3°
4’
5°
6’
7°
8’
1’
20
32
4°°
5°°
6’
700
8’

5

On

7,01-6,98 (m, 1H)
7,35 (dd, J =8,0; 1,5 Hz, 1H)
6,89 (td, J = 8,0; 2,0 Hz, 1H)
7,39 (ddd, J =8,4; 7,2; 1,6 Hz, 1H)

6,60 (sl, 1H)
6,89 (td, J = 8,0; 2,0 Hz, 1H)
6,85-6,80 (M, 1H)
6,85-6,80 (M, 1H)

4,56 (d, J = 5,6 Hz, 2H)
3,87 (s, 6H)

oc
113,93
161,42
118,49
134,15
118,48
125,16
169,55

129,68
111,10
149,09
148,58
111,10
120,16
43,43
55,76

On

7,33-7,28 (m, 1H)

7,52 (ddd, 8,0; 7,5; 1,7 Hz, 1H)
7,33-7,28 (m, 1H)

8,02 (dd, J=7,9; 1,6 Hz, 1H)

4,21 (t, J = 6,8 Hz, 2H)
1,75 (sex, J = 7,4 Hz, 2H)
1,01 (t, J = 7,4 Hz, 3H)

3,96 (s, 2H)

7,44-7,35 (m, 1H)
7,44-7,35 (m, 1H)

7,05 (dd, J = 8,1; 0,9 Hz, 1H)
7,44-7,35 (m, 1H)
7,44-7,35 (m, 1H)

e 25.

Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.3. Interpretacdo dos espectros de massas dos compostos 8, 11, 13, 17, 20

Os espectros de massas dos compostos inéditos na literatura foram obtidos por

espectrometro de massas de alta resolugéo, o qual permitiu a obtengdo das massas com

elevada exatiddo dos compostos derivados do acido salicilico. A analise detectou a

razdo massa/carga (m/z) do pico do ion molecular protonado e/ou associado ao sédio

com precisdo de quatro casas decimais, os valores encontrados podem ser observados na

tabela 5 (pag. 72). O composto 8 apresenta um valor tedrico m/z de 243,1015 e foi
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confirmado através da presenca do ion m/z de 243,1013 (Cy5H1403+H)". O composto 11
apresenta um valor tedrico m/z de 259,0964 e foi confirmado através da presenca do ion
m/z 259,0962 (CisH1404+H)". O composto 13 apresenta um valor tedrico m/z de
263,0469 e foi confirmado através da presenca do ion m/z 263,0467 (C14H1;ClOs+H)".
O composto 17 apresenta um valor tedrico m/z de 242,1175 e foi confirmado através da
presenca do fon m/z 242,1175 (C1sH1sNO2+H)*. O composto 20 apresenta um valor
tedrico m/z de 288,1230 e foi confirmado atraves da presenca do ion m/z 288,1227
(C16H17NO4+H)*. O composto 25 apresenta um valor tedrico m/z de 321,1102 e foi

confirmado através da presenca do ion m/z de 321,1109 (C1gH1804+Na)".

Tabela 5. Dados espectrométricos de massas de alta resolugdo dos compostos 8, 11, 13, 17, 20 e 25.

Compostos Pico ion molecular m/z teérico m/z medido Erro percentual (ppm)

8 [M+H]" 243,1015 243,1013 -0,8227
11 [M+H]" 259,0964 259,0962 -0,77191
13 [M+H]" 263,0469 263,0467 - 0,76032
17 [M+H]" 242,1175 242,1175

20 [M+H]" 288,1230 288,1227 -1,04122
25 [M+Na]* 321,1102 321,1109 -0,21799

Fonte: Elaborado pela autora.
6.2.4. Avaliacdo da atividade antiparasitaria

Os derivados 1, 3, 6-10, 12, 14, 15, 17 e 20 foram obtidos no inicio da execucdo
do projeto, no periodo surgiu a oportunidade de realizar os testes antiparasitarios com o
grupo de pesquisa da Dr. Sara Maria Robledo. Os doze compostos foram avaliados
guanto a sua atividade citotoxica em macréfagos U-937 (LCsp), assim como também
foram submetidos a avaliacdo da atividade antiparasitaria, os resultados foram descritos
usando a concentragédo efetiva de 50% (ECsp) em células amastigotas de Leishmania
braziliensis, contra formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi e culturas

assincronizadas de Plasmodium falciparum 3D7 (Tabela 6, pags. 76 e 77).

A atividade antiparasitaria foi classificada em alta, moderada ou baixa de acordo
com os valores de ECs, sendo: alta atividade quando a ECs foi <25 pg/mL; atividade

moderada ECsp na faixa de 25-50 pg/mL e baixa atividade quando a ECsy foi >50
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ng/mL. O indice de Seletividade (IS) foi calculado dividindo-se a atividade citotoxica e

a atividade antiparasitaria utilizando a seguinte férmula: 1S = LCso/ECxy.
6.2.4.1. Atividade citotoxica contra macrofagos U-937

A atividade citotoxica dos compostos foi avaliada pela viabilidade da linhagem
celular promonocitica humana U-937 (ATCC CRL-1593.2TM) pelo método de MTT
(Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). O efeito dos compostos foi
determinado através da medicdo da atividade da desidrogenase mitocondrial da célula
(Taylor et al., 2011).

A toxicidade foi definida de acordo com os valores de CLsp, utilizando a seguinte
escala: Toxico; CLsp < 100 uM; moderadamente toxico; CLsp > 100 pg/mL e <200 uM
e potencialmente ndo toxico; CLso > 200 uM.

Em geral os compostos apresentaram valores de LCso elevados, quando
comparado ao controle utilizado (doxiciclina). Sendo possivel inferir que as
caracteristicas estruturais inseridas nos derivados ndo levaram a obtencdo de uma
molécula com perfil citotdxico significativo, servindo de partida para posteriores
modificacdes estruturais desses compostos para se obter uma molécula com atividade

potencializada.
6.2.4.2. Atividade leishmanicida in vitro

Todos os derivados submetidos ao ensaio leishmanicida apresentaram baixos
indices de seletividade e consequentemente uma atividade leishmanicida muito fraca. A
anfotericina B foi utilizada como controle e apresentou ECso = 0,32 + 0,08 uM (IS =
128). Observaram-se nos derivados 8, 10, 12, 15 e 17 os menores valores de ECs. Pode-
se inferir que compostos arilicos monossubstituidos com a presenca de metila (doador
de elétrons) na posicdo para do anel no salicilato de 4-metilbenzila (8) (16,88 + 0,62
UM, IS = 3,22) e na salicinamida N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17) (ECso 15,09
+ 2,03 puM, IS = 2,38), substituinte NO, (retirador de elétrons) na posicdo para no
salicilato de 4-nitrobenzila (10) (ECso 25,75 £ 0,81 pM, IS = 3,07), metoxila (doador de
elétrons) na posicdo para no salicilato de 4-metoxibenzila (12) (ECsp 17,46 + 2,48 UM,
IS = 2,85) e salicinamida com cadeia lateral constituida por anel ciclohexano na N-
ciclohexil-2-hidroxibenzamida (15) (ECs 15,60 + 2,69 uM, IS = 2,67) contribuem para
uma diminuicdo da ECsp, quando se compara aos compostos 1, 3, 6 e 14 que
apresentaram cadeia alquilica na porcdo lateral e com os compostos 7 e 9, que
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apresentam anel aromatico sem substituicdo e anel aromético monossubstituido por
grupo volumoso (isopropil), respectivamente, e tiveram os valores mais elevados de
ECso. Os resultados apresentados sdo semelhantes aos dados obtidos no estudo realizado
por Nobrega et al., (2019) frente Leishmania (L.) amazonensis com amidas cinamicas
com a cadeia lateral semelhante aos compostos 15, 17 e 20, que apresentaram atividade

leishmanicida baixa.
6.2.4.3. Atividade tripanocida in vitro

Todos o0s compostos apresentaram baixos indices de seletividade quando
comparados com o benznidazol (ECso 55,56 + 0,38 uM, IS = 13,8) utilizado como
controle, sugerindo que a atividade tripanocida foi fraca. Por outro lado, os valores de
ECso se apresentaram mais baixos ou préximos ao controle nos compostos 3, 6, 8, 10,
12, 14, 15, 17 e 20. O salicilato de metila (1) apresentou ECso de 101,87 + 2,56 uM (IS
= 0,81), mas quando comparado ao salicilato de propila (3), 0 aumento da cadeia alquila
gerou aumento na poténcia, apresentando um ECso > 38,85 uM (IS = 1,96), assim como
no composto 6 que apresentou ECsy semelhante ao composto 3 com valor > 38,44 uM
(IS = 1,68). Corroborando com esse resultado Lopes et al, (2019) realizou estudo com
derivados p-cumaricos frente Trypanosoma cruzi, onde os derivados contendo radicais
n-propil e isopentil apresentaram atividade tripanocida. Os compostos com grupos
volumosos na cadeia lateral como anel aromatico monossubistituido por metila na
posicdo para em 8 (ECsy 48,83 + 14,41 uM) e 17 (27,56 £ 3,61 uM, IS = 1,30),
substituinte NO, na posi¢do para (10) (ECsp 33,11 £ 8,21 pM, IS = 2,38), metoxila na
posicdo para (12) (ECsp > 23,23 uM, IS = 2,41), anel aromético dissubistituido por
metoxilas na posicdo meta e para na N-3,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (20)
(36,13 + 0,56 uM, IS = 1,49), e a presenca de um substituinte ciclohexano na cadeia
lateral (15) (31,47 + 3,88 uM, IS = 1,31) também demonstram valores de ECsg

préximos ao controle.

Os resultados mostram que alguns compostos possuem acdo toxica sobre o
parasita, porém com baixa seletividade. ModificacGes estruturais podem ser realizadas
com o objetivo de aumentar essa seletividade e obter compostos com potencial

antiparasitario contra o T. cruzi.
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6.2.4.4. Atividade antiplasmddica in vitro

Em comparac¢do com a cloroquina utilizada como controle (ECsp 10,47 £ 1,22
UM, IS = 14,1), os compostos testados apresentaram atividade antiparasitaria muito
fraca frente a avaliacdo antiplasmddica. Os altos indices de seletividade demostram que
os derivados avaliados ndo demonstraram potencial biologico significativo frente P.

falciparum.
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Tabela 6. Citotoxicidade e avaliacdo leishmanicida dos compostos 1, 3, 6-10, 12, 14, 15, 17 e 20.

Macréfagos U-937 Avaliacdo Leishmanicida Avaliacéo Tripanocida Avaliacdo Antiplasmoédica

Compostos
LCso ECso ECso ECso
UM UM 1S UM IS UM IS
(Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL)
82,55 + 18,99 137,23 + 27,28 101,87 + 2,56 678,15 + 118,17
1 0,6 0,81 0,12
(12,56 + 2,89) (20,88 + 4,15) (15,5 +0,39) (103,18 + 17,98)
76,24 + 6,05 213,15 + 51,55 >38,85 516,20 + 64,15
3 0,36 <1,96 0,15
(13,74 + 1,09) (38,41 +9,29) (>7 (93,02 + 11,56)
75,96 + 4,51 65,58 + 18,92 >38,44 515,80 + 88,50
6 1,18 <1,68 0,15
(15,82 + 0,94) (13,45 + 3,94) (>8) (107,42 + 18,43)
141,07 + 27,60 78,95 + 14,55 136,08 + 22,34 244,21 + 24,40
7 1,79 1,04 0,58
(32,2+6,3) (18,02 + 3,32) (31,06 + 5,1) (55,74 + 5,57)
54,36 + 3,14 16,88 + 0,62 48,83 + 14,41 597,27 + 177,53
8 3,22 1,11 0,09
(13,17 + 0,76) (4,09 + 0,15) (11,83 + 3,49) (144,7 + 43,01)
281,36 + 45,01 112,76 + 13,83 252,71 + 24,85 97,97 + 14,13
9 2,5 1,1 2,87
(76,88 + 12,30) (30,81 + 3,78) (69,05 + 6,79) (26,77 + 3,86)
78,87 + 1,89 25,75+ 0,81 33,11 + 8,21 107,31 + 8,58
10 3,07 2,38 0,73
(21,32 + 0,51) (6,96 + 0,22) (8,95 + 2,22) (29,01 + 2,32)
49,83 + 6,74 17,46 + 2,48 >23,23 117,44 + 11,54
12 2.,85 <2,41 0,42
(12,87 + 1,74) (4,51 +0,64) (>6) (30,33 +2,98)
58,53 + 7,87 68,77 + 1,03 58,73 + 5,85 168,23 + 24,89
14 0,85 1,0 0,35
(11,31 + 1,52) (13,29 + 0,2) (11,35 + 1,13) (32,51 + 4,81)
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Tabela 6. Cont. Citotoxicidade e avaliagdo leishmanicida de compostos 1, 3, 6-10, 12, 14, 15, 17 e 20.

Macréfagos U-937 Avaliacdo Leishmanicida Avaliacéo Tripanocida Avaliacdo Antiplasmoédica

Compostos
LCso ECso ECso ECso
UM UM 1S UM IS UM 1S
(Mg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL)
41,64 + 2,10 15,60 + 2,69 31,47 +3,88 140,55 + 2,14
15 2,67 1,31 0,3
(9,13 + 0,46) (3,42 + 0,59) (6,99 + 0,85) (30,82 +0,47)
35,93+ 1,62 15,09 + 2,03 27,56+ 3,61 180,20 + 20,27
17 2,38 1,3 0,2
(8,67 +0,39) (3,64 + 0,49) (6,65 + 0,87) (43,48 + 4,89)
53,70 + 8,35 53,60 + 6,23 36,13 + 0,56 136,36 + 8,77
20 1,0 1,49 0,39
(15,43 + 2,4) (15,4 +1,79) (10,38 + 0,16) (39,18 + 2,52)
2,03£0,45
4DOX - - - - - -
(0,9+0,2)
b 41,55 + 6,81 0,32 + 0,08
AMB 128 - - - -
(38,4 +6,3) (0,3+0,07)
> 768,49 55,56 + 0,38
‘BENZ - - >13,8 - -
(>200) (14,46 +0,1)
g 147,75 + 15,32 10,47 + 1,22
CQ - - - - 14,1
(47,26 + 4,9) (3,35 +0,39)

Os dados representam valores médios + desvio padr&o. ®DOX: controle da citotoxicidade. AMB: anfotericina B, controle de drogas leishmanicidas. “BENZ: controle de
farmaco anti-Trypanosoma: benzonidazol. “CQ: sal de difosfato de cloroquina, controle com farmaco antimalarico.

Fonte: Elaboradora pela autora.
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6.2.5 Avaliacéo da atividade antifungica dos derivados 1-25

A atividade antifangica dos derivados foi avaliada através da sua Concentracéo
inibitéria minima (CIM) e Concentracdo fungicida minima (CFM) contra cepas de
Candida: C. albicans (ATCC 90028), C. albicans (CBS 5602), C. tropicalis (CBS 94),
C. krusei (CBS 573) (Tabela 7, pag. 81). O método utilizado para obtencéo da CIM dos
compostos foi o teste de microdiluicdo, em placas de 96 pogos (CLSI, 2008). Oito
salicinamidas (14, 15, 16, 17, 18, 19, 22 e 23) apresentaram atividade inibitdria contra
pelo menos uma cepa fungica e acdo fungicida contra todas as cepas testadas. No
entanto, o acido salicilico e os salicilatos ndo demonstraram atividade antifingica,
sugerindo que a presenca da funcdo éster nos compostos resulta em inatividade contra

todas as cepas.

A partir dos valores da CIM, a bioatividade dos compostos 1-25 foi classificada
com base nas seguintes categorias: a) bioatividade muito forte (CIM <3,515 pg/ml); b)
bioatividade forte (CIM entre 3,515 e 25 pg/ml); c) bioatividade moderada (CIM entre
26 -100 pg/ml); d) bioatividade fraca (CIM de 101 a 500 pg/ml); e) bioatividade muito
fraca (CIM na faixa de 501-2000 pg/ml) (ALVES et al., 2021). A tabela 7 apresenta a
CIM, a CFM, bem como a relacdo CFM/CIM que informa sobre a capacidade fungicida
(CFM/CIM < 4) ou fungistatica (CFM/CIM > 4) das moléculas 1-25. Os resultados
obtidos nessa primeira avaliagdo sao discutidos adiante.

As salicinamidas 14, 15, 17, 18, 22 e 23 foram ativas contra a cepa de C.
albicans ATCC 90028 em concentracdes que variaram de 485,83 uM - 4077,47 uM. Os
compostos 15 e 18 apresentaram o melhor desempenho antifingico com CIMs de
570,05 uM e 485,83 UM, respectivamente. Pode-se inferir que ambos os substituintes
ciclohexil (15) e 4-metoxi-benzil (18) aumentam a poténcia antifungica dos dois
compostos na maioria das cepas testadas. O composto 14 (grupo isobutil) apresentou
CIM de 1293,73 uM, da mesma forma que os compostos N-4-clorobenzil-2-
hidroxibenzamida (23) e N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17) que demonstraram
um maior valor de CIM de 1910,58 uM e 2072,20 uM, respectivamente, biotividade
considerada fraca quando comparado com os demais compostos. O composto N-4-
fluorobenzil-2-hidroxibenzamida (22) apresentou CIM na maior concentracdo testada
(CIM = 4077,47 uM), sugerindo que a presenca de um halogénio como o fluor na
posicao para do anel aromatico contribuiu para a bioatividade muito fraca.
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Nos testes contra C. albicans CBS 5602, os compostos bioativos foram 14, 15,
16, 17, 18 e 22 em concentragdes variando de 485,83 uM - 2072,20 uM. Os compostos
15, 16 e 18 foram os mais potentes contra C. albicans CBS 5602 apresentando CIMs
respectivas de 570,05 uM, 550,03 uM e 485,83 uM. Sugerindo que os substituintes
ciclohexil (15), benzilico (16) e anel aromatico monossubistituido por metoxila na
posicdo para (18) potencializam a atividade antifungica. As salicinamidas 17 e 22
foram equipotentes (CIM de 207220 uM e 2038,74 uM, respectivamente),
demonstrando atividade fraca, assim como a salicinamida 14 (CIM de 1293,73 uM), é
possivel sugerir que a presenca de grupo isobutilico (volumoso) (14), de anel aromatico
monossubstituido com metila na posi¢do para (17) e do flior na posicdo para do anel
aromatico (22) da cadeia lateral dos compostos contribuem para a bioatividade fraca.

No teste contra C. tropicalis CBS 94, os compostos bioativos foram 14, 15, 18 e
22 com concentracdes variando de 1140,10 uM - 2587,46 puM. O composto 15 foi o
mais potente apresentou CIM de 1140,10 pM, bioatividade considerada fraca. Os
compostos 14, 18 e 22 apresentaram aumento das CIMs (2587,46 uM, 1943,33 uM e
2038,74 uM, respectivamente).

Nos testes contra C. krusei CBS 573, 0os compostos bioativos foram 14, 15, 16,
17,18, 19, 22 e 23 com valores de CIM entre 485,83 uM - 2072,20 uM. Os compostos
15 e 18 apresentaram os menores valores de CIM (570,05 uM e 485,83 uM,
respectivamente) contra C. krusei CBS 573, com atividade semelhante aos testes contra
C. albicans ATCC 90028. Observou-se que a presenca de uma cadeia lateral alquilica
de seis membros (15) ou um substituinte 4-metoxi-benzil (18) potencializa a atividade
antifungica. Os compostos 14 e 16 apresentaram atividade fraca semelhante (CIM =
1293,73 uM e 1100,06 pM, respectivamente). Os compostos 17, 19, 22 e 23
apresentaram atividade semelhante, porém com maiores valores de CIM (2072,20 uM,
1740,28 uM, 2038,74 uM e 1910,58 uM, respectivamente), demonstrando bioatividade
fraca. Corroborando com os resultados do composto 23 (CIM = 500 ug/mL), Perez-
Castillo et al., 2022 apresentou resultados semelhantes em avaliagdes antifingicas de
amidas N-(4-halobenzil) com estrutura esquelética benzoica semelhante a N-4-
clorobenzil-2-hidroxibenzamida, composto submetido a avaliacdo contra o C. krusei
(ATCC 14243), que apresentou CIM de 250 pg/mL.

De acordo com Begum et al., 2019 o &cido salicilico (quando combinado com

rifampicina e acido benzoico na forma de nanoemulsdo topica), apresentou atividade
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significativa contra C. albicans (quando isolado e coletado de um paciente em um
laboratério de microbiologia na Bangabandhu Sheikh Mujib Medical University),
demonstrando grande potencial bioldgico para incorporacdo em formulagdes
antifangicas. Assim, as salicinamidas mais potentes do presente estudo poderiam ser
utilizadas em associacdo com outros antifungicos em formulacGes para o

desenvolvimento de novos farmacos contra cepas de Candida.
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Tabela 7. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do AS e derivados 1-25 contra Candida spp. Os valores CIM e CFM sdo
expressos em pg/mL e uM. Os valores de CFM sdo expressos em puM.

C. albicans C. albicans C. tropicalis C. krusei
Compostos ATCC 90028 CBS 5602 CBS 94 CBS 573
CIM CIM CFM/ _ CIM CIM CFM/ _ CIM CIM CFM/ _ CIM CIM CFM/
wgmy) @ ™M oam ogmy @y M am omy @) CTM oM wgmy @) CFM aiv
AS - ) - - - - ; ; - - ; ; - - - ;
1 - - - - - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - - - - - - - -
14 250 1293,73 1293,73 1 250 1293,73 1293,73 1 500 2587,46 2587,46 1 250 1293,73 1293,73 1
15 125 570,05 570,05 1 125 570,05 570,05 1 250 1140,10 1140,10 1 125 570,05 570,05 1
16 - - - - 125 550,03 550,03 1 - - - - 250 1100,06 1100,06 1
17 500 2072,20 2072,20 1 500 2072,20 2072,20 1 - - - - 500 2072,20 2072,20 1
18 125 48583 48583 1 125 48583 48583 1 500 194333 194333 1 125 48583 48583 1
19 . . . ; - ; - - - ; - - 500 174028 174028 1
20 - - - - - - - - - - - - - - - -
22 1000 4077,47 407747 1 500 2038,74 2038,74 1 500 2038,74 2038,74 1 500 2038,74 2038,74 1
23 500 1910,58 1910,58 1 - - - - - - - - 500 1910,58 1910,58 1
24 - - - - - - - - - - - - - - - -
Nistatina 15 1,62 1,62 1 15 1,62 1,62 1 15 1,62 1,62 1 15 1,62 1,62 1
Cetoconazol 0,5 0,940 0,940 1 1 1,88 1,88 1 4 7,53 7,53 1 0,5 0,940 0,940 1
DMSO - i ; ] ] ) ) ] - - ] - - - -

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.2.5.1. Verificacdo do modo de acéo sobre parede e membrana celular fangica

O composto 15 apresentou o melhor perfil antifungico (CIM de 570,05 uM)
contra C. albicans ATCC 90028, C. albicans CBS 5602 e C. krusei CBS 573. Foi
submetido a investigacdo de mecanismo de acdo antifungica na parede e membrana
celular fangica. Essa verificagdo baseia-se na medida dos dados causados a célula
fangica pelos derivados bioativos. Para isso também foi utilizado o teste de
microdiluicdo em placas de 96 cavidades para determinacdo da CIM dos compostos
frente C. albicans ATCC 90028 na presenca de ergosterol e sorbitol (Tabelas 8 e 9,
pag. 83).

Os esterdis participam da constituicdo de todos os tipos de células fungicas; o
principal esterol é o ergosterol, que atua modulando a fluidez da membrana, o
crescimento celular e a proliferacdo (Czub; Baginski, 2006; Vandeputte, 2012). Para
determinar que a atividade antifungica de 15 decorra da interacdo direta com o
ergosterol membranar, o fornecimento de ergosterol ao meio de cultura deve promover
um aumento na CIM das moléculas, considerando que, na presenca do ergosterol
exdgeno é necessaria uma concentragcdo maior do derivado bioativo para que 0 mesmo
possa atingir o ergosterol da membrana plasmatica. (Escalante et al., 2008; Freires et
al., 2014). Como resultado, ndo houve variacdo da CIM, indicando que o0 composto ndo
atuou inibindo a sintese de ergosterol e ndo se ligou diretamente ao ergosterol. Azdis e
polienos (frequentemente usados para tratar infeccbes flngicas) agem inibindo sintese
do ergosterol (Tavares, 2001).

De forma semelhante € feita a analise do teste com sorbitol exdgeno. O sorbitol,
um protetor osmotico que atua impedindo alteracdes na parede celular do fungo. Para
definir que 15 possue acdo direta sobre a parede celular fingica, o fornecimento do
sorbitol exdgeno iria aumentar a CIM dos produtos, visto que as células fungicas teriam
0 protetor osmético para permitir 0 seu crescimento, porém ndo houve aumento da CIM,
indicando que a substancia ndo age interferindo na sintese da parede celular (Leite et al.,
2015).

Dessa forma, sugere-se que o mecanismo de acdo antifingica de 15 é
desencadeado pela interagdo com outros alvos biologicos. Nessas premissas, foi
realizado estudo in silico utilizando o composto 15 que apresentou melhor resultado in

vitro.
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Tabela 8. Efeito do ergosterol exdgeno (1,008 mM) na CIM do composto 15 e nistatina contra C.
albicans ATCC 90028. Valores expressos em puM.

C. albicans ATCC 90028

15 Nistatina
Concentracéo Sem Com Concentragéo Sem Com
(uM) ergosterol ergosterol (nM) ergosterol ergosterol
9120 - - 52 - -
4560 - - 26 - +
2280 - - 13 - +
1140 - - 6,5 - +
570 - - 3,2 - +
290 + + 1,6 - +
140 + + 0,8 + +
70 + + 0,4 + +

Nota: +, crescimento fingico; -, sem crescimento de fungos

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 9. Valores de CIM do composto 15 e caspofungina na auséncia e presenca de sorbitol (0,8 M)
contra cepas de C. albicans ATCC 90028. Os valores sdo expressos em M.

C. albicans ATCC 90028

15 Caspofungina
- Sem Com ~ Sem Com
Concentragao (uM) sorbitol sorbitol Concentragao (uM) sorbitol sorbitol
9120 - - 3,6 - -
4560 - - 1,8 - -
2280 - - 0,9 - +
1140 - - 0,45 - +
570 - - 0,228 - +
290 + + 0,114 + +
140 + + 0,056 + +
70 + + 0,028 + +
Nota: +, crescimento flngico; -, sem crescimento de fungos

Fonte: Elaborada pela autora.

6.2.6. Modelagem Molecular

Os estudos de modelagem consistiram na aplicacdo sequencial de pesca
computacional de alvos, modelagem molecular, simula¢cdes de DM e na estimativa das
energias livres de ligacdo a partir de um subconjunto de snapshots de DM. O objetivo
deste estudo é propor os alvos mais provaveis do composto 15 que apresentou o melhor
perfil antifingico frente cepas de C. albicans. A pesca ao alvo serve como o primeiro
filtro que permite a selecdo de um conjunto de proteinas no fungo para modelagem
baseada em estrutura. Em seguida, o encaixe molecular € usado para gerar hipéteses de
ligacdo receptor-ligante. Finalmente, simulacbes de DM sdo realizadas para gerar um
conjunto conformacional para cada complexo a partir do qual as energias livres de
ligagdo sdo estimadas. O uso das energias derivadas de DM para selecionar os alvos

mais provaveis do composto € motivado por alguns aspectos principais. A primeira é a
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maior precisao na descricdo das interacdes intermoleculares fornecidas pelas simulacfes
de DM sobre o encaixe molecular. Especificamente, foi demonstrado que os célculos de
MM-PBSA fornecem previsdes mais confiaveis para a ligacdo de energias livres do que

o0 encaixe molecular (Poli et al., 2020; Wang et al., 2019).

O segundo aspecto considerado é que, devido a sua simplicidade, as funcdes de
pontuacédo docking podem produzir resultados tendenciosos quando seus resultados sao
comparados entre diferentes alvos (Lapillo et al., 2019; Luo et al., 2017). A lista de
alvos potenciais do composto em C. albicans que foram identificados durante as
previsdes de pesca de alvo ¢ fornecida na Tabela 10 (pag. 85). A tabela inclui 0 nUmero
de acesso de cada sequéncia alvo no banco de dados Uniprot, o ID atribuido as proteinas
ao longo do manuscrito e uma breve descricdo funcional para eles. Dentre as 15
proteinas selecionadas, cinco delas sdo proteinas quinases e trés sao anotadas como
peptidil-prolil cis-trans isomerases. Ou seja, a maioria das proteinas é anotada com as

duas fungdes posteriores.
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Tabela 10. Alvos potenciais do composto 15 em C. albicans.

Adesdo UniProt ID Descricdo
AOA1D8PHU1 TPK2 cAMP-dependent protein kinase
P43063 CDK1 Cyclin-dependent kinase 1
AOALDSPDAS PHOSS Cyclin-dependent serine/threonine-
protein kinase
Q5A1D3 CEK1 Extracellular signal-regulated kinase 1
Q9URB4 FBA1 Fructose-bisphosphate aldolase
AO0A1D8PS79 IDP2 Isocitrate dehydrogenase
AO0A1D8PHH7 IDP1 Isocitrate dehydrogenase
Q59LF9 MAP2 Methionine aminopeptidase 2
Q5ALM6 CPR3 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
P22011 CYP1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
AOABH6F411 CYPB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Q59U59 APR1 Proteinase A
AOA1D8PU61 FDH3 S'(r;ﬁrs::gee;zgglUtathione
A0A1D8PSJ8 PPH3 Serine/threonine-protein phosphatase
Q92207 HOG1 Mitogen-activated protein kinase HOG1

Fonte: Perez-Castillo, 2022.

Os calculos de encaixe molecular foram realizados conforme descrito na secéo
Métodos. Para FBA1 foram exploradas duas cavidades de ligacdo: o sitio ativo e um
sitio de modulagdo alostérica na vizinhanca do primeiro (Wen et al., 2022). Da mesma
forma, trés diferentes regides de ligacdo previamente identificadas no homologo IDH1
de H. sapiens foram exploradas para IDP1 e IDP2. Estes foram o sulco de ligacdo do

NADPH, a regido de ligacdo do isocitrato e uma cavidade moduladora alostérica
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localizada na interface do dimero (Jakob et al., 2018). Calculos de encaixe levam a 60

complexos de proteina para analises adicionais do composto 15.

Como discutido acima, o encaixe molecular foi usado para gerar hipoteses de
ligacdo ligante-receptor, cuja estabilidade energética foi avaliada em seguida por
calculos de MM-PBSA realizados a partir de simulac@es instantaneas de DM. O fluxo
de trabalho de modelagem aplicado levou a um total de 1,2 ps de tempo de simulagéo
DM. As energias livres de ligacdo previstas obtidas para todos os complexos estdo
resumidas na Figura 15. Os resultados sugerem que o mecanismo de acdo antifungico
do composto 15 pode estar relacionado a um mecanismo de acdo multialvo. Esta
suposicdo € apoiada pelas energias de ligacdo muito semelhantes obtidas para os alvos
classificados nas primeiras sete posicdes. Além disso, essas proteinas de primeira linha
estdo relacionadas a quatro funcbes diferentes: Isocitrato desidrogenase (IDP2),
Peptidil-prolil cis-trans isomerase (CYP1, CYPB e CPR3), Proteina quinase (CEK1 e
PHO85) e Frutose-bifosfato aldolase (FBA1). E interessante notar que as trés
isomerases Peptidil-prolil cis-trans se classificam consecutivamente nas posicgoes 2, 3 e
4. A ultima pode ser explicada pelas estruturas e sequéncias idénticas dessas proteinas

em suas regides de ligacdo ao ligante.

Figura 15. Energias livres previstas de ligacdo do composto 15 aos seus alvos potenciais.

15
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Fonte: Perez-Castillo, 2022.
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Para se obter mais informacGes sobre a inibi¢do potencial do composto 15 contra
suas trés classes de alvo mais provaveis, os modos de ligacdo previstos para o sitio
alostérico de IDP2, CYP1 e CEK1 foram analisados em detalhes. Essas conformacdes
de ligacdo, bem como as interacdes ligante-receptor previstas, estdo representadas na
Figura 16. As poses de ligante representadas na figura sdo os centroides dos maiores
clusters obtidos do agrupamento dos instantdneos de 100 DM usados para célculos de
MM-PBSA. A figura foi produzida com UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004) e
LigPlot+ (Lawoski; Mark, 2011).
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Figura 16. Modos de ligacdo previstos do composto 15 ao sitio alostérico de IDP2 (a), CYP1 (b) e
CEK1 (c). O ligante é representado como bolas e bastfes laranja nas figuras dos complexos. Todos os
atomos sdo representados nos diagramas de interacdo apenas para os residuos que formam ligacGes de

hidrogénio com o composto. Os residuos marcados sdo aqueles que interagem com o composto em pelo

menos 40% dos instantaneos empregados para calculos de MM-PBSA.

1133 §
a) IDP2 Allosteric
P~ M293
? R122 - ,“g 4

FZ’%

E128 K129

c) CEK1

Fonte: Perez-Castillo, 2022.
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Prevé-se que o composto 15 forme ligacdes de hidrogénio com os trés receptores.
Essas interag0es ocorrem com os esqueletos de P121 e 1131 de IDP2, a cadeia lateral de
R53 em CYP1 e as cadeias laterais de K99 e E116 de CEK1. Além disso, o ligante se
orienta com seu grupo orto-fenil para a entrada do sitio alostérico de IDP2, interagindo
com V116, P121, R122, K129 e P130. A orientacdo deste substituinte é favoravel para a
interagdo de empilhamento n-n com W127. Por outro lado, a por¢ao ciclohexil ocupa

uma regido hidrofébica definida por P114, F287, M293, 1131 e 1133.

No complexo previsto com CYPL, o resto das interacGes ligante-receptor
ocorrem com F58 e W119 para o substituinte orto-fenil e com M59, Q61, F111, L120 e
H124 para o grupo ciclohexil. Finalmente, no complexo com CEK1, prevé-se que a
porcéo posterior se oriente na entrada da cavidade revestida por E78, G79, V84, S198,
N199 e L201. O grupo 2-hidroxifenil, em contraste, ocupa a parte inferior do sitio ativo
da CEK1 e faz contatos adicionais com 1129, Q150, C211 e D212.

Conforme discutido anteriormente, os resultados da modelagem apontam para
um provavel mecanismo de a¢do antifangico multialvo do composto 15. Apesar de ndo
ser realizada validacdo experimental dos potenciais alvos desse composto em C.
albicans, os resultados da modelagem podem orientar futuras experimentacGes nesse
sentido. Por exemplo, proteinas e processos celulares podem ser priorizados com base
nos resultados da modelagem. Além disso, os modos de ligacdo previstos do composto
aos seus alvos potenciais podem servir como ponto de partida para a otimizacdo da

atividade antifingica do composto 15.
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7.0. CONCLUSOES

No presente trabalho foram preparados vinte e cinco compostos derivados do
acido salicilico. Os compostos 1, 3, 6-10, 12, 14, 15, 17 e 20 foram submetidos a ensaio
de citotoxicidade em macrofagos U937 e a avaliacdo da atividade antiparasitaria frente a
Plasmodium falciparum, Tripanosoma cruzi e Leishmania braziliensis. A atividade

antifungica frente a espécies de Candida foi avaliada em todos 0s compostos.

Nos ensaios antiparasitarios, todos compostos avaliados apresentaram atividade
muito fraca frente L. braziliensis, devido aos indices de seletividade baixos quando
comparados a Anfotericina B, utilizada como controle. Os compostos 3, 6, 8, 10, 12, 14,
15, 17 e 20 demonstraram acéo toxica sobre T. cruzi, porém com baixa seletividade. Os
resultados servem de partida para posteriores modificacdes estruturais nestes compostos
com o objetivo de aumentar essa seletividade e obter compostos com potencial
antiparasitario contra o T. cruzi. No teste frente P. falciparum o0s compostos
apresentaram atividade muito fraca quando comparado ao controle (Cloroquina).

No tocante a atividade antifungica frente cepas de C. albicans ATCC 90028, C.
albicans CBS 5602, C. krusei CBS 573 e C. tropicalis CBS 94, os compostos 15 e 18
exibiram o melhor perfil antifungico, com atividade significativa frente a trés das cepas
testadas: C. albicans ATCC 90028, C. albicans CBS 5602 e C. albicans CBS 5602.
Esses resultados sugerem que salicinamidas que apresentam substituintes como um anel
de seis membros (ndo heterociclico) ou anel aroméatico monosubstituido por metoxila na
posicdo para do anel contribui para potencializar a acdo antifingica desses produtos

frente a espécies de Candida.

Os estudos de mecanismo de acdo do composto 15 demonstraram que o
composto nado interage diretamente com o ergosterol da membrana plasmatica ou com
parede celular fangica, o que indica que o seu modo de acdo envolve outros alvos
bioldgicos. Os resultados do estudo de modelagem molecular do composto 15 sugere
provavel mecanismo de agdo antifungico multialvo sendo de grande importancia no

norteamento de futuras experimentacdes neste sentido.

Os resultados demonstrados neste estudo podem contribuir para futuras
pesquisas no desenvolvimento de produtos com potencial bioatividade antiparasitaria e

antifungica visando a descoberta de novos farmacos.
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8.0. PARTE EXPERIMENTAL
8.1. Materiais e métodos utilizados

A etapa quimica foi realizada no Laboratorio de Quimica Farmacéutica da
Universidade Federal da Paraiba (DCF/CCS/UFPB). Os reagentes e solventes utilizados
nos procedimentos foram adquiridos das empresas Sigma Aldrich, Neon, Dinamica,

Qhemis, entre outras. Todos apresentavam alto grau de pureza.

8.1.2. Métodos cromatograficos

O monitoramento reacional foi realizado através de cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), em cromato folhas com silica gel 60 F,s4 suportada em placa
de aluminio MERCK (fase estacionaria) e tendo como fase mével uma mistura entre
hexano e acetato de etila em diferentes proporcbes. A visualizacdo das placas
cromatograficas se deu através do revelador quimico a base de &cido sulfurico a 5% em
alcool etilico, bem como pela exposicdo das placas a lampada de irradiacdo ultravioleta
com dois comprimentos de onda (254 e 356 nm) por meio de aparelho
MINERALIGHT, modelo UVGL-58.

A purificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia de adsor¢do em
coluna (CC) utilizando como fase estacionaria, silica gel 60, ART 7734 da MERCK, de
particulas com dimensdes entre 0,063-0,200 mm, tendo como suporte colunas de vidro
cilindricas. A fase movel constituiu-se de uma mistura entre hexano e acetato de etila

com proporc¢des variaveis.

8.1.3. Analises espectroscopicas
8.1.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear

Os compostos foram identificados por espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono
Treze (RMN de *C) unidimensional. Os mesmos foram obtidos por meio de
espectrdmetros Ascened™ — Bruker operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C) e o
Varian-RMN-System operando & 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C) (LMCA/ Laboratério

Multiusuério de caracterizacdo e Analise/UFPB).

O solvente usado na dissolucdo das amostras foi cloroférmio deuterado
(CDCl3) da MERCK. Os deslocamentos quimicos () foram expressos em partes por

milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As multiplicidades das
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bandas de RMN *H foram indicadas segundo as convencdes: s (simpleto), sl (simpleto
largo), d (dupleto), dlI (dupleto largo), dd (duplo dupleto), dt (dupleto de tripleto), ddd
(dupleto de dupleto de dupleto), t (tripleto), tl (tripleto largo), td (tripleto de dupleto), q

(quarteto), quint (quinteto), sex (sexteto), sept (septeto), m (multipleto).

Para os espectros de RMN de *3C foi utilizada a técnica de APT em que 0s
carbonos quaternarios e metilénicos ficam na face positiva do gréfico (sinais voltados
pra cima) e os sinais de carbonos metinicos e metilicos ficam na face negativa do
gréafico (sinais voltados para baixo). A técnica de DEPT 135 foi utilizada para
confirmacéo dos carbonos do composto 18, técnica em que os carbonos quaternarios e
metilénicos demonstram sinais voltados para baixo e 0s carbonos metinicos e metilicos

demonstram sinais voltados pra cima.
8.1.3.2. Infravermelho

Os dados espectrais na regido do infravermelho (1) foram obtidos em aparelho
de Cary 630 FTIR Agilent technologies e uma faixa espectral na regido de 4000 - 400
cm™, do Laboratério de Analitico de Multiusuario do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, do Centro de Ciéncias da Saude da UFPB, utilizando de 1,0 mg de
amostra em 15,00 mg pastilhas de KBr, com frequéncia medida em cm™.

8.1.3.3. Espectrometria de Massas de Alta Resolucao

Os espectros de Massas de Alta Resolucdo foram obtidos no Centro de
Espectrometria de Massas de Biomoléculas (CEMBIO) do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS/UFRJ) e Laboratério Multiusuério de Caracterizacdo e Analise (LMCA). No
CEMBIO, o espectrometro utilizado foi Solarix XR — configura¢do FT-ICR (Bruker),
com calibracdo externa com formiato de sddio 100 uM em agua/acetonitrila 1:1 e fonte
de ionizacdo do tipo electrospray (ESI — pressdo do nebulizador: 1 bar, 4.0 L/min, a
temperatura de 200 °C, fluxo de 4 pL/min), modo positivo, janela de deteccdo de 75 a
1200 m/z. Resolucéo tedrica: 99000 para m/z 400. As amostras foram solubilizadas em
1 mL de metanol e entdo diluidas 1000x em agua:acetonitrila 1:1 e injetadas
diretamente no espectrometro de massas. No LMCA as medicfes foram realizadas
utilizando um espectrémetro de massas Ultraflex Il TOF / TOF equipado com um laser
de alta performance de estado solido (A= 355 nm) e um reflector. O sistema ¢ operado
pelo pacote de software FlexControl 2,4 (Bruker Daltonics GmbsH, Bremen,

Alemanha).
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8.1.4. Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho da Microquimica
Equipamentos (Modelo MQAPF), n° de série 403/18.

8.2. Metodologias de preparagdo dos compostos 1-25

Os compostos foram obtidos por quatro métodos de sintese: esterificacdo de
Fischer (1-6); reacdo de Mitsunobu (7-13); reacdo de Schotten-Baumann (14-23, 25);
reacdo do tipo SN, com haleto alquilico (24).

8.2.1. Preparacao dos salicilatos 1-6:

Esquema 14. Reacéo de obtengéo dos compostos 1-6.

0 0 (1) R=CHy,
(2) R=CH,CH;,4
OH a OR (3) R=CH,CH,CH;
-~ (4) R =CH(CHy),
(5) R=CH,CH,CH,CH;
, OH OH (6) R=CH,CH,CH(CH,),
Acido salicilico 1-6
a) R;OH, H,S0y (cat.), refluxo

Fonte: Elaborado pela autora.

Apo6s adicionar 200 mg (1,45 mmols) do acido salicilico em 40 mL do alcool
alifatico, foi gotejado a solucdo 0,4 mL de acido sulfurico (H,SO,4) concentrado. A
reacdo foi mantida sob refluxo em constante agitacdo magnética, durante 24 horas. O
solvente foi evaporado e o residuo foi tratado com agua destilada (10 mL) e extraido
com acetato de etila (3x10 mL). A fase organica foi reunida e tratada com solucgéo de
bicarbonato de sédio a 5% (10 mL), e agua destilada (10 mL). A fase organica foi seca
com Na,SO, anidro e o solvente foi evaporado (Sanderson et al., 2013). Os produtos 4,
5 e 6 foram isolados através de coluna cromatogréafica em silica gel 60 (Hexano/AcOEt,
10:0 a 95:5), utilizando como eluentes hexano e acetato de etila em gradiente crescente
de polaridade. Os demais produtos apresentaram pureza satisfatoria.

8.2.2 Dados espectroscopicos de 1-6

8.2.2.1. Salicilato de metila (1)
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Oleo amarelo; Rendimento: 95,3% (95,3 mg; 1,38 mmol); Rf: 0,6; TV vmax (KBr, cm’
1): 3190 (O-H); 2957 (C-H sp®); 1679 (C=0); 1487 e 1442 (C=C); 1306 (C-O-H); 1254
e 1217 (C-O); 759. RMN de *H (400 MHz, CDCls): 6y 10,76 (s, 1H, O-H); 7,85 (dd, J =
8,0; 1,3 Hz, 1H, H-6); 7,47-7,43 (m, 1H, H-4); 6,98 (dI, J = 8,4 Hz, 1H, H-3); 6,88 (tl, J
= 7,6 Hz, 1H, H-5); 3,95 (s, 3H, H-1°). RMN de **C (100 MHz, CDCls): dc 170,71 (C-
7): 161,72 (C-2); 135,91 (C-4); 129,89 (C-6); 119,29 (C-3); 117,69 (C-5); 112,45 (C-1);
52,35 (C-17) (Masetto et al., 2022).

8.2.2.2. Salicilato de etila (2)

Oleo amarelo; Rendimento: 38,1% (63,5 mg; 0,27 mmol); Rf: 0,80; IV vmax (KBr, cm’
1): 2922 (C-H sp®); 1711 (C=0); 1607 e 1462 (C=C); 1265 (C-O); 738. RMN de 'H
(400 MHz, CDCls): 64 10,85 (s, 1H, O-H); 7,85 (ddd, J = 8,0; 1,7; 0,3 Hz, 1H, H-6);
7.45 (ddd, J = 8,4; 7,2; 1,7 Hz, 1H, H-4); 6.98 (ddd, J = 8,4; 1,1; 0,3 Hz, 1H, H-3); 6,87
(ddd, J = 8,4; 7,2; 1,1 Hz, 1H, H-5); 4,41 (quart, J = 7,1 Hz, 2H, H-1°); 1,42 (t, J = 7,2
Hz, 3H, H-2’). RMN de *C (100 MHz, CDCl3): dc 170,34 (C-7); 161,80 (C-2); 135,68
(C-4); 130,04 (C-6); 119,21 (C-3); 117,68 (C-5); 112,77 (C-1); 61,55 (C-1°); 14,33 (C-
2’) (Masetto et al., 2022).

8.2.2.3. Salicilato de propila (3)
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Oleo incolor; Rendimento: 69,9% (182,3 mg; 1,01 mmol); Rf: 0,64; IV vmax (KBr, cm’
1): 3189 (O-H); 2971 (C-H sp®); 1676 (C=0); 1614 e 1486 (C=C); 1302 (C-O-H); 1251
e 1215 (C-O); 757; RMN de H (400 MHz, CDCls): 64 10.84 (s, 1H, O-H); 7,86 (ddd, J
=8,4; 1,8; 0,4 Hz, 1H, H-6); 7,45 (ddd, J = 8,4; 7,2; 1,8 Hz, 1H, H-4); 6,98 (ddd, J =
8,4;1,1; 0,4 Hz, 1H, H-3); 6,88 (ddd, J = 8,0; 7,2; 1,1 Hz, 1H, H-5); 4,31 (t, J = 6,6 Hz,
2H, H-17); 1,81 (sex, J = 7,4 Hz, 2H, H-2"); 1,04 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-3"); RMN de *C
(100 MHz, CDCly): d¢c 170,41 (C-7); 161,79 (C-2); 135,70 (C-4); 129,99 (C-6); 119,27
(C-3); 117,65 (C-5); 112,78 (C-1); 66,99 (C-1°); 22,18 (C-2°); 10,81 (C-3") (Masetto et
al., 2022).

8.2.2.4. Salicilato de isopropila (4)

Oleo incolor; Rendimento: 35,1% (63,2 mg; 0,25 mmol); CCDA (95:5 Hexano/
AcOEY); Rf: 0,84; IV vmax (KBr, cm™): 2918 (C-H, sp®); 1735 (C=0); 1463 (C=C);
1377 (C-O-H); 1250 e 1212 (C-0); 739. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 64 10,93 (s,
1H, O-H); 7,84 (dd, J = 8,0; 1,8 Hz, 1H, H-6); 7,44 (ddd, J = 8,4; 7,2; 1,8 Hz, 1H, H-4);
6,97 (dd, J =8,3; 1,2 Hz, 1H, H-3); 6,87 (ddd, J = 8,0; 7,2; 1,2 Hz, 1H, H-5); 5,29 (sept,
J=6,2 Hz, 1H, H-1°); 1.39 (d, J = 6,3 Hz, 6H, H-2"). RMN de **C (100 MHz, CDCly):
oc 169,90 (C-7); 161,84 (C-2); 135,59 (C-4); 130,03 (C-6); 119,13 (C-3); 117,64 (C-5);
113,09 (C-1); 69,33 (C-17); 21,99 (C-2’) (Masetto et al., 2022).

8.2.2.5. Salicilato de butila (5)

Oleo incolor; Rendimento: 41,6% (80,7 mg; 0,30 mmol); CCDA (95:5 Hexano/
AcOEY): Rf: 0,88; IV vmax (KBr, cm™): 3186 (O-H); 2961 (C-H sp®); 1674 (C=0);
1614 e 1485 (C=C); 1300 (C-O-H); 1250 e 1213 (C-O); 757. RMN de 'H (400 MHz,
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CDCls): d 10,85 (s, 1H, O-H); 7,85 (dd, J = 8,0; 1,8 Hz, 1H, H-6); 7,45 (ddd, J = 8,4;
7,2; 1,8 Hz, 1H, H-4); 6,98 (dd, J = 8,4; 1,1 Hz, 1H, H-3); 6,88 (ddd, J = 8,0; 7,2; 1,1;
Hz, 1H, H-5); 4,36 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-1°); 1,77 (quint, J = 6,6 Hz, 2H, H-2"); 1,49
(sex, J = 7,3 Hz, 2H, H-3°); 0,99 (t, J = 7,3 Hz, 3H, H-4’). RMN de **C (100 MHz,
CDCly): dc 170,26 (C-7); 161,67 (C-2); 135,57 (C-4); 129,91 (C-6); 119,09 (C-3);
117,56 (C-5); 112,67 (C-1); 65,22 (C-1°); 30,56 (C-2°); 19,21 (C-3°); 13,72 (C-4")
(Masetto et al., 2022).

8.2.2.6. Salicilato de isopentila (6)

Oleo incolor; Rendimento: 37,2% (112 mg, 0,54 mmol); CCCDA (10:0 Hexano/
AcOEY); Rf: 0,66; IV vmax (KBr, cm™): 3201 (OH); 2963 (C-H sp®); 1678 (C=0); 1615
e 1487 (C=C); 1303 (C-O-H); 1252 e 1215 (C-O); 757. RMN de *H (400 MHz, CDCl5):
o1 10,85 (s, 1H, O-H); 7,84 (ddd, J = 8,0; 1.8; 0,4 Hz, 1H, H-6); 7,47-7,42 (m, 1H, H-
4); 6,98 (ddd, J = 8,4; 1,1; 0,4 Hz, 1H, H-3); 6,87 (ddd, J = 8,0; 7,2; 1,1 Hz, 1H, H-5);
4,38 (t, J = 6,7 Hz, 2H, H-1"); 1,80 (sept, J = 6,7 Hz, 1H, H-3"); 1,71 (g, J = 6,7 Hz, 2H,
H-2°): 0,98 (d, J = 6,8 Hz, 6H, H-4"); RMN de *3C (100 MHz, CDCls): ¢ 170,04 (C-7);
161,47 (C-2); 135,37 (C-4); 129,67 (C-6); 118,89 (C-3); 117,36 (C-5); 112,46 (C-1);
63,82 (C-17); 37,04 (C-27); 24,98 (C-3”); 22,28 (C-4") (Zhao et al., 2008).
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8.2.3. Preparacao dos salicilatos 7-13:

Esquema 15. Reacdo de obtengdo dos compostos 7-13.

(0] (0]
a
OH —_ OR
OH OH
Acido salicilico 7-13

(1) R=

-
=
=
I
Z
=)

o

N
(A2)R = 1'/\|/\
ENGZ N

® R= % N

)4 )
/

(9) R= %

o

(13)R = ‘/\©\
cl

a) ROH, diisopropil azodicarboxilato (DIAD), TPP, THF, 0°C a t.a.

4
~

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma solucdo de 200 mg (1,45 mmols) do acido salicilico e o alcool aromatico
(1,45 mmols) em 4,82 mL tetrahidrofurano (THF) foi mantida em banho de gelo e sob
constante agitacdo magnética durante cerca de 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se
o diisopropil azodicarboxilato (DIAD) (0,3 mL; 1,45 mmols) e trifenilfosfina (TPP)
(0,38 g; 1,45 mmol), mantendo a agitacdo, a temperatura ambiente, durante 72 horas. O
solvente foi evaporado e o residuo foi tratado com &gua destilada (10 mL) e extraido
com acetato de etila (3 x 10 mL). A fase organica foi reunida e tratada com solucéo de
acido cloridrico a 1N (10 mL), seguida de solucao de bicarbonato de sodio a 5% (10
mL), e dgua destilada (10 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente
foi evaporado (Chapado et al., 2010). O residuo foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel (Hexano/AcOEt, 10:0 a 9:1) para obtencéo dos compostos.
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8.2.4 Dados espectroscopicos de 7-13

8.2.4.1. Salicilato de benzila (7)

Oleo amarelo; Rendimento: 37,9% (125 mg, 0,55 mmol); CCDA (10:0 Hexano/
AcOEY): Rf: 0,56; IV vmax (KBr, cm™): 3201 (O-H); 2962 (C-H sp®); 1676 (C=0);
1485 (C=C); 1300 (C-O-H); 1250 e 1213 (C-O); 755; RMN de 'H (400 MHz, CDCly):
on 10,76 (s, 1H, O-H); 7,89 (ddd, J = 8,0; 1,8; 0,4 Hz, 1H, H-6); 7,49-7,36 (m, 6H, H-4,
H-2’, H-3’,H-4’, H-5’, H-6"); 6,99 (ddd, J = 8,4; 1,1; 0,4 Hz, 1H, H-3); 6,88 (ddd, J =
8,0; 7,2; 1,1 Hz, 1H, H-5); 5,39 (s, 2H, H-7"); RMN de *C (100 MHz, CDCls): dc
169,78 (C-7); 161,57 (C-2); 135,62 (C-4); 135,13 (C-1"); 129,83 (C-6); 128,53 (C-2’,
C-4%); 128,37 (C-4’); 128,09 (C-3°, C-5%); 119,04 (C-3); 117,42 (C-5); 112,34 (C-1);
66,79 (C-7°) (Yamada et al., 2015).

8.2.4.2. Salicilato de 4-metilbenzila (8)

Liquido branco; Rendimento: 45,7% (160 mg, 0,66 mmol); CCDA (10:0 Hexano/
AcOEY); Rf: 0,56; IV vmax (KBr, cm™): 3152 (O-H); 2966 (C-H sp®); 1674 (C=0);
1614 e 1485 (C=C); 1299 (C-O-H); 1248 e 1211 (C-O); 754; RMN de ‘H (500 MHz,
CDClg): 04 10,78 (s, 1H, O-H); 7,89 (ddd, J = 8,0; 1,8; 0,4 Hz, 1H, H-6); 7,47-7,43 (m,
1H, H-4); 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H-2’, H-6); 7,22 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H-3’, H-5");
6,99 (ddd, J=8,4; 1,1; 0,4 Hz, 1H, H-3); 6,86 (ddd, J = 8,3; 7,2; 1,1 Hz, 1H, H-5); 5,35
(s, 2H, H-7°); 2,38 (s, 3H, H-8°); RMN de **C (125 MHz, CDCls): éc 170,17 (C-7);
161,89 (C-2); 138,64 (C-4’); 135,92 (C-4); 132,48 (C-17); 130,20 (C-6); 129,55 (C-
3°,C-5%); 128,63 (C-2°,C-6%); 119,32 (C-3); 117,74 (C-5); 112,67 (C-1); 67,20 (C-7°);
21,42 (C-8’); HRMS (ESI) m/z calculado Ci5H1403 [M+H]" = 243,1015; encontrado
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243,1013.

8.2.4.3. Salicilato de 4-isopropilbenzila (9)

Oleo incolor; Rendimento: 26,5% (103,8 mg, 0,10 mmol); CCDA (95:5 Hexano/
AcOEY); Rf: 0,84; IV vmax (KBr, cm™): 3193 (OH); 2962 (C-H sp®); 1676 (C=0); 1486
(C=C); 1300 (C-O-H); 1251 e 1213 (C-O); 757; RMN de *H (500 MHz, CDCls): 4
10,78 (s, 1H, O-H); 7,89 (dl, J = 7,9 Hz, 1H, H-6); 7,45 (tl, J = 7,2 Hz, 1H, H-4); 7,38
(d, J =79 Hz, 2H, H-3°, H-5); 7,27 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 6,99 (d, J = 8,4
Hz, 1H,H-3); 6,87 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-5); 5,36 (s, 2H, H-7"); 2,94 (sept, J = 6,7 Hz,
1H, H-8%); 1,27 (d, J = 6,9 Hz, 6H, H-9°); RMN de *C (125 MHz, CDCls): ¢ 170,14
(C-7); 161,85 (C-2); 149,55 (C-4’); 135,87 (C-4); 132,79 (C-1"); 130,18 (C-6); 128,65
(C-2’, C-6); 126,90 (C-3°, C-5%); 119,27 (C-3); 117,70 (C-5); 112,65 (C-1); 67,09 (C-
7%); 34,07; (C-8’); 24,08; (C-9°) (Villa et al., 2005).

8.2.4.4. Salicilato de 4-nitrobenzila (10)

Solido amorfo branco; Rendimento: 25,3% (100 mg, 0,36 mmol); P.F: 92-93 °C; CCDA
(95:5 Hexano/AcOEt); Rf: 0,62; IV vmax (KBr, cm™): 3114 (O-H); 2950 (C-H sp);
1668 (C=0); 1520 (N=0); 1451 e 1346 (C=C); 1302 (C-O-H); 1219 (C-0O); 757; RMN
de *H (500 MHz, CDCls): 8 10,56 (s, 1H,0-H); 8,27 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-3’, H-5");
7,90 (dd, J = 8,0; 1,2 Hz, 1H, H-6); 7,61 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7,51-7,47 (m,
1H, H-4); 7,00 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-3); 6,91 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-5); 5,48 (s, 2H, H-
7°); RMN de *C (125 MHz, CDCls): éc 169,73 (C-7); 161,99 (C-2); 148,03 (C-4);
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142,64 (C-1°); 136,39 (C-4); 129,94 (C-6); 128,59 (C-2’, C-6"); 124,08 (C-3°, C-5");
119,52 (C-3); 117,49 (C-5); 111,96 (C-1); 65,49 (C-7") (Dev et al., 2014).

8.2.4.5. Salicilato de 3-metoxibenzila (11)

Oleo viscoso amarelo; Rendimento: 32,7% (122 mg; 0,47 mmol); CCDA (9:1 Hexano/
AcOEt); Rf: 0,62; IV vmax (KBr, cm™): 3193 (O-H); 2959 (C-H sp®); 1677 (C=0);
1613 e 1487 (C=C); 1301 (C-O-H); 1250 e 1213 (C-O); 758. RMN de 'H (500 MHz,
CDCly): 6y 10,73 (s, 1H, O-H); 7,89 (dd, J = 8,0; 1,7 Hz, 1H, H-6); 7,46 (ddd, J = 8,4;
7,3; 1,5 Hz, 1H, H-4); 7,32 (t, J = 7,9 Hz, 1H, H-5); 7,03 (dd, J = 7,6; 0,5 Hz, 1H, H-
6’); 6,99-6,98 (m, 2H, H-2’, H-4"); 6,92-6,86 (m, 2H, H-3, H-5); 5,36 (s, 2H, H-7");
3,83 (s, 3H, H-8); RMN de **C (125 MHz, CDCls): éc 169,83 (C-7); 161,64 (C-2);
159,73 (C-3%); 136,71 (C-1"); 135,70 (C-4); 129,89 (C-6); 129,66 (C-57); 120,28 (C-3);
119,07 (C-6"); 117,49 (C-5); 113,77 (C-2°); 113,73 (C-4’); 112,28 (C-1); 66,70 (C-7°);
55,18 (C-8’). HRMS (ESI) m/z calculado CisH1404 [M+H]" = 259,0964; encontrado
259,0962.

8.2.4.6. Salicilato de 4-metoxibenzila (12)

Oleo amarelo; Rendimento: 16,33% (61,4 mg; 0,06 mmol); P.F: 53-54 °C; CCDA (9:1
Hexano/AcOEt); Rf: 0,58; IV vmax (KBr, cm™): 3133 (O-H); 2965 (C-H sp®); 1666
(C=0); 1517 e 1470 (C=C); 1299 (C-O-H); 1246 e 1211 (C-O); 755; RMN de *H (400
MHz, CDCls): 64 10,79 (s, 1H, O-H); 7,85 (dd, J = 8,0; 1,8 Hz, 1H, H-6); 7,44 (ddd, J =
8,4; 7,2: 1,8 Hz, 1H, H-4); 7,41-7,37 (m, 2H, H-3’, H-5"); 6,98 (dd, J = 8,4; 1,1 Hz, 1H,
H-3); 6,95-6,91 (m, 2H, H-2’, H-6"); 6,87 (ddd, J = 8,0; 7,2; 1,1 Hz, 1H, H-5); 5.32 (s,
2H, H-7°); 3,83 (s, 3H, H-8); RMN de **C (100 MHz, CDCls): 6c 170,16 (C-7); 161,84
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(C-2); 160,01 (C-4’); 135,85 (C-4); 130,37 (C-2’, C-6); 130,15 (C-6); 127,50 (C-1°);
119,25 (C-3); 117,68 (C-5); 114,21 (C-3°, C-5%); 112,65 (C-1); 67,01 (C-7°); 55,45; (C-
8”) (Bamoharram et al., 2006).

8.2.4.7. Salicilato de 4-clorobenzila (13)

Solido amorfo amarelo; Rendimento: 45,5% (170 mg; 0,66 mmol); CCDA (95:5
Hexano/AcOEt); P.F.: 61-62 °C; Rf: 0,80; IV vmax (KBr, cm™): 3200 (O-H); 2962 (C-
H sp®); 1673 (C=0); 1488 (C=C); 1299 (C-O-H); 1251 e 1214 (C-O); 1089 (C-Cl); 754.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls): dy 10,69 (s, 1H, O-H); 7,86 (ddd, J = 8,0; 1,7; 0,2 Hz,
1H, H-6); 7,47 (ddd, J = 8,4; 7,3; 1,7 Hz, 1H, H-4); 7,38 (s, 4H, H-2’, H-3’,H-5", H-6");
6,99 (dd, J = 8,4; 0,8 Hz, 1H, H-3); 6,88 (ddd, J = 8,0; 7,2; 1,1 Hz, 1H, H-5); 5,35 (s,
2H, H-7°). RMN de **C (100 MHz, CDCls): dc 169,67 (C-7); 161,58 (C-2); 135,79 (C-
4); 134,33 (C-1); 133,59 (C-4’); 129,73 (C-6); 129,52 (C-2°, C-67); 128,78 (C-3’, C-
5%); 119,07 (C-5); 117,48 (C-3); 112,02 (C-1); 65,96 (C-7"). HRMS (ESI) m/z calculado
C14H1:Cl0; [M+H]" = 263,0469; encontrado 263,0467.
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8.2.5. Preparacao das salicinamidas 14-23:

Esquema 16. Reacbes de obtencdo dos compostos 14-23.

(o) (o) 0
OH a cl b kaNHR
[E— - —_—
OH OH OH
Acido salicilico Cloreto de 2-hidrozibenzoila 14-23
o/
(14) R =CH,CH(CHj,), (19) R=
(15) R= (\é\o/
0
‘H{\/\ 0 R= (\©i )
(16) R= X
| o
NF o
21) R= X
(a7) R= \(\/\ 1) | >
| / Z 0
NN (22) R= X
(18) R= X |
| Z \F
Z \O/
(23) R= | N
a) SOCl,; refluxo; /\CI
b) RNH,, Et;N, CH,Cl,, 0°C a t.a.

Fonte: Elaborado pela autora.

Uma mistura do acido salicilico (0,1 g; 0,72 mmols) e SOCI, (4,8 mL; 66,45
mmols) foi aquecida sob refluxo entre 2 a 3 horas. O excesso de SOCI, foi evaporado e
utilizado sem mais purificacdo. A amina (0,86 mmols) foi dissolvida em CH,Cl; (4 mL)
em seguida foi adicionado a EtzN (1,08 mmols), a mistura foi refrigerada a 0°C. O
cloreto acido foi dissolvido em CH,CIl, (4 mL) e adicionado a solu¢do contendo a
amina, gota a gota. A mistura resultante foi deixada a temperatura ambiente, sob
agitacdo por 2 horas (Ji, Xing-Yue, et al., 2013). O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel (Hexano/AcOEt, 93:7 a 8:2) para obtencdo dos

compostos.
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8.2.6 Dados espectroscopicos de 14-23

8.2.6.1. N-isobutil-2-hidroxibenzamida (14)

Solido amarelo; Rendimento: 37,4% (38,4 mg; 0,27 mmol); CCDA (9:1
Hexano/AcOEt); Rf: 0,62; P.F.: 61-62 °C; IV vmax (KBr, cm™): 3317 (N-H); 2960 (C-
H); 1637 (C=0); 1598; 1490 (C=C); 1257 (C-0); 758; RMN de ‘H (400 MHz, CDCls):
on 7,41-7,38 (m, 1H, H-6), 7,35 (dd, J = 8,3; 1,5 Hz, 1H, H-4); 6,98 (ddd, J = 8,3; 1,1;
0,3 Hz, 1H, H-3); 6,84 (ddd, J = 8,4; 7,2; 1,2 Hz, 1H, H-5); 6,40 (sl, 1H, N-H); 3,28
(dd, J =6,9; 6,0 Hz, 2H, H-17); 1,91 (sept, J = 6,7 Hz, 1H, H-2); 0,98 (d, J = 6,8 Hz,
6H, H-3"); RMN de **C (100 MHz, CDCls): dc 170,12 (C-7); 161,69 (C-2); 134,26 (C-
4); 125,27 (C-6); 118,79 (C-3); 118,74 (C-5); 114,53 (C-1); 47,05 (C-17); 28,66 (C-2°);
20,32 (C-3”) (Eisenmann, 1962; Gao et al., 2017).

8.2.6.2. N-ciclohexil-2-hidroxibenzamida (15)

Soélido amorfo amarelo; Rendimento: 64,6% (102 mg, 0,46 mmol); CCDA (8:2 Hexano/
AcOEt); Rf: 0,64; P.F.: 61-62 °C; IV vmax (KBr, cm™): 3293 (O-H); 2939 (C-H sp);
1632 (C=0); 1523; 1489 (C=C); 1261 (C-0); 755; RMN de *H (400 MHz, CDCls): 44
7,39-7,33 (m, 2H, H-4, H-6); 6,96 (dd, J = 8,3; 1,1 Hz, 1H, H-3); 6,82 (ddd, J = 8,2; 7,3;
1,2 Hz, 1H, H-5); 6,22 (sl, 1H, N-H); 4,01-3,90 (m, 1H, H-17); 2,01 (dd, J = 12,3; 3,5
Hz, 2H, H-2’ H-6"); 1,76 (dt, J = 13,7; 3,5 Hz, 2H, H-2",H-6"); 1,66 (dt, J = 13,0; 3,5
Hz, 1H, H-4"); 1,48-1,34 (m, 2H, H-4’, H-3"); 1,32-1,17 (m, 3H, H-3’,H-5"); RMN de
3C (100 MHz, CDCls): dc 169,2 (C-7); 161,73 (C-2); 134,12 (C-4); 125,31 (C-6);
118,70 (C-3); 118,65 (C-5); 114,63 (C-1); 48,69 (C-1°); 33,14 (C-2°, C-6"); 25,57 (C-3°,
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C-5%); 25,02 (C-4’) (Madasamy et al., 2022).

8.2.6.3. N-benzil-2-hidroxibenzamida (16)

Cristal incolor; Rendimento: 39,1% (64 mg; 0,26 mmol); CCDA (8:2 Hexano/AcOEt);
P.F.: 131-132 °C; Rf: 0,56; IV vmax (KBr, cm™): 3360 (O-H); 2941 (C-H sp®); 1642
(C=0); 1545; 1495 (C=C); 1253 (C-0); 749; RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6y 7,42-
7,29 (m, 7H, H-4, H-6, H-2’, H-3’, H-4’, H-5", H-6’); 6,99 (dd, J = 8,3; 1,1 Hz, 1H, H-
3); 6,85-6,80 (m, 1H, H-5); 6,67 (sl, 1H, N-H); 4,63 (d, J = 5,7 Hz, 2H, H-7°); RMN de
3C (100 MHz, CDCls): dc 169,94 (C-7); 161,69 (C-2); 137,50 (C-1°); 134,47 (C-4);
129,02 (C-3°, C-57); 128,01 (C-2°, C-6"); 128,00 (C-6); 125,49 (C-4’); 118,83 (C-3);
118,76 (C-5); 114,21 (C-1); 43,79 (C-7°) (Madasamy et al., 2022).

8.2.6.4. N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17)

Cristal incolor; Rendimento: 16,7% (29,3 mg; 0,12 mmol); CCDA (8:2 Hexano/
AcOEY); Rf: 0,6; P.F: 116-117 °C; IV vmax (KBr, cm™): 3379 (O-H); 2940 (C-H sp®);
1643 (C=0); 1591; 1495 (C=C); 1252 (C-O); 750; RMN de 'H (500 MHz, CDCls): d
7,44-7,39 (m, 1H, H-6); 7,37 (dd, J = 8,0; 1,3 Hz, 1H, H-4); 7,28 (dI, J = 6,7 Hz, 2H, H-
2°,H-6"); 7,20 (dI, J = 7,9 Hz, 2H, H-3’, H-5); 7,02 (dd, J = 8,3; 0,7 Hz, 1H, H-3");
6,87-6,82 (m, 1H, H-5); 6,63 (sl, 1H, N-H); 4,61 (d, J = 5,6 Hz, 2H, H-7"); 2,39 (s, 3H,
H-8°); RMN de *C (125 MHz, CDCls): 6c 169,89 (C-7); 161,73 (C-2); 137,77 (C-4°);
134,50 (C-17); 134,38 (C-4); 129,68 (C-3°,C-5"); 128,04 (C-2’,C-6%); 125,47 (C-6);
118,76 (C-3); 118,75 (C-5); 114,31 (C-1); 43,79 (C-7°); 21,23 (C-8’); HRMS (MALDI-
TOF) m/z calculado C15H1sNO, [M+H]"=242,1175; encontrado 242,1175.
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8.2.6.5. N-4-metoxibenzil-2-hidroxibenzamida (18)

Sélido amorfo branco; Rendimento: 17,8% (33 mg; 0,13 mmol); CCDA (9:1 Hexano/
AcOEY); P.F: 95-96 °C; Rf: 0,58; IV vmax (KBr, cm™): 3395 (O-H); 2929 (C-H sp);
1641 (C=0); 1588, 1492 (C=C); 1253 (C-O); 745; RMN de H (400 MHz, CDCls): 4
7,39 (ddd, J = 8,4; 7,2; 1,5 Hz 1H, H-6); 7,33 (dd, J = 8,0; 1,5 Hz, 1H, H-4); 7,29-7,26
(m, 2H, H-3°, H-5"); 6,99 (dd, J = 8,4; 1,1 Hz, 1H, H-3); 6,91-6,87 (m, 2H, H-2’, H-6");
6,81 (ddd, J = 8,0; 7,3; 1,2 Hz, 1H, H-5); 6,55 (sl, 1H, N-H); 4,56 (d, J = 5,5 Hz, 2H, H-
7°); 3,81 (s, 3H, H-8’); RMN de *C (100 MHz, CDCl5): 6c 169,84 (C-7); 161,75 (C-2);
159,41 (C-4°); 134,42 (C-4); 129,53 (C-17); 129,48 (C-2°,C-6’); 125,45 (C-6); 118,78
(C-3); 118,64 (C-5, determinado no espectro de DEPT 135) 114,40 (C-3’); 114,26 (C-
5%); 55,47 (C-8”); 43,34 (C-7) (Waisser et al., 2003).

8.2.6.6. N-2,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (19)
&

Oleo amarelo; Rendimento: 36,3% (75 mg; 0,26 mmol); CCDA (8:2 Hexano/AcOEt);
Rf: 0,36; IV vmax (KBr, cm™): 3369 (N-H); 2938 (C-H sp®); 1640 (C=0); 1593; 1353
(C=C); 1208 (C-0); 753; RMN de *H (400 MHz, CDCls): 614 7,36 (ddd, J = 8,3; 7,3; 1,5
Hz, 1H, H-6); 7,29 (dd, J = 8,0; 1,6 Hz, 1H, H-4); 7,24 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-6"); 6,96
(dd, J = 8,3; 1,0 Hz, 1H, H-3); 6,80 (ddd, 8,0; 7,3; 1,2 Hz, 1H, H-5); 6,47 (td, J = 8,0;
2,3 Hz, 2H, H-5"); 6,55 (sl, 1H, N-H); 4,55 (d, J = 5,7 Hz, 2H, H-7"); 3,87 (s, 3H, H-9");
3.81 (s, 3H, H-8”); RMN de **C (100 MHz, CDCls): éc 169,62 (C-7); 161,75; (C-4°)
160,98 (C-2); 158,84 (C-2’); 134,13 (C-4); 130,90 (C-6); 125,43 (C-6°); 118,68 (C-3);
118,62 (C-5); 118,07 (C-17); 114,64 (C-1); 104,26 (C-5’); 98,95 (C-3’); 55,64 (C-8’);
55,58 (C-97); 39,40 (C-7°) (Grintsevich et al., 2020).
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8.2.6.7. N-3,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (20)

Sélido amorfo amarelo; Rendimento: 40,6% (84 mg, 0,29 mmol); CCDA (8:2
Hexano/AcOEt); Rf: 0,58; P.F.: 128-129 °C; IV vmax (KBr, cm™): 3367 (O-H); 2965
(C-H sp®); 1640 (C=0); 1594; 1376 (C=C); 1237 (C-O); 756; RMN de *H (400 MHz,
CDCly): 047,39 (ddd, J = 8,4; 7,2; 1,6 Hz, 1H, H-6); 7,35 (dd, J = 8,0; 1,5 Hz, 1H, H-
4); 7,01-6,98 (m, 1H, H-2"); 6,89 (td, J = 8,0; 2,0 Hz, 2H, H-3, H-5); 6,85-6,80 (m, 2H,
H-5, H-6"); 6,60 (sl, 1H, N-H); 4,56 (d, J = 5,6 Hz, 2H, H-7"); 3,87 (s, 6H, H-8");
RMN de **C (100 MHz, CDCls): dc 169,55 (C-7); 161,42 (C-2); 149,09 (C-3°); 148,58
(C-4%); 134,15 (C-4); 129,68 (C-17); 125,16 (C-6); 120,16 (C-6"); 118,49 (C-3); 118,48
(C-5); 113,93 (C-1); 111,10 (C-2’, C-57); 55,76 (C-8); 43,43 (C-7’); HRMS (ESI) m/z
calculado C16H17NO,4 [M+H]"=288,1230; encontrado 288,1227.

8.2.6.8. N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-2-hidroxibenzamida (21)

Cristal incolor; Rendimento: 59,4% (116 mg; 0,43 mmol); CCDA (9:1 Hexano/AcOEt);
Rf: 0,48; P.F.: 138-139 °C; IV vmax (KBr, cm™): 3367 (O-H); 2897 (C-H sp®); 1640
(C=0); 1591; 1353 (C=C); 1231 (C-0); 767; RMN de 'H (400 MHz, CDCls): dy 7,39
(ddd, J = 8,4; 7,2; 1,6 Hz, 1H, H-6); 7,34 (dd, J = 8,0; 1,6 Hz, 1H, H-4); 6,99 (dd, J =
8,3; 1,0 Hz, 1H, H-2"); 6,84-6,80 (m, 2H, H-3, H-5); 6,80-6,77 (m, 2H, H-5", H-6);
6,59 (sl, 1H, N-H); 5,95 (s, 2H, H-8"); 4,52 (d, J = 5,6 Hz, 2H, H-7°); RMN de **C (100
MHz, CDCly): oc 169,87 (C-7); 161,73 (C-2); 148,20 (C-4"); 147,39 C-3”); 134,48 (C-
4); 131,29 (C-17); 125,46 (C-6); 121,43 (C-6’); 118,81 (C-3); 118,78 (C-5); 114,18 (C-
1); 101,31 (C-8”); 108,60 (C-2’); 108,58 (C-5°); 43,64 (C-7") (Gao et al., 2017).

8.2.6.9. N-4-fluorbenzil-2-hidroxibenzamida (22)
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Cristal transparente; Rendimento: 45,9% (81 mS; 0,33 mmol); CCDA (9:1
Hexano/AcOEt); P.F: 113-114 °C; Rf: 0,54; IV vmax (KBr, cm™): 3388 (O-H); 2943
(C-H sp®); 1642 (C=0); 1588; 1330 (C=C); 1228 (C-O); 758. RMN de 'H (400 MHz,
CDCly): oy 12,27 (s, 1H, O-H); 7,42-7,34 (m, 2H, H-4, H-6); 7,34-7,28 (m, 2H, H-2,
H-6); 7,04 (t, J = 8,7 Hz, 2H, H-3’,H-5"); 6,99 (dd, J = 8,3; 1,0 Hz, 1H, H-3); 6,83
(ddd, J = 7,9; 7,3; 1,2 Hz, 1H, H-5); 6,68 (s, 1H, N-H); 4,59 (d, J = 5,7 Hz, 2H, H-7").
RMN de **C (100 MHz, CDCls): 6. 169.98 (C-7); 163.70 (C-4'-F); 161.70 (C-4’);
161.25 (C-2); 134.57 (C-4, C-6); 133.39 (C-1-F); 133.36 (C-17); 129.78 (C-27); 129.70
(C-6’-F); 125.49 (C-6”); 118.88 (C-3, C-5); 118.80 (C-3°, C-5"); 115.98 (C-3°); 115.77
(C-5’-F); 114.12 (C-1); 43.05 (C-7’) (Carcelli et al., 2014; Zhang et al., 2021).

8.2.6.10. N-4-clorobenzil-2-hidroxibenzamida (23)

Sélido branco amorfo; Rendimento: 27,6 % (52 mg; 0,20 mmol); CCDA (9:1 Hexano/
AcOEt); P.F.: 132-133 °C; Rf: 0,46; IV vmax (KBr, cm™): 3378 (O-H); 2944 (C-H sp);
1648 (C=0); 1544; 1491 (C=C); 1252 (C-0). 749. RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 6
12,20 (s, 1H, O-H); 7,40 (ddd, J = 8,3; 7,3; 1,5 Hz, 1H, H-6); 7,36 (dd, J = 8,0; 1,5 Hz,
1H, H-4); 7,34-7,30 (m, 2H, H-2’, H-6"); 7,27 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 6,99 (dd,
J=8,4; 0,9 Hz, 1H, H-3); 6,83 (ddd, J = 8,3; 7,0; 1,1 Hz, 1H, H-5); 6,68 (sl, 1H, N-H);
4,59 (d, J = 5,8 Hz, 2H, H-7’); RMN de *C (125 MHz, CDCls): dc 170,05 (C-7);
161,74 (C-2); 136,15 (C-17); 134,60 (C-4); 133,83 (C-4"); 129,33 (C-3’, C-57); 129,14
(C-2’, C-6%); 125,48 (C-6) ; 118,89 (C-3); 118,84 (C-5); 114,13 (C-1); 48,09 (C-7")
(Waisser et al., 2003).

8.2.7. Metodologia de obtencéo do derivado 24:

Esquema 17. Reacédo de obtengdo do composto 24.
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OH 1-Bromopropano

1 24

a) Acetona, K,CO3, refluxo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Em um bal&o de 50 mL, 100 mg (0,65 mmols) do salicilato de metila (1) foi
adicionado a uma solucdo de 4 mL de acetona contendo K,COj3 (0,267 mg; 1,93 mmols)
e 0 brometo de 1-propanila (0,07 mL; 0,79 mmols). A reacdo foi mantida sob refluxo e
agitacdo magnética por 16 horas. O solvente foi evaporado e o residuo foi transferido
para um funil de separacdo contendo dgua destilada (10 mL) e o produto extraido com
diclorometano (3 x 10 mL). A fase organica foi tratada com solu¢gdo NaOH 1 N (3 x 10
mL) e seca com Na,SO, anidro, filtrada e concentrado em rotavapor (Coolen, et al.,
1995). O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
(Hexano/AcOEt, 97:3) para obtencdo dos compostos.

8.2.8. Dados espectroscépicos de 24

8.2.8.1. Benzoato de 2-propoxi de metila (24)

3"

Oleo incolor; Rendimento: 22,9% (33 mg; 0,16 mmol); CCDA (97:3 Hexano/AcOEt);
Rf: 0,66; IV vmax (KBr, cm™): 2966 (C-H sp®); 2879; 1730 (C=0); 1452 e 1492 (C=C);
1305; 1251 (C-O); 754. RMN de *H (400 MHz, CDCls): 6y 7,77 (dd, J = 7,9; 1,9 Hz,
1H, H-6); 7,44-7,39 (m, 1H, H-3); 6,97-6,92 (m, 2H, H-4, H-5): 3,99 (t, J = 6,5 Hz, 2H,
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H-1""); 3,88 (s, 3H, H-1°); 1,84 (sex, J = 7,2 Hz, 2H, H-2""); 1,06 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-
3°’). RMN de *C (100 MHz, CDCls): dc 167,11 (C-7); 158,73 (C-2); 133,41 (C-4);
131,65 (C-6); 120,55 (C-1); 120,08 (C-3); 113,31 (C-5); 70,47 (C-1°"); 51,96 (C-1°);
22,66 (C-2"); 10,60 (C-3"") (Ahmed et al., 2019).

8.2.9. Sintese do derivado 25:

Esquema 18. Reacédo de obtencdo do composto 25.

&N@Lq“/

Cloreto de fenilacetila

(0]

a) NaOH (10%) em t.a.

25

Fonte: Elaborado pela autora.

Adicionou-se 100 mg (0,56 mmols) do salicilato de propila (3) a uma solucéo
aquosa de hidréxido de sédio a 10% (0,8 mL; 2 mmols), sob agitacdo magnética. Em
seguida adicionou-se gota a gota o cloreto de fenilacetila (0,07 mL; 0,56 mmols)
permanecendo a temperatura ambiente e agitacdo magnética por 2 horas. O solvente foi
evaporado e o residuo foi tratado com agua destilada (10 mL) e extraido com
diclorometano (3 x 10 mL). A fase organica foi tratada com carbonato de soédio
(Na2COg3) a 5% (2 a 5 mL), e seca com Na,SO,, filtrada e concentrada em rotavapor
(Sadeghian, et al., 2008). O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel (Hexano/AcOEt, 97:3) para obtencdo dos compostos.

109




Oliveira, A. J. M. S./ PARTE EXPERIMENTAL

8.2.10 Dados espectroscépicos de 25

8.2.10.1. Benzoato de 2-(2-fenilacetoxi) de propila (25)

Oleo incolor; Rendimento: 27,5% (59 mg; 0,20 mmols); CCDA (8:2 Hexano/AcOEt);
Rf: 0,76; IV vmax (KBr, cm™): 3034; 2970 (C-H sp®); 1767 e 1722 (C=0); 1454 (C=C);
1297 e 1263 (C-0); 1205; 745. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 64 8,02 (dd, J=7,9; 1,6
Hz, 1H, H-6); 7,52 (ddd, J = 8,0; 7,5; 1,7 Hz, 1H, H-4); 7,44-7,35 (m, 4H, H-4"’, H-5"’,
H-7>, H-8°"); 7,33-7,28 (m, 2H, H-3, H-5); 7,05 (dd, J = 8,1; 0,9 Hz, 1H, H-6"); 4,21
(t, J = 6,8 Hz, 2H, H-1°); 3,96 (s, 2H, H-2"); 1,75 (sex, J = 7,4 Hz, 2H, H-2"); 1,01 (t, J
= 7,4 Hz, 3H, H-3"). RMN de *3C (100 MHz, CDCls): ¢ 170,33 (C-1°); 164,65 (C-7);
150,76 (C-2); 133,74 (C-4); 133,55 (C-3°"); 131,76 (C-6); 129,73 (C-4>’, C-8*); 128,72
(C-5>, C-7"); 127,36 (C-6"); 126,13 (C-3); 123,82 (C-5); 123,72 (C-1); 66,81 (C-1°);
41,19 (C-27’); 22,16 (C-2’); 10,57 (C-3’). HRMS (MALDI-TOF) m/z calculado
C1gH1804 [M+Na]* = 321,1102 encontrado 321,1109.

8.3. Determinacéo da atividade antiprotozoaria dos compostos 1, 3, 6-10, 12,
14,15,17e 20

Os ensaios sobre Leishmania braziliensis, Trypanosoma cruzi e Plasmodium
falciparum e de citoxicidade foram realizados pela equipe da professora Dr. Sara Maria

Robledo, na Universidade de Antioquia (Medellin, Colombia).
8.3.1. Avaliacgéo da citotoxicidade in vitro dos compostos

A atividade citotoxica dos compostos foi avaliada utilizando a viabilidade da
linhagem celular promonocitica humana U-937 (ATCC CRL-1593.2TM) pelo MTT

110



Oliveira, A. J. M. S./ PARTE EXPERIMENTAL

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) baseado em uma
metodologia previamente descrita. O efeito dos compostos foi determinado medindo-se
a atividade da desidrogenase mitocondrial pela adicdo de 10 mL/poco de solucéo de
MTT (0,5 mg/mL) e incubacéo a 37 °C por 3 h. A viabilidade celular foi determinada
com base na quantidade de formazan produzida de acordo com a intensidade de cor
(absorvancia) registrada em densidades Opticas (D.O.) obtidas a 570 nm em
espectrofotometro (VarioskanTM Flash Multimode Reader — Thermo Scientific, EUA).
Células cultivadas na auséncia de compostos foram utilizadas como controle de
viabilidade (controle negativo), enquanto a doxorrubicina foi utilizada como controle de
citotoxicidade. Os ensaios foram conduzidos em dois ensaios independentes, cada

concentragdo em triplicata (Taylor et al., 2011).
8.3.2. Avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro

A atividade dos compostos foi avaliada em amastigotas intracelulares de L.
braziliensis transfectadas com o gene da proteina verde fluorescente
(MHOM/CO/88/UA301-EGFP). Primeiro, células humanas U-937 a uma densidade de
3 x 105 células/mL em RPMI 1640 ¢ 0,1 ug/mL de PMA (forbol-12—miristato—13—
acetato) foram dispensadas em microplaca de 24 pocos e incubadas a 37 °C , 5% CO..
Apo6s 72 h de incubacéo, as células foram infectadas com promastigotas de crescimento
em fase estacionaria na proporcao de 15:1 (parasitas:célula). As placas foram incubadas
a 34°C e 5% de CO, por 3 h e, em seguida, as células foram lavadas duas vezes com
solucdo tampdo fosfato (PBS) para eliminar os parasitas ndo internalizados. RPMI-1640
fresco foi adicionado em cada pogo (1 mL) e as placas foram incubadas novamente para

completar a infecgéo.

Apbs 24 h de infeccdo, o0 meio RPMI-1640 foi substituido por meio de cultura
fresco contendo cada composto em quatro diluicdes seriadas, sendo a concentracdo mais
alta equivalente a duas vezes a LCs, e as placas foram entéo incubadas a 37°C e 5% de
CO, durante 72h. As células foram removidas da placa inferior com uma solucéo de
tripsins/EDTA (250 mg) e foram centrifugadas a 1100 rpm durante 10 min a 4°C; o
sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com 1 mL de PBS frio e
centrifugadas duas vezes a 1100 rpm por 10 min a 4 °C e ap6s a Ultima lavagem, o

sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em 500 puL. de PBS.

As ceélulas foram analisadas em um citdmetro de fluxo (cytomics FC 500MPL)
lendo a 488 nm (excitante) e 525 nm (emissor) sobre um laser de argdnio e contando
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10.000 eventos. As células infectadas foram determinadas de acordo com os eventos de
fluorescéncia verde (parasitas). Células infectadas expostas a drogas de controle
(anfotericina B) foram usadas como controle para atividade antileishmania (controle
positivo), enquanto células infectadas incubadas na auséncia de qualquer composto ou
droga foram usadas como controle para infec¢do (controle negativo). A fluorescéncia
ndo especifica foi corrigida subtraindo a fluorescéncia das células ndo coradas. As
determinagfes foram feitas em triplicata em pelo menos dois experimentos
independentes (Pulido et al., 2012).

8.3.3. Avaliacao da atividade anti-Trypanosoma in vitro

Para testar a eficacia dos compostos, 25.000 macréfagos humanos U-937/100 pL
de RPMI-1640 enriquecidos com 10% de FBS e 10 ng de PMA foram colocados em
cada poco da placa de cultura de células de 96 pocos. As células foram entdo infectadas
com epimastigotas (24 h de crescimento) da cepa Tulahuen de T. cruzi transfectada com
0 gene B-gal (doado pelo Dr. F. S. Buckner, University of Washington) na proporcao de
5:1 (parasitas:célula). Apoés a infeccdo, 100 pL de cada composto a 50 — 12,5 — 3,125 ou
0,78 pug/mL foram adicionados a cada pogo e as placas foram incubadas durante 72 h a
37 °C, 5% de CO,. Por fim, o efeito de cada composto e cada concentracdo na
viabilidade de parasitas intracelulares foi determinado medindo a atividade de g-gal por
método colorimétrico apés a adicdo de 100 uM de vermelho de clorofenol-B-D-
galactopiranosideo (CPRG) e 0,1% de nonidet P-40. Apés 3 h de incubacdo a
temperatura ambiente, as placas foram lidas a 570 nm em um espectrofotbmetro
(Varioskan, Thermo) e a absorbancia foi registrada como D.O. (Buckner et al., 1996). A
atividade anti-Trypanosoma do benzonidazol foi usada como controle positivo enquanto
0 meio RPMI-1640 foi usado como controle negativo. A absorbancia ndo especifica foi
corrigida pela subtracdo de D.O. do branco. As determinacGes foram feitas em

triplicado em pelo menos duas experiéncias independentes.
8.3.4. Avaliacgéo da atividade antiplasmodial in vitro

As culturas assincronizadas de P. falciparum 3D7 foram ajustadas para 0,5% de
parasitemia e 1% de hematdcrito em meio RPMI enriquecido com 3% de albumina de
soro bovino rico em lipidios-Albumax 1. Em seguida, 100 pL de suspensdo de parasitas
foram dispensados em cada poco da placa de cultura de células de 96 pocgos e
posteriormente expostos a 100 pL de cada composto a 100 — 25 — 6,25 ou 1,56 pg/mL.
As placas foram incubadas por 48 h a 37°C em atmosfera de N, (90%), CO, (5%) e O,
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(5%). Apos a incubacdo, os parasitas foram colhidos e submetidos a trés ciclos de

congelamento-descongelamento de 20 minutos.

Enquanto isso, 100 pL de reagente Malstat (400 puL Triton X-100 em 80 mL de
agua desionizada, 4 g de lactato, 1,32 g de tampédo Tris e 0,022 g de acetilpiridina
adenina dinucleotideo em 200 mL de agua deionizada; pH 9,0) e 25 mL de NBT/PES
(0,16 g de sal nitroazul tetrazélio e 0,08 g de fenazinaetossulfato em 100 mL de agua
desionizada) foram adicionados a cada poco de uma placa adicional de 96 pocos. Apos
os ciclos de congelamento-descongelamento, a cultura em cada um dos pocos da
primeira placa foi ressuspensa por pipetagem e 15 pL de cada pogo foram retirados e
adicionados ao pogo correspondente da placa adicional (contendo reagentes Malstat e
NBT/PES). Ap6s uma hora de incubagdo no escuro, o desenvolvimento da cor da reagdo
de LDH foi lido em um espectrofluorébmetro (Varioskan, Thermo) a 650 nm. A
intensidade da cor em cada condicdo experimental foi registrada como unidades
fluorescentes (F.U). A fluorescéncia ndo especifica foi corrigida subtraindo F.U do
branco. As determinagOes foram feitas em triplicado em pelo menos duas experiéncias
independentes. Cloroquina (CQ) foi usada como controle positivo e meio de cultura foi

usado como controle negativo (Insuasty, et al., 2017).
8.3.5. Andlise estatistica

A citotoxicidade foi determinada de acordo com os percentuais de viabilidade e
mortalidade obtidos para cada condicdo experimental (compostos sintetizados,
anfotericina B, benznidazol, cloroquina e meio de cultura). Inicialmente, os percentuais
de viabilidade foram calculados pela equacdo (1), onde o D.O do pogo controle
corresponde a 100% de viabilidade. Por sua vez, o percentual de mortalidade

corresponde a 100% — % de viabilidade.
%Viabilidade = (Células D.O Expostas) / (Células de Controle D.O) x100 (1)

Entdo, a porcentagem de inibigdo do crescimento celular foi calculada usando a

equacao (2):
% de inibic¢do do crescimento celular = 100% de viabilidade (2)

Esses percentuais de inibigdo do crescimento celular foram usados para calcular

as concentracdes letais (LCsp) usando a analise Probit (Finney, 1978).
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A atividade anti-Trypanosoma foi determinada de acordo com a reducéo da D.O.
das células infectadas obtidas para cada condicdo experimental. A inibicdo da

quantidade de parasitas foi calculada pela Equacéo (1),

% de inibicdo de infeccdo = 100 — [(células infectadas com D.O e expostas ao

composto) / (células infectadas com D.O e ndo expostas)x100]

A atividade antiplasmodial de cada composto avaliado foi evidenciada pela
reducdo dos parasitas em crescimento calculada de acordo com a Equacgéo (2):

% de inibicdo de crescimento = 100 — [(parasitas U.F expostos a compostos) /

parasitas ndo expostos U.F)] x 100]

Dados percentuais de reducdo de parasitas foram usados para calcular o ECs
usando o modelo de regresséo linear Probit (Finney, 1978).

8.4. Avaliacdo da Atividade antifungica dos compostos 1-25
8.4.1. Consideracdes gerais

Os testes de atividade antifungica foram realizados pelo grupo de pesquisa do
Laboratorio de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular (LAFECC/UFPB). Foram
utilizadas cepas de Referéncia de Candida spp. Obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA) e Centralbureau Voor Schimmelcultures
(CBS, Delft, Holanda): Candida albicans ATCC 90028, Candida albicans CBS 5602,
Candida tropicalis CBS 94 e Candida krusei CBS 5738. Nistatina, cetoconazol, DMSO
(Dimetil Sulfoxido), Tween 80% e Ergosterol foram obtidos da Sigma-Aldrich®
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). O sorbitol (D-sorbitol anidro) foi comprado do
INLAB® (Sé&o Paulo, Brasil).

8.4.2. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada por meio da técnica de microdiluicdo descrita pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). A suspenséo de levedura foi
preparada em caldo RPMI (Roswell Park Memorial Institute Médium) e ajustada com
turbidez equivalente a 2,5 103 UFC / mL, 530 nm, absorbancia entre 0,08 — 0,116.

Foram feitas diluicdes em série dos compostos em placas de microdiluicdo com
96 pocos de fundo em U contendo RPMI, resultando em concentragdes que variaram
entre 1000 a 7,81 pg/mL. Nistatia e cetoconazol foram utilizados como controles e

foram testados em concentragdes que variaram, respectivamente, de 48 a 0,75 pg/mL e
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16 a 0,125 ug/mL. Estas placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C, e 0s resultados

foram lidos por meio da observacéo visual de agregados celulares no fundo dos pogos.

Controles de viabilidade celular, esterilidade do meio de cultura, e de solucéo de
5% de DMSO, utilizado para preparacéo das solucdes dos compostos, foram realizados
simultaneamente com o ensaio. A CIM foi definida como menor concentracdo capaz de

inibir o crescimento visivel.

A bioatividade dos compostos foi determinada a partir dos valores da CIM e
classificada de acordo com as seguintes categorias: a) bioatividade muito forte (CIM
<3,515 pg/ml); b) bioatividade forte (CIM entre 3,515 e 25 pg/ml); c) bioatividade
moderada (CIM entre 26 -100 pg/ml); d) bioatividade fraca (CIM de 101 a 500 pg/ml);
e) bioatividade muito fraca (CIM na faixa de 501-2000 pg/ml) (Alves et al., 2021).

8.4.3. Determinacédo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Para determinacdo da CFM, aliquotas de 10 pL dos pogos correspondentes a
CIM, CIMx2 e CIMx4 foram subcultivadas em Agar Sabouraud Dextrose (KASVI1,
kasv Imp e Dist de Prod / laboratérios LTDA, Curitiba, Brasil). Em seguida, as placas
foram incubadas por 24 horas a 35 °C, e a leitura foi realizada por observacdo visual do
crescimento fangico no meio solido. A CFM foi definida como menor concentracdo
capaz de inibir o crescimento visivel pela formacdo de colénias em meio de cultura
solido. A razdo CFM / CIM foi calculada para determinar se a substancia apresentou
atividade fungistatica (CFM/ CIM maior ou igual a 4) ou fungicida (CFM / CIM menor
que 4) (Siddiqui et al., 2013).

8.4.4. Verificagdo do modo de acdo sobre a parede e membrana celular

fangica
8.4.4.1. Ensaio com Ergosterol

A CIM na presenca de ergosterol foi definida como a menor concentragcdo da
também foi realizado utilizando a técnica de microdilui¢do, no entanto, na presenca de
Ergosterol exdgeno (SigmaAldrich, Sdo Paulo, Brasil) em uma concentracdo de 400
png/ml. Foi utilizada cepa de C. albicans ATCC 90028, e o ensaio foi conduzido de
acordo com o descrito para determinacdo da CIM. A nistatina foi utilizada como

controle positivo (Lima et al., 2013).
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8.4.4.2. Ensaio com Sorbitol

O ensaio foi realizado por meio da técnica de microdiluicdo objetivando a
comparacdo dos valores da CIM do composto frente C. albicans ATCC 90028 na
auséncia e na presenca de Sorbitol 0,8 uM. Para condu¢do deste experimento, foram
realizados os procedimentos descritos para determinacdo da CIM. Concluida essa etapa,
as placas foram incubadas a 35° C, e as leituras foram realizadas 24 horas ap6s o
periodo de incubagdo. Caspofungina, na concentracéo inicial de 4 pg/mL, foi utilizado
como controle positivo. O sorbitol é um protetor osmotico da parede celular fangica e
valores maiores de CIM em meios com adi¢do dessa substancia indica possivel modo de
acao sobre alvos que envolvem func6es da parede celular (Escalante et al., 2008; Freires
etal., 2014).

8.5. Estudo de Modelagem Molecular do composto 15 em potenciais alvos de

C. albicans

O estudo de modelagem molecular foi realizado pelo Dr. Yunierkis Perez-
Castillo no laboratério do Grupo de Pesquisa em Bioinformatica da Universidade de

Las Américas, localizado no Quito, Equador.
8.5.1. Selecéo dos alvos

Os alvos potenciais do composto 15 em C. albicans foram identificados usando a
metodologia de pesca de alvo computacional baseada em homologia (Ferreira et al.,
2022; Lopes et al., 2020). Para isso, alvos moleculares para o composto 15 foram
previstos com o servidor web Similarity Ensemble Approach (SEA) (Keiser et al.,
2007). As abordagens computacionais de pesca de alvos dependem principalmente das
interagOes ligante-receptor relatadas em bancos de dados como o ChEMBL. Esses
bancos de dados sdo conhecidos por conter informacdes para interacbes tendenciosas
contra proteinas do H. sapiens. Por causa disso, 0s alvos potenciais identificados pelo
SEA foram usados como consulta em uma pesquisa Blast contra o proteoma de C.
albicans (ID de imposto: 5476) relatado no banco de dados de proteinas de referéncia
(refseq_protein). Proteinas do fungo idénticas em pelo menos 45% a qualquer alvo
previsto pela SEA e com suas sequéncias cobertas em pelo menos 75% pelo
alinhamento Blast foram consideradas como potenciais alvos do composto 15 em C.

albicans.
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8.5.2. Ancoragem molecular

Uma conformacdo 3D inicial foi gerada para o composto 15 e todos os atomos de
hidrogénio foram adicionados a ele com o Omega da OpenEye (Hawkins; Hawkins et
al., 2010). A conformacédo 3D do composto foi obtida com o Merck Molecular Force
Field (MMFF94) como implementado ao Omega usando parametros padrdo. Cargas
atdbmicas parciais do tipo amlbcc foram adicionadas ao composto conforme o
MolCharge (OpenEye Scientific Software). Dentre as proteinas estudadas, apenas FBA1
possui coordenadas 3D depositadas no banco de dados Protein Data Bank (PDB). Para
este receptor, a estrutura de raios X depositada com o coédigo 7V6F no PDB foi
selecionada para estudos de modelagem. As demais proteinas ndo possuem estrutura
resolvida e para estes modelos de homologia foram gerados com o servidor web
SwissModel (Waterhouse et al., 2018). Diferentes modelos de homologia foram
construidos para cada sequéncia alvo e, dentre eles, aguele com maior pontuacdo global

QMEAND:IsCo foi selecionado para estudos de modelagem.

O encaixe molecular do composto 15 aos seus potenciais alvos foi realizado com
o software Gold (Jones et al., 1997) através de sua interface gréafica Hermes. Atomos de
hidrogénio foram adicionados ao receptor e apenas cofatores funcionais relevantes e
ions metalicos foram mantidos no receptor para ancoragem. A cavidade de encaixe do
FBAL foi definida a partir dos ligantes cocristalizados. Para o restante dos receptores, as
bolsas de ligacdo foram definidas a partir dos ligantes presentes nos modelos de
homologia. O software Gold foi executado com o parametro de eficiéncia de pesquisa
definido como 200%. Um total de 30 solugdes de encaixe diferentes foram gerados. A
funcdo de pontuacdo GoldScore foi selecionada para pontuacdo primaria e todas as
poses previstas foram remarcadas com a funcdo ChemScore. As trés melhores poses
pontuadas do ligante por alvo, de acordo com o ChemScore, foram selecionadas para

analises adicionais.

8.5.3. Simulac6es de dindmica molecular (MD) e estimativa das energias de
ligacdo

Simulagdes de dindmica molecular foram realizadas com Amber 22 (Case et al.,
2022) seguindo o protocolo descrito anteriormente (Morais et al., 2021; Perez-Castillo
et al., 2022). Todos os sistemas foram submetidos ao mesmo protocolo de minimizagéo
de energia, aquecimento, equilibrio e execucdes de producdo. Em resumo, os campos de
forca ff19SB e gaff2 foram usados para parametrizar aminoacidos e o ligante,
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respectivamente. Os parametros para cofatores foram extraidos do banco de dados de
pardmetros Amber (Amber, 2022). O céation zinco foi tratado de acordo com a
Abordagem do Atomo Cationic Dummy (Pang et al., 2000; Zinc Protein Simulations
Using the Cationic Dummy Atom (CaDA) Method). Por outro lado, os centros de di-
cation presentes no MAP2 e PPH3 foram parametrizados com o utilitario Metal Center
Parameter Builder (MCPB) da Amber 22 (Li, 2016). Cada complexo foi encerrado em
uma caixa octaedro truncada que foi solvatada com moléculas de dgua OPC. Os ions
Na+ e CI- foram adicionados na concentragcdo de 150 mM para neutralizar o excesso de

carga de acordo com o protocolo descrito (Machado; Pantano, 2020).

A minimizag&o de energia foi realizada em duas etapas, com o soluto restringido
durante a primeira delas. Nenhuma restricdo foi aplicada para a segunda etapa de
minimizacdo de energia. Ambas as etapas de minimizacdo de energia consistiram na
aplicacdo do método de descida mais ingreme, 500 passos, seguido de gradiente
conjugado. O nimero de ciclos de gradiente conjugado foi ajustado para 500 e 1000
para a primeira e segunda minimizacdo de energia, respectivamente. Em seguida, o
complexo foi aquecido gradualmente de 0 K a 300 K durante 20 ps. A ultima etapa da
preparacdo do sistema consistiu no seu equilibrio a temperatura (300 K) e pressdo (1
bar) constantes durante 100 ps. Finalmente, o sistema equilibrado foi usado como
entrada para cinco corridas de producdo, cada uma inicializada com diferentes
velocidades iniciais aleatorias. Cada corrida de producdo durou 4 ns. As energias livres
de ligacdo do composto 15 aos seus alvos potenciais foram estimadas com o método de
area de superficie de Mecéanica Molecular Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) como
implementado em Amber 22 (Miller et al., 2012). Os calculos de MM-PBSA foram
realizados a partir de 100 instantaneos MD extraidos uniformemente do intervalo de
tempo de 1 ns — 4 ns das cinco execucdes de producdo de cada sistema. A forca idnica

para calcular as energias de ligacdo foi ajustada para 150 mM.
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APENDICE — ESPECTROS DE RMN H E C, IV E EMAR.

Figura 17. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de salicilato de metila (1).
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Figura 18. Espectro de RMN “H de salicilato de metila (1), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 19. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de metila (1), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 20. Espectro de RMN “*C de salicilato de metila (1), (CDCls, 100 MHz).
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Figura 21. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Salicilato de etila (2).
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Figura 23. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de etila (2), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 25. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de etila (2), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 27. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de salicilato de propila (3).
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Figura 28. Espectro de RMN *H de salicilato de propila (3), (CDCl,, 400 MHz).
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Figura 29. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de propila (3), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 31. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de propila (3), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 33. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Salicilato de isopropila (4).
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Figura 35. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de isopropila (4), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 36. Expansio do espectro de RMN *H de Salicilato de isopropila (4), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 37. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de isopropila (4), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 39. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Salicilato de butila (5).
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Figura 40. Espectro de RMN *H de Salicilato de butila (5), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 41. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de butila (5), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 42. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de butila (5), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 43. Expansdo do espectro de RMN *H de Salicilato de butila (5), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 44. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de butila (5), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 45. Espectro de RMN “3C de Salicilato de butila (5), (CDCls, 100 MHz).
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Figura 46. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de salicilato de isoamila (6).
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Figura 47. Espectro de RMN H de salicilato de isoamila (6), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 48. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de isoamila (6), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 49. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de isoamila (6), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 50. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de isoamila (6), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 51. Expansdo do espectro de RMN *H de salicilato de isoamila (6), (CDCls, 400 MHz).

HNHOOWW = NN N O
ONNONNWL TOMAN — O
OYTNOMWOO OO ML [ "2
INM-—TNW0OVUIWN O0MN LW [
WOWWONNNN NOOO a
o o o o o e e S o
SNAN VS N LY
I 2 ry
o ~— (o)}
— N )
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 1.80 1.75 1.70 1.65 1.60 155 1.50 1.45 140 135 1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85

f1 (ppm)

Figura 52. Espectro de RMN “*C de salicilato de isoamila (6), (CDCls, 100 MHz).
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Figura 53. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de salicilato de benzila (7).
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Figura 54. Espectro de RMN H de salicilato de benzila (7), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 55. Expansdo do espectro de RMN *H de salicilato de benzila (7), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 56. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de benzila (7), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 57. Expansdo do espectro de RMN *H de salicilato de benzila (7), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 58. Espectro de RMN “*C de salicilato de benzila (7), (CDCls, 100 MHz).
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Figura 59. Expanséo do espectro de RMN *3C de salicilato de benzila (7), (CDCls, 100 MHz).
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Figura 60. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de salicilato de 4-metilbenzila (8).
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Figura 61. Espectrometria de massas de alta resolucdo do tipo ESI do salicilato de 4-metilbenzila (8).
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Figura 62. Espectro de RMN H de salicilato de 4-metilbenzila (8), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 63. Expanso do espectro de RMN *H de salicilato de 4-metilbenzila (8), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 64. Expansdo do espectro de RMN *H de salicilato de 4-metilbenzila (8), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 65. Expansdo do espectro de RMN *H de salicilato de 4-metilbenzila (8), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 66. Espectro de RMN 3C de salicilato de 4-metilbenzila (8), (CDCls, 125 MHz).
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Figura 67. Expanséo do espectro de RMN *3C de salicilato de 4-metilbenzila (8), (CDCls, 125 MHz).
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Figura 68. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de salicilato de 4-isopropilbenzila (9).
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Figura 69. Espectro de RMN H de salicilato de 4-isopropilbenzila (9), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 70. Expanséo de espectro de RMN *H de salicilato de 4-isopropilbenzila (9), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 71. Expansdo de espectro de RMN H de salicilato de 4-isopropilbenzila (9), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 72. Espectro de RMN “*C de salicilato de 4-isopropilbenzila (9), (CDCls, 125 MHz).
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Figura 73. Expansdo do espectro de RMN *3C de salicilato de 4-isopropilbenzila (9), (CDCls, 125 MHz).
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Figura 74. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de salicilato de 4-nitrobenzila (10).
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Figura 75. Espectro de RMN *H de salicilato de 4-nitrobenzila (10), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 76. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de 4-nitrobenzila (10), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 77. Expansdo do espectro de RMN *H de salicilato de 4-nitrobenzila (10), (CDCls, 500 MHz).
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Figura 78. Espectro de RMN “*C de salicilato de 4-nitrobenzila (10), (CDCls, 125 MHz).
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Figura 79. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Salicilato de 3-metoxibenzila (11).
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Figura 80. Espectrometria de massas de alta resolucdo do tipo ESI de Salicilato de 3-metoxibenzila (11).
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Figura 81. Espectro de RMN 'H de Salicilato de 3-metoxibenzila (11), (500 MHz, CDCls).
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Figura 82. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de 3-metoxibenzila (11), (500 MHz, CDCl,).
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Figura 83. Expansdo do espectro de RMN *H de Salicilato de 3-metoxibenzila (11), (500 MHz, CDCl5).
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Figura 84. Expanséo do espectro de RMN *H de Salicilato de 3-metoxibenzila (11), (500 MHz, CDCl).
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Figura 85. Espectro de RMN “*C de Salicilato de 3-metoxibenzila (11), (125 MHz, CDCly).
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Figura 86. Expanséo do espectro de RMN *3C de Salicilato de 3-metoxibenzila (11), (125 MHz, CDCls).
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Figura 87. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de salicilato de 4-metoxibenzila (12).
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Figura 88. Espectro de RMN *H de salicilato de 4-metoxibenzila (12), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 89. Expansdo do espectro de RMN *H de salicilato de 4-metoxibenzila (12), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 90. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de 4-metoxibenzila (12), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 91. Expanséo do espectro de RMN *H de salicilato de 4-metoxibenzila (12), (CDClg, 400 MHz).
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Figura 92. Espectro de RMN “3C de salicilato de 4-metoxibenzila (12), (CDCls, 100 MHz).
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Figura 93. Expanséo do espectro de RMN **C de salicilato de 4-metoxibenzila (12), (CDCls, 100 MHz).
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Figura 94. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Salicilato de 4-clorobenzila (13).
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Figura 95. Espectrometria de massas de alta resolucdo do tipo ESI de Salicilato de 4-clorobenzila (13).
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Figura 96. Espectro de RMN *H de Salicilato de 4-clorobenzila (13), (400 MHz, CDCI,).
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Figura 97. Expansdo de espectro de RMN *H de Salicilato de 4-clorobenzila (13) (400 MHz, CDCls).
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Figura 98. Expanséo de espectro de RMN *H de Salicilato de 4-clorobenzila (13), (400 MHz, CDCls).
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Figura 99. Expansdo de espectro de RMN *H de Salicilato de 4-clorobenzila (13), (400 MHz, CDCly).
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Figura 100. Espectro de RMN *C de Salicilato de 4-clorobenzila (13), (100 MHz, CDCly).
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Figura 101. Expanséo do espectro de RMN “*C de Salicilato de 4-clorobenzila (13), (100 MHz, CDCls).
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Figura 102. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-isobutil-2-hidroxibenzamida (14).
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Figura 103. Espectro de RMN *H de N-isobutil-2-hidroxibenzamida (14), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 104. Expanséo do espectro de RMN *H de N-isobutil-2-hidroxibenzamida (14), (CDCls, 400
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Figura 105. Expansdo do espectro de RMN *H de N-isobutil-2-hidroxibenzamida (14), (CDCls, 400

MHz).
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Figura 106. Espectro de RMN **C de N-isobutil-2-hidroxibenzamida (14), (CDCl;, 100 MHz).
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Figura 107. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-cicloexil-2-hidroxibenzamida (15).
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Figura 108. Espectro de RMN *H de N-cicloexil-2-hidroxibenzamida (15), (CDCls, 400 MHz).
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Figura 109. Expansdo de espectro de RMN *H de N-cicloexil-2-hidroxibenzamida (15), (CDCls, 400

MHz).
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Figura 110. Expansdo de espectro de RMN *H de N-cicloexil-2-hidroxibenzamida (15), (CDCls, 400

MH2z).
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Oliveira, A. J. M. S./ APENDICE

Figura 111. Espectro de RMN *3C de N-cicloexil-2-hidroxibenzamida (15), (CDCls, 100 MHz).
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Figura 112. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-benzil-2-hidroxibenzamida (16).
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Figura 113. Espectro de RMN *H de N-benzil-2-hidroxibenzamida (16), (400 MHz, CDCls).

8/179't
165£9't —

Y0299
90508'9 {
6£08'9 1
£5578'9 |
LOEb8'9 |
265v8'9 ]
£6286'9 ]
59586°9 |
8E00°L
25900°Z
-UOJOIOID 0009Z L

Y6C'L—

05662°L /
£650€°L
zeste L
seeees
6,82¢°L 4
£5€€€°/
£29€€°/
186b€°L
6EVSEL
1169¢°.
819/€°£
0v06€"L |
b9E6E"L
9TL6E°L
WITH L
6¢STH L

[ =

7

=00"¢

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

6.0 55 5.0 4.5

f1 (ppm)

11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

11.5

Figura 114. Expansdo de espectro de RMN *H de N-benzil-2-hidroxibenzamida (16), (400 MHz, CDCls).
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Figura 115. Expanséo de espectro de RMN *H de N-benzil-2-hidroxibenzamida (16), (400 MHz, CDCly).
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Figura 116. Espectro de RMN **C de N-benzil-2-hidroxibenzamida (16), (100 MHz, CDCls).
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Figura 117. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17).
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4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17), (CDCl3, 500 MHz).

Figura 119. Espectro de RMN *H de N
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Figura 120. Expanséo do espectro de RMN "H de N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17), (CDCls, 500
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Figura 121. Expansdo do espectro de RMN *H de N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17), (CDCls,
500 MHz).
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Figura 122. Espectro de RMN **C de N-4-metilbenzil-2-hidroxibenzamida (17), (CDCls, 125 MHz).
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Figura 123. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-4-metoxibenzil-2-hidroxibenzamida (18).
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Figura 125. Expansdo do espectro de RMN *H de N-4-metoxibenzil-2-hidroxibenzamida (18), (400

MHz, CDCl,).
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Figura 126. Expanso do espectro de RMN 'H de N-4-metoxibenzil-2-hidroxibenzamida (18), (400

MHz, CDCly).
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Figura 127. Espectro de RMN **C de N-4-metoxibenzil-2-hidroxibenzamida (18), (100 MHz, CDCly).
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Figura 129. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-2,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (19).
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Figura 130. Espectro de RMN 'H de N-2,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (19), (400 MHz, CDCl).
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Figura 131. Expansdo do espectro de RMN *H de N-2,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (19), (400

MHz, CDCl,).
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Figura 133. Espectro de RMN *3C de N-2,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (19), (100 MHz,
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Figura 134. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-3,4-dimetoxibenzil-2-hidroxibenzamida (20).
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Figura 135. Espectrometria de massas de alta resolugdo do tipo ESI de N-3,4-dimetoxibenzil-2-

hidroxibenzamida (20).
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Figura 136. Espectro de RMN *H de N-3,4-dimetoxibenzila-2-hidroxibenzamida (20), (CDCls, 400

MHz).
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Figura 137. Expansdo de espectro de RMN *H de N-3,4-dimetoxibenzila-2-hidroxibenzamida (20),
(CDCls, 400 MHz).
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Figura 139. Expansdo de espectro de RMN *H de N-3,4-dimetoxibenzila-2-hidroxibenzamida (20),
(CDCls, 400 MHz).
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Figura 141. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-2-

hidroxibenzamida (21).
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Figura 143. Expansdo do espectro de RMN *H de N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-2-hidroxibenzamida

(21), (400 MHz, CDCL,).
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Figura 144. Expansdo do espectro de RMN *H de N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-2-hidroxibenzamida
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Figura 145. Espectro de RMN **C de N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-2-hidroxibenzamida (21), (100

MHz, CDCl).
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Figura 146. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-4-fluorbenzil-2-hidroxibenzamida (22).
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Figura 147. Espectro de RMN *H de N-4-fluorbenzil-2-hidroxibenzamida (22), (400 MHz, CDCls).

EWI
87665t

866689
momowi
86+28'9
68978°9
£Y/78'9
75628'9 4
e
997b8°9 7
—569269
8£6/6'9 1
98669
520002
£8410°Z
SS9€0°Z
¥7850°Z
)-WI0J0101YD 00092 |
YTr67°L
84,02 |
9791¢", ]
8v6re’s ]
8H8YE L
T€25€°L
SH89E’L
TEELE L
69LLE°L
[816EL
666" L

T

§099¢°CT

m\mm.o
6°0
m\mm.o
6'T
6'T
0¢

-98°0

9.5 9.0 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

11.5 10.5

12.5
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Figura 149. Expansao do espectro de RMN *H de N-4-fluorbenzil-2-hidroxibenzamida (22), (400 MHz,

CDCly).
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Figura 151. Expansdo do espectro de RMN **C de N-4-fluorbenzil-2-hidroxibenzamida (22), (100 MHz,

CDCly).
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Figura 152. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de N-4-clorobenzil-2-hidroxibenzamida (23).
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Figura 153. Espectro de RMN *H de N-4-clorobenzil-2-hidroxibenzamida (23), (500 MHz, CDCl).
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Figura 154. Expansdo do espectro de RMN *H de N-4-clorobenzil-2-hidroxibenzamida (23), (500 MHz,

CDCly).
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Figura 155. Expansdo do espectro de RMN *H de N-4-clorobenzil-2-hidroxibenzamida (23), (500 MHz,
CDCly).
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Figura 157. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Benzoato de 2-propoxi de Metila (24).
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Figura 158. Espectro de RMN 'H de Benzoato de 2-
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Figura 159. Expansdo do espectro de RMN *H de Benzoato de 2-propoxi de Metila (24), (400 MHz,
CDCly).
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Figura 161. Espectro de RMN *3C de Benzoato de 2-propoxi de Metila (24), (100 MHz, CDCls).
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Figura 162. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de Benzoato de 2-(2-fenilacetoxi) de propila (25).
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Figura 163. Espectrometria de massas de alta resolugdo do tipo MALDI-TOF de Benzoato de 2-(2-

fenilacetoxi) de propila (25).
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Figura 164. Espectro de RMN *H de Benzoato de 2-(2-fenilacetoxi) de propila (25), (400 MHz, CDCly).
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Figura 165. Expansao do espectro de RMN *H de Benzoato de 2-(2-fenilacetoxi) de propila (25), (400

MHz, CDCl,).
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Figura 166. Expansdo do espectro de RMN *H de Benzoato de 2-(2-fenilacetoxi) de propila (25), (400

MHz, CDCl,).
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Figura 167. Espectro de RMN *3C de Benzoato de 2-(2-fenilacetoxi) de propila (25), (100 MHz, CDCly).
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