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RESUMO

As infec¢des microbianas e parasitarias sdo motivo de preocupacdo no mundo por serem
responsaveis pela mortalidade e morbidade em significa parcela da populacao, representando
uma séria ameaca a saude publica. Portanto, ¢ indispensavel a busca de novos candidatos a
farmacos para o tratamento destas infecgdes. Desta forma, no presente estudo, foi preparada
uma colecdo de 20 andlogos sintéticos derivados do acido galico e dacido 3.4,5-
trimetoxibenzoico e realizado um estudo frente a cepas do género Candida e formas
tripomastigotas de Trypanosoma brucei. As reagdes de esterificagdo de Fischer e de Schotten-
Baumann foram utilizadas na preparagao dos produtos, os quais foram caracterizados por
espectroscopia de infravermelho, RMN de 'H e '3C-APT. Utilizou-se o método de
microdilui¢ao em caldo, determinou-se a concentracao inibitéria minima (CIM) e o possivel
mecanismo de acao antifungico do composto com melhor atividade bioldgica. O galato de 4-
metilbenzila (10) com CIM de 0,11 mM frente a C. albicans ATCC 60193 e CIM de 0,06 mM
contra C. tropicalis ATCC 750 foi o derivado com maior poténcia antifingica. Na
investigacdo do mecanismo de agdo, observou-se que os compostos 7 e 10 interagem
diretamente com o ergosterol presente na membrana plasmatica ou na parede celular fungica,
0 que evidencia que essas estruturas sejam possiveis alvos bioldgicos. Enquanto frente ao
sorbitol, ndo houve interagdao. Na avaliag@o antiparasitaria, os compostos 1-8 foram avaliados
no teste de viabilidade da linhagem celular mieloide humana (HL-60) através do método de
reducdo da resuzarina. No ensaio tripanocida, as formas tripomastigotas sanguineas de 7.
brucei foram usadas na determinagdo da CIM e Clso destes compostos. Em geral, os andlogos
3, 5 ¢ 7 demonstraram melhor acao tripanocida frente ao 7. brucei, sugerindo que substituintes
com cadeias laterais de trés e quatro carbonos em arranjo linear aumentam a poténcia
antiparasitaria dos galatos. Os dados demonstram o potencial farmacoldgico destas classes
quimicas e que podem ser empregadas como protdtipos em futuras pesquisas visando
desenvolvimento de produtos com melhor perfil tripanocida e antifingica.

Palavras-chave: citotoxicidade, Candida, atividade tripanocida.
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ABSTRACT

Microbial and parasitic infections are a cause for concern worldwide because they are
responsible for mortality and morbidity in a significant portion of the population, representing
a serious threat to public health. Therefore, it is essential to search for new drug candidates for
the treatment of these infections. Thus, in the present study, a collection of 20 synthetic
analogues derived from gallic acid and 3,4,5-trimethoxybenzoic acid was prepared and a study
was carried out against strains of the genus Candida and trypomastigote forms of Trypanosoma
brucei. The Fischer and Schotten-Baumann esterification reactions were used to prepare the
products, which were characterized by infrared spectroscopy, 'H NMR and '*C-APT. The broth
microdilution method was used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and
the possible antifungal action mechanism of the compound with the best biological activity. 4-
methylbenzyl gallate (10) with MIC of 0.11 mM against C. albicans ATCC 60193 and MIC of
0.06 mM against C. tropicalis ATCC 750 was the derivative with the greatest antifungal
potency. In the investigation of the mechanism of action, it was observed that compounds 7 and
10 interact directly with ergosterol present in the plasma membrane or in the fungal cell wall,
which shows that these structures are possible biological targets. In the antiparasitic evaluation,
compounds 1-8 were evaluated in the viability test of the human myeloid cell line (HL-60)
through the resuzarin reduction method. In the trypanocidal assay, the blood trypomastigote
forms of 7. brucei were used to determine the MIC and ICso of these compounds. In general,
analogues 3, 5 and 7 demonstrated better trypanocidal action against 7. brucei, suggesting that
substituents with three and four carbon side chains in linear arrangement increase the
antiparasitic potency of gallates. The data demonstrate the pharmacological potential of these
chemical classes and that they can be used as prototypes in future research aiming at the
development of products with better trypanocidal and antifungal profiles.

Keywords: cytotoxicity, Candida, trypanocidal activity.
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NASCIMENTO, L.G. /INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos farmacos tem papel crucial na qualidade de vida da
populagdo em geral, tendo em vista que a sociedade carece de medicamento mais seguros,
efetivos e sobretudo acessiveis para o tratamento de doengas recorrentes, como por exemplo,
infec¢des fungicas e parasitarias (VIEIRA; OHAYON, 2006).

As espécies de Candida, patdgenos oportunistas, sdo uma das principais causas de
mortalidade em todo o mundo, representando uma séria ameaga a saude publica
(MATTHAIOU et al., 2015; PAPPAS et al.,, 2016; PFALLER et al.,, 2014). Altas taxas de
mortalidade podem ser atribuidas ao aumento da ocorréncia de infecgdes sistémicas invasivas
e casos de septicemia, especialmente em pacientes imunocomprometidos (MEDICI; POETA,
2015; NAMI et al., 2018; SAKAGAMI et al., 2019). Alteragdes nos mecanismos de defesa do
hospedeiro, procedimentos médicos invasivos, falhas na barreira anatdmica, bem como o uso
indiscriminado de antimicrobianos de largo espectro sdo alguns dos fatores que favorecem a
infeccdo com esses micro-organismos (BARBEDO; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004;
SGARBI, 2010). Entretanto, embora existam medicamentos antifingicos disponiveis para
tratar essas infecc¢des, as taxas de mortalidade ainda continuam altas, podendo chegar a 45%
(CHENG et al., 2005).

A Tripanossomiase Humana Africana € uma doenca parasitaria infecciosa causada pelo
protozodario extracelular Trypanossoma brucei. Sua transmissdo se da pela picada do inseto
vetor, a mosca tsé-ts¢ que causa a doenca do sono em humano (CAYLA et al., 2019). Apesar
das iniciativas de saude publica e estratégias de controle de vetores, estima-se que a populacao
infectada ainda ¢ elevada. Além disso, fA&rmacos disponiveis no mercado, como suramina,
pentamidina e melarsoprol, requerem administragdo parenteral prolongada e apresentam efeitos
colaterais toxicos, diminuindo assim a adesdo do paciente ao tratamento. Nesse contexto,
pesquisas visando o desenvolvimento de novos fairmacos contra a Tripanossomiase Africana,
torna-se indispensaveis, especialmente em paises cuja incidéncia da doenca ¢ elevada, a
exemplo dos paises em desenvolvimento (CORTEZ et al., 2015).

Nessa perspectiva, os produtos naturais, importante fonte de moléculas bioativas,
surgem como alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos (SERRA et al., 2012). Os
metabolitos secundarios tém sido fundamentais para as indastrias farmacéutica e
biotecnoldgica, dado que grande parte dos medicamentos atualmente desenvolvidos usam como

base os produtos naturais ou seus derivados (MATHUR; HOSKINS, 2017).
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O 4cido benzoico apresenta estrutura simples, com um grupo carboxilico ligado
diretamente ao anel benzeno, podendo ser encontrada naturalmente nos tecidos vegetais e
animais, além de compor produtos fermentados gerados por micro-organismos. No meio
industrial, o 4cido benzoico tem vdrias aplicagdes, podendo ser utilizado como conservante,
agente aromatizante em alimentos, cosméticos, produtos de higiene e farmacéuticos, além de
apresentar propriedades bioativas, como antifungica e antibacteriana (OLMO; CALZADA;
NUNEZ, 2017).

O acido benzoico e seus andlogos hidroxilados e metoxilados integram o grupo de
metabolitos vegetais secundarios, além de apresentarem varias atividades biologicas (TOMAS-
BARBERAN; CLIFFORD, 2000). Quanto a bioatividade desses compostos, merece destaque,
por exemplo, o amplo espectro de acdo do acido galico e seus analogos, com atividade
antifungica (VALDERRAMA et al., 2023), antioxidante (LONE; REHMAN; BHAT, 2017),
anticancer (SHARMA; GAUTAM; GUPTA, 2011), antibacteriana (KUBO et al., 2003),
antiviral (WANG et al., 2009) e anti-inflamatoria (DHINGRA et al., 2014).

Quando se trata do acido 3.,4,5-trimetoxibenzoico e seu derivados, a literatura mostra
que esses compostos também apresentam bioatividade diversificada, com atividade
antibacteriana (FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL, 2003), antifingica (BERNE et al.,
2015), antimalarica (DEGOTTE et al., 2021); antitumoral (SILVA et al., 2023); antileishmania
(NOBREGA et al., 2019).

Nessa perspectiva, objetivo deste estudo compreende preparar um conjunto de derivados
do 4acido galico e 4acido 3,4,5-trimetoxibenzoico, avalid-los quanto as suas propriedades
antifingicas, frente ao género Candida, tripanocidas, contra formas tripomastigotas sanguineas,
além da citotoxicidade em células mieloides humanas, e assim verificar quais parametros

estruturais sao importantes para melhorar as atividades biologicas desses compostos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Consideracgoes gerais sobre o género Candida

Os fungos compdem um grupo heterogéneo de eucariontes, considerados um dos
organismos de maior distribui¢do na Terra (BROWN et al., 2021). As leveduras do género
Candida estdo entre os principais fungos responsaveis por causar um amplo espectro de
infec¢des, que podem variar de leves a graves (CUENCA-ESTRELLA et al., 2012).

Varios fatores de viruléncia estdo envolvidos na patogenicidade dos fungos do género
Candida, facilitando sua invasao, disseminag¢dao, desenvolvimento e estabelecimento de
infecgdes (LASS-FLORL et al, 2024).Entre eles pode-se observar por exemplo: o
polimorfismo, capacidade de transi¢do da Candida da forma de levedura unicelular para hifa
(TALAPKO et al., 2021), adesdo, processo que se baseia em proteinas de superficie flingicas
chamadas adesinas, essas moléculas interagem com uma ampla gama de moléculas exibidas
nas superficies das células epiteliais e endoteliais (NIKOU et al., 2019). Outro fator de
viruléncia importante ¢ a formagao de biofilmes, estrutura composta por colonias de fungos
circundadas por uma matriz extracelular densa e protetora (WIJAYA et al., 2023). Além disso,
algumas espécies de Candida, como Candida albicans, utilizam diversas estratégias para se
evadir do sistema imune, a exemplo da secrecdo de enzimas como fosfolipases, lipases e
proteases que atuam na neutralizagdo de proteinas do sistema imunes, além de evitar fagocitose
através da neutralizagdo do pH (OLIVER et al., 2019; TRIPATHI et al., 2020; WESTMAN et
al., 2018).

O género Candida causa uma ampla gama de patologias, a depender do patdogeno e da
condi¢do imunoldgica do hospedeiro. A colonizacao das membranas mucosas pode ocorrer por
uma mudan¢a na populacdo microbiana da microbiota, gerando assim um crescimento
preponderante de Candida, que pode entdo evoluir para uma forma disseminada (BALLINI et
al.,2010; ROMO; KUMAMOTO, 2020). As infec¢des superficiais causadas por Candida ¢ um
processo infeccioso que acomete a pele, unhas ou mucosas (orofaringea e genital); além disso,
quando os pacientes apresentam o sistema imunolédgico debilitado, essas espécies podem gerar

infecgdes na corrente sanguinea e em estruturas mais profundas (PAPPAS et al., 2018).
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A candidiase invasiva ¢ uma infeccdo que esta diretamente ligada aos avancos da
tecnologia médica. Mais de trinta espécies de Candida podem causar doengas em humanos, no
entanto a maioria dessas infec¢des sdo causadas por cinco principais espécies de patdgenos:
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis ¢ Candida
krusei MCCARTY; PAPPAS, 2016; KULLBERG; ARENDRUP, 2015; PAPPAS et al., 2003;
WISPLINGHOFF et al., 2004). E interessante notar que C. albicans, por muito tempo, foi a
principal espécie causadora de candidiase invasiva, porém, atualmente, as espécies conhecidas
como nao-C. albicans vém sendo isoladas frequentemente de pacientes com candidemia, um
quadro associado a infecgdes sist€émicas severas e a multirresisténcia aos antimicrobianos
(ALDARDEER et al., 2020; COLOMBO; JUNIOR; GUINEA, 2017; PAPPAS et al., 2018).

Quando se trata de terapia antifiingica, observa-se que poucas opcdes de farmacos estao
disponiveis para o tratamento de infec¢des invasivas. A anfotericina B, por exemplo, foi
introduzida em 1955 como um farmaco antifiingico pioneiro para micoses invasivas e ainda ¢
considerada a terapia mais eficaz. Além dela, existem também outros agentes antifingicos
como azo6is (fluconazol e itraconazol), novos azois (ravuconazol, posaconazol e voriconazol)
além das equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina) (SALCI et al., 2018).

Nesse contexto, € necessario a pesquisa por novos farmacos antifingicos, visando maior
espectro de agdo e melhores perfis farmacocinéticos, reduzindo assim a frequéncia de doses
administradas, efeitos adversos e interagdes medicamentosas (SALCI et al., 2018).

2.2 Consideracoes gerais sobre a doenca do sono

A Doenca do Sono ou Tripanossomiase Humana Africana (THA) est4 distribuida em
mais 24 paises da Africa subsaariana (FRANCO et al., 2014). Descoberta no inicio do século
XX, esta infeccdo acometia centenas de milhares de pessoas. Embora tivesse tido uma melhora
temporaria por volta dos anos 40, fatores como fome, guerras, crise socioecondmica local, como
também a diminui¢do no investimento em medidas de controle da doenga contribuiu para o
retorno da doenca a niveis altos nas décadas seguintes, prolongando-se até o final dos anos 90
quando foram registrados cerca de 300 mil casos (FRANCO et al., 2014; KENNEDY, 2013;
LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013; WHO, 1998). Em decorréncia desse aumento, a
partir dos anos 2000, esforcos conjuntos de organizagdes governamentais e outras agéncias,
tanto na deteccdo como no tratamento da doenca, ajudaram a diminuir novos casos da infec¢ao
para menos de 10 mil por ano como demostrado na Figura 1, (FRANCO et al., 2014; WHO,
2013).
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Figura 1: [A] Representacdo da distribuicdo do Trypanosoma brucei gambiense (verde) e Trypanosoma brucei
rhodesiense (vermelho) na Africa subsaariana. Reproduzido de KENNEDY (2013). [B] Ntimero de casos de
THA registrados na Africa entre 1940 ¢ 2010.
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Fonte: Adaptado de LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013.

A Tripanossomiase Humana Africana ¢ uma doenga parasitaria infecciosa causada pelo
protozodrio extracelular Trypanosoma brucei. Sua transmissdo se da pela picada do inseto
vetor, a mosca tsé-tsé. A infeccdo se manifesta em humanos sob duas formas; cronica e
zoondtica, sendo ambas causadas pelas seguintes subespécies do parasita: Trypanosoma brucei
gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense. As duas formas apresentam distribuicao
geografica, nimero de casos, meios de transmissdo, evolucdo clinica e forma de tratamento
diferentes (KENNEDY, 2013; LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013).

A forma predominante da doenca € causada pela subespécie 7. brucei gambiense,
presente na parte oeste e central da Africa, responséavel por cerca de 98% dos casos registrados.
Esta espécie causa a forma cronica da infec¢do, que tem seu desenvolvimento lento ao longo
dos anos em humanos, além de apresentar baixa quantidade de parasitas na circulagdo
sanguinea. Por outro lado, o T. brucei rhodesiense ¢ predominantemente zoondtica, podendo
ocorrer acidentalmente em humanos e responde por menos de 2% dos casos registrados
(KENNEDY, 2013; LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013).

O ciclo de vida do T. brucei é complexo e envolve o desenvolvimento e a multiplicacdo
de formas do parasito no hospedeiro mamifero e no inseto vetor. O protozodrio vive
exclusivamente como parasita extracelular e sofre transformagdes morfoldgicas e metabolicas
como forma de resistir aos ambientes com quais se depara durante seu ciclo evolutivo (LEE et

al., 2006; HUGHES et al., 2007).
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Nesse contexto, o ciclo do parasita tem inicio quando a mosca tsé-tsé infectada pica o
hospedeiro mamifero com formas tripomastigotas metaciclicas de 7. brucei. Dessa forma, os
parasitas, em suas formas metaciclicas, entram na corrente sanguinea e se transformam em
tripomastigotas sanguineas.

A contaminagdo da mosca tsé-tsé ocorre quando o inseto ingere formas tripomatigotas
sanguineas durante repasto em hospedeiro mamifero contaminado. Por sua vez, essas formas
se transformam em tripomastigotas prociclicos no intestino médio do vetor onde se
multiplicam. As formas prociclicas deixam o intestino médio e se transformam em
epimastigotas alcancando as glandulas salivares. Uma vez nas glandulas, as formas
epimastigotas continuam se multiplicando e se transformam em tripomastigotas metaciclicos.
A duragdo do ciclo ¢ em torno de trés semanas, periodo em que o vetor tera formas

tripomastigotas metaciclicas na saliva e poderd, durante alimentacdo, infectar outro mamifero

(Fig.2) (CDC, 2012).

Figura 2: Ciclo de transmissdo de Trypanosoma brucei.
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Em relacdo a THA, observa-se que ha uma nitida diferenga quanto aos aspectos clinicos
de suas formas. A infec¢do causada pelo 7. brucei gambiense se desenvolve lentamente e pode
apresentar periodos latentes em que o curso da doenga pode durar até trés anos para se
completar. Por outro lado, a THA causada por 7. brucei rhodesiense se desenvolve
rapidamente, de forma aguda, podendo levar a morte do infectado em apenas dois meses, até
mesmo antes do individuo manifestar todos os sintomas (FRANCO et al., 2014; LEJON;
BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013; WHO, 2013).

As medidas de prevengao da tripanossomiase humana africana se concentram sobretudo
na redugdo dos reservatorios do parasita por meio da detec¢do e tratamento de pessoas e/ou
animais domésticos infectados, bem como na reducdo da populacdo da mosca tsé-tsé e do
contato entre humanos e o inseto (WHO, 2024).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o tratamento farmacoldégico depende do
estagio da doenca. Para os estdgios iniciais, pentamidina ¢ suramina s3o recomendadas para
infeccdes por 7. b. gambiense e T. brucei rhodesiense, respectivamente. O Melarsoprol, um
derivado de arsénico altamente toxico, ¢ mais indicado nos estagios avancados de infec¢des por
T. brucei rhodesiense. Outros tratamentos, como a eflornitina ou a combina¢ao nifurtimox-
eflornitina e, mais recentemente, o fexinidazol (primeiro tratamento oral), sdo usados para

estagios cronicos (FALL et al., 2022).

Figura 3: Farmacos utilizados no tratamento da tripanossomiase humana.
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Os avancos na terapia da THA, ainda s3o muito discretos, tendo em vista que a maioria
dos medicamentos aprovados para o tratamento da doenca sdo caros, ultrapassados e
apresentam efeitos colaterais indesejaveis. Além disso, com a resisténcia aos farmacos cada vez
mais relatada, o problema se torna urgente (BAKER et al, 2013; BARRETT et al, 2011;
SOKOLOVA et al., 2010). Além do que, a maioria desses medicamentos sdo administrados
via endovenosa, 0 que aumenta os custos de tratamento e corre o risco de propagacao de outras
doengas, como hepatite ¢ HIV (OKWEN et al, 2011; REID, 2009). Nesse contexto, a
combinagdo dos fatores citados acima mostram uma necessidade urgente para a descoberta de
novas terapias tripanocidas.

2.3 Os produtos naturais como fonte de novos farmacos

Os produtos naturais sdo entidades quimicas com propriedades farmacologicas, que sdo
produzidos por organismos vivos, como animais, plantas e micro-organismo. Os metabdlitos
secundarios tém sido fundamentais para as industrias farmacéutica e biotecnoldgica, dado que
grande parte dos medicamentos atualmente desenvolvidos usam como base os produtos naturais
ou seus derivados (MATHUR; HOSKINS, 2017).

E interessante destacar que uma das fontes mais importantes de compostos
biologicamente ativos € o reino vegetal. Atualmente, estima-se mais de 350.000 espécies de
plantas vasculares registradas no mundo (CADONA et al., 2021). Assim, as plantas continuam
sendo um vasto campo de estudo e oferecem muitas alternativas para a descoberta de novos
medicamentos. Além disso, do ponto de vista terapéutico, as plantas podem ser usadas de varios
tipos de formas, a exemplo de chas, extratos e corantes.

Considerando o desenvolvimento de novos farmacos, as ferramentas da quimica
medicinal e da sintese organica sdao indispensaveis para a obtencdo de novos compostos com
melhor perfil farmacoldgico a partir de produtos naturais. Inimeras moléculas de origem
natural tém sido consideradas prototipos passiveis de modifica¢des estruturais, com o objetivo
de obter andlogos com melhor atividade farmacologico (ATANASOV et al., 2021).

Os derivados de acido benzoico se apresentam como molécula aromatica de estrutura
simples, com um grupo carboxilico ligado diretamente ao anel benzeno, podendo ser
encontrado naturalmente nos tecidos vegetais e animais, além de ser gerado em produtos
fermentados através do metabolismo microbiano. No meio industrial tem varias aplicagoes,

entre elas, pode ser utilizado como conservante, agente aromatizante em alimentos, cosméticos,
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produtos de higiene e farmacéuticos, além de apresentar propriedades bioativas, como
antifungica e antibacteriana (OLMO; CALZADA; NUNEZ, 2017).
2.4 Acido galico e derivados

O acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (acido galico) ¢ um composto abundante no reino
vegetal com ampla aplicacdo na industria alimenticia e farmacéutica (KAHKESHANI et al.,
2019). Sua molécula apresenta uma estrutura simples, formada por uma carboxila ligada

diretamente ao anel benzeno que, por sua vez, esta ligado a trés hidroxilas, conforme figura 4

Figura 4: Estrutura quimica do acido galico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As propriedades bioldgicas significativas dos compostos fendlicos vegetais tém sido
relatadas em varios trabalhos, com destaque para o 4cido gélico e seus derivados (CHOUBEY
et al., 2015). Estudos também mostram a importancia de alguns parametros para atividade
biologica dessa molécula, como o trabalho realizado por Kahkeshani e colaboradores (2019),
em que foi verificado que a posi¢do, o nimero de grupos hidroxila, os substituintes no anel
fenolico e a esterificacdo do grupo carboxila podem influenciar na atividade antimicrobiana do
acido fenolico.

Considerando o amplo espectro de atividade do 4cido galico e seus derivados, algumas
merecem destaque, como antifungicas (VALDERRAMA et al., 2023), antioxidante (LONE;
REHMAN; BHAT, 2017), anticancer (SHARMA; GAUTAM; GUPTA, 2011), antibacteriana
(KUBO et al., 2003), antiviral (WANG et al., 2009), anti-inflamatoria, (DHINGRA et al.,
2014), entre outras. Segundo Valderrama e colaboradores (2023), o 4cido galico acoplado a um
cation lipofilico trifenilfosfina (TPP") demostrou atividade antifungica e antibiofilme contra C.
albicans, por meio da inibicdo da fun¢do mitocondrial do micro-organismo. Outro trabalho

realizado por Giordani et al., 2019 demostrou a eficiéncia de formulacdes lipossomais contendo
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acido galico nas concentracdes entre 31 e 63 mcg/mL em inibir o crescimento de C. albicans
apods 24 horas de tratamento.

Além da atividade antifungica, estudos demostram também potencial tripanocida do
acido galico. O trabalho realizado por Amisigo et al., 2019, indica bioatividade do acido
fenolico frente ao 7. brucei através da quelagdo de ferro, levando a mudancas estruturais,
morfoldgicas como também a interrupgao do ciclo celular do protozoario.

Além da bioatividade do acido galico, a literatura destaca ainda atividade dos seus
¢ésteres, bem como aponta propriedades farmacoldgicas melhoradas para alguns galatos em
comparagdo com acido galico (ANDREO ef al., 2015). Nesse contexto, observou-se que
galatos, contento oito ou mais dtomos de carbono em suas cadeias alquilicas, demostraram
melhores potenciais biologicos antivirais, antifingicos, antioxidantes e anticancerigenas
quando comparados ao acido géalico (LOCATELLI et al., 2008; LOCATELLI et al., 2009;
LOCATELLI et al., 2011; LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA,
2013; SAVlIet al., 2005).

Dessa forma, ao considerar o potencial bioldgico dos galatos, o estudo realizado por
Kubo e colaboradores (2003) demostrou a capacidade de galatos em interferir na cadeia
transportadora de elétrons alterando o processo respiratorio em bactérias. Além do mais, essa
pesquisa sugeriu ainda o mecanismo pelo qual esses compostos desempenham suas atividades
antifiingicas, ao verificar que a porcao hidrofilica dos galatos atuam como ganchos, ligando-se
a superficie polar da membrana celular, ao passo que a parte hidrofobica entra na bicamada
lipidica, interferindo na permeabilidade seletiva da membrana celular dos fungos.

A literatura relaciona também ésteres galicos com atividade tripanocida. Andréo et al.,
2015, sugerem, por exemplo, a morte celular do Trypanosoma cruzi por trés via diferentes:
perda do potencial da membrana mitocondrial, apoptose e interferéncia na biossintese do
ergosterol, quando o protozoario ¢ tratado com diferentes galatos. Além do que, o estudo associa
o efeito citotoxico dessas moléculas com a subestrutura fenolica, a qual parece estar relacionada
com a formacgao de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio, interferindo no metabolismo
do parasita. Em outro estudo, demostrou-se a atividade inibitoria contra formas sanguinea de 7.
bucei de oito galatos com valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) variando de 10-100

uM (STEVERDING et al., 2022).
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2.4.2. Métodos de sintese dos ésteres

Levando em consideracdo a importancia dos derivados ésteres como protdtipo no
desenvolvimento de novo farmacos, sobretudo, por demostrarem variadas propriedades
biologicas relatadas anteriormente, diversas metodologias para sintese desses compostos sao
abordadas na literatura: esterificagdo de Fischer, esterificacdao usando cloreto de tionila (SOCl»)
e reagentes de acoplamento (diciclohexilcarbodiimida/dimetilaminopiridina - DCC/DMAP),
bem como esterificacdo quimiosseletiva na presenca de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e
liquidos i6nicos, entre outras. (AMBIKA; SINGH; CHAUHAN, 2008; BUZZI et al., 2009;
KHATKAR et al., 2013ZHAO et al., 2021). Entretanto, merece destaque algumas reagdes
bastante empregadas na literatura, como esterificacao de Fischer e esterificagdo com cloreto de
tionila. Em seguida, sdo discutidos aspectos relevantes sobre esses dois métodos de
esterificacao.
2.4.3. Reacgoes de esterificacido para a obtencio dos derivados galicos

Nesta reacao, emprega-se alcoois alquilicos na presenga de um catalisador acido. Como
pode ser observa no esquema 1, a reagao tem inicio quando o acido carboxilico aceita um proton
do catalisador (acido forte), deixando o oxigénio da carbonila protonado 1 e tornando-a mais
suscetivel a ataques nucleofilicos. Em seguida, um par de elétrons pertencentes ao oxigénio do
alcool ataca o grupo carbonila protonado 2, gerando um intermediario tetraédrico instavel 3. Na
sequéncia, por meio de uma transferéncia intramolecular, um proéton € transferido para uma
hidroxila (prototropismo) 4, formando uma molécula de agua que ¢ um bom grupo
abandonador. Consequentemente ha perda de uma molécula de 4gua e formacdo de um éster
protonado 5. Por fim, a base conjugada do catalisador capta o proton presente no oxigénio da

carbonila, formando o éster e restaurando o catalisador acido 6 (CALVALCANTE et al., 2015).
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Esquema 1: Mecanismo da esterificacdo de Fischer.
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Fonte: Adaptado de SOLOMONS, 2018.

No tocante a preparacao de €steres aromaticos, uma metodologia bastante empregada ¢
acilacdo de acidos carboxilicos com o cloreto de tionila (SOCI;), seguida da esterificacao.
Como pode ser observado nos esquemas 2 e 3, o processo de formagao dos ésteres se divide em
duas etapas: a primeira parte da reagdo € a preparagao do cloreto de acila via cloreto de tionila,
esquema 2. O segundo passo da reacdo consiste em reagir o cloreto de acila com um élcool
formando um éster (reacdo de Schotten-Baumann) esquema 3.

Dessa maneira, a reac¢do inicia-se com a forma¢do de uma ligagcdo entre o oxigénio
carbonilico do 4cido galico ao atomo de enxofre do cloreto de tionila e liberagdao do ion cloreto
(CI) para o meio reacional (1). Em seguida, o ClI" capta o proton do acido (2), originando um
intermediario instavel eletrofilico e acido cloridrico (HCI) (3). A reagdo prossegue com
protonacdo da molécula (3) pelo HCI, produzido na etapa anterior, gerando um eletrofilo que
ird reagir com o ion cloreto (4). Por fim, o intermediario tetraédrico (5) sofre quebras e formacao
de novas ligagdes quimicas formando o cloreto de acila, didoxido de enxofre e HCI (6)

(CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 214-215; JAGTAP et al., 2019).
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Esquema 2: Mecanismo de esterificacdo com cloreto de tionila.
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Fonte: adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012.

Na etapa seguinte, a reacdo de Schotten-Baumann mostrada no esquema 3 da inicio a

formagao do éster, em que a carbonila do cloreto de 3,4,5-tetrahidroxibenzoila (7) sofre ataque

do 4lcool, levando a formagdo do intermedidrio instavel (8), que por sua vez libera o ion cloreto

(CI') para o meio reacional. Apods a perda do CI, o oxigénio do éster fica protonado (9) de tal

forma que o ion cloreto liberado, na etapa anterior, capta o proton do intermediario (9), levando

a formac¢do do composto (10) (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 203).

Esquema 3: Mecanismo de obtengdo de ésteres através da reacdo de Schotten-Baumann.
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2.5 Acido 3,4,5-trimetoxibenzoicos e derivados

O 4cido 3,4,5-trimetoxibenzoico também faz parte dos derivados do acido benzoico com
uma estrutura geral C¢-Ci. Esses compostos sdao amplamente utilizados pelas industrias de
produtos quimicos, agrotoxicos, farmacéuticas, além das industrias de alimentos (KAMAYA;

FUKAYA; SUZUKI, 2005).

Figura 5: Estrutura quimica do acido 3,4,5-trimetoxibenzoico.

Fonte: Elaborada pelo autor

Além disso, ha relatos na literatura de atividades biologicas do acido 3,4,5-
trimetoxibenzoico e seus derivados, com: atividade antibacteriana (FRIEDMAN; HENIKA;
MANDRELL, 2003), antifungica (BERNE et al., 2015), antimalarica (DEGOTTE et al., 2021);
antitumoral (SILVA et al., 2023); antileishmania (NOBREGA et al., 2019), entre outras.
Porém, o numero de estudos que aborda os derivados ésteres e benzamidas 3.,4,5-
trimetoxisubstituidas ainda € escasso, quando comparado aos derivados galicos. A literatura
traz alguns trabalhos que destacam a importancia do grupamento metoxila e sua posi¢ao no anel
benzeno para o melhoramento da atividade biologica desses analogos.

Friedman e colaboradores (2003) verificaram que a inser¢do de metoxilas nas posi¢des
dois e quatro do anel benzeno melhorava a atividade antimicrobiana de benzaldeidos. J& na
pesquisa de Vazquez et al., 2022 foi demostrado a atividade citotoxica em células de carcinoma
hepatocelular (Hep3B) de um conjunto a analogos benzilicos metoxilados, com destaque para
0 4-metoxibenzoato de metila que inibiu em 85% o processo de metilagdo do DNA. A metilagao
do 4cido nucléico € responsavel por promove alteragdes globais na molécula, o que pode gerar

diferentes doengas, incluindo cancer (SHARMA et al., 2010).
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2.5.1. Reacdes de esterificacio e amidacdo para a obtencdo dos derivados 3.4,5-
timetoxibenzilicos

Considerando a importancia dos ésteres e amidas 3,4,5-trimetoxibenzilicas sobretudo
para a industria farmacéutica, alimenticia, como também para quimica medicinal, a literatura
traz metodologias eficientes para obtenc¢ao dessas moléculas. A preparacdo dos dois grupos de
derivados se deu por esterificacdo de Fischer, ja descrito no esquema 1 e a reacdo de Schotten-
Baumann para formacao de amidas, como mostrado no esquema 4. A reagdo de Schotten-
Baumann também se aplica para preparagdo de amidas, como demonstrado no esquema 4. A
reacdo inicia-se com o ataque de aminas primarias ou secunddrias a carbonila do cloreto de
3.,4,5-trimetoxibenzoila (1), dando origem a um intermediario tetraédrico instavel com
nitrogénio carregado positivamente (2), que em seguida libera o ion Cl” para o meio (3). Em
seguida, a trietilamina capta um préton do intermediario 3, levando a formacgdo d amida (4)

(CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012, p. 203).

Esquema 4: Mecanismo de obtengdo de amidas através da reagdo de Schotten-Baumann.

(0]
A, e A
R Cl EtN; CH2C12 ~R
( Et\ _Et o
0~
R +C1 -C / R'
T > H—N—H — R R N7
H
R‘
Intermediario tetraédrico 3) 4
2)

Fonte: adaptado de CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012.
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2.6 Estudo de Relacdo-Estrutura-Atividade Biologica

Os estudos realizados no ambito da quimica medicinal tém papel fundamental no
desenvolvimento de novas moléculas bioativas, através da aplicagdo de estratégias e
planejamento de farmacos. Para tanto, ¢ importante que esses estudos sejam guiados por meio
da investigacdo em processos evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas biologicos,
haja vista que essa analise pode servir como parametro para o entendimento de propriedades
como poténcia, afinidade e seletividade. Nesse contexto, ¢ possivel explorar parametros
quimicos delineando o trabalho de identificagao, selegdo e otimizagdo de moléculas capazes de
interagir com alta afinidade e seletividade com alvos moleculares selecionados, como enzimas
e receptores, os quais constituem o meio biologico (GUIDO, ADRICOPULO, OLIVA, 2010).

O estudo de relacdo-estrutura-atividade, ¢ uma anélise que tem como fung¢do primordial
compreender os efeitos que a estrutura quimica dos compostos (ligantes) pode causar durante
sua interacdo com receptores bioldgicos, além de racionalizar os principais fatores que
governam essas interagdes. Sabe-se que forgas intermoleculares estdo intrinsicamente
relacionadas com as interagdes entre farmaco e receptor, a exemplo de interagdes dipolo-dipolo,
Van der Waals, eletrostaticas, entre outra, como ilustrado na figura 6. Além dessas interacdes,
substancias que apresentam propriedades terapéuticas, ao ligarem-se com alvos especificos,
devem possuir também estruturas tridimensionais que favoregam maior complementaridade e

encaixe ao sitio de ligagdo. (ARROIO; HONORIO; DA SILVA, 2010).

Figura 6: Interagdes ligante receptor.

(O]
Receptor N
Biolégico ] ]
Interacio Interaco
devan dipolo-dipolo

der Waals

Fonte: ARROIO; HONORIO; DA SILVA, 2010.
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Além das interacdes entre receptor e ligante, alteracdes no tamanho da molécula, tipo
de cadeia carbonica, substitui¢des e adicdo de grupos volumosos, sdo outros pardmetros que
irdo modular caracteristicas estruturais, eletronicas e de solubilidade, podendo favorecer os
diversos tipos de interacdes que ocorrem entre o ligante e seu alvo bioldgico (ALMEIDA et al.,
2010; ARROIO; HONORIO; DA SILVA, 2010; GUIDO, ADRICOPULO, OLIVA, 2010).

Em conjunto com tudo isso, ainda tem o campo da modelagem molecular, pertencente
a area da quimica medicinal. Estudos que envolvem essa area tém como objetivo acelerar e
obter éxito no processo de desenvolvimento de novas moléculas a serem utilizadas como
farmacos. Dessa forma, a pesquisa atua por meio da procura por compostos com propriedades
desejadas utilizando a quimica de maneira matematicamente quantificada e computadorizada.
Assim, quando a correlagao entre estrutura/propriedade e atividade ¢ encontrada, os compostos
mais promissores para sintese e testes em laboratorios sao selecionados (ARROIO; HONORIO;

DA SILVA, 2010).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Preparar uma colecao de derivados do acido gélico e acido 3,4,5-trimetoxibenzoico
estruturalmente relacionados e avalid-los quanto as suas atividades tripanocida, antifingica e
citotoxica.
3.2 Objetivos Especificos
=  Preparar e purificar os derivados;
= Avaliar a atividade antifingica dos derivados;
= Avaliar a acdo citotoxica dos derivados;
» Avaliar a atividade tripanocida dos derivados;
= Realizar uma relagdo estrutura-atividade entre os analogos testados;
= Estabelecer caracteristicas quimicas para o desenvolvimento de compostos com melhor
perfil bioldgico;
» Verificar e definir pardmetros quimicos relevantes para a atividade bioldgica dos

compostos.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO
4.1 Preparacio dos derivados 1-20

Neste estudo, uma série de 20 compostos estruturalmente relacionados (figura 7) foram
preparados e submetidos a avaliagdo de atividade antifiingica, citotoxica e tripanocida. Apesar
da variabilidade estrutural entre os compostos, observa-se que estas moléculas estdo
relacionadas através do seu nucleo base: 3,4,5-trihidroxibenzoila dos analogos 1-10 e 3,4,5-
trimetoxibenzoila de 11-20. Modificagdes pontuais na estrutura de uma molécula bioativa
podem acarretar diferengas significativas em sua bioatividade (EMAMI; GHANBARIMASIR,
2015).

A seguir, serdo abordados alguns aspectos acerca dos métodos de obtengdo dos

derivados ¢ a sua caracterizagao estrutural.

Figura 7: Estrutura quimica dos derivados preparados 1-20

o] (o} (o] [0}
" A
0, o~ HO o~ HO o~ Ho o
HO HO HO HO
OH OH OH OH
galato de metila (1) galato de etila (2) galato de propila (3) galato de isopropila (4)
[¢] (6] (0] o
HO 0N\ HO o~~~ HO, O/\)\ HO, 0~ON
HO HO HO HO
OH OH OH OH
galato de butila (5) galato de pentila (6) galato de isopentila (7) galato de 2-metoxietila (8)
0 Q / 0 / 0
HO, 0, NN
HO o O/\@\ o~ O o
HO C HO o\ o
OH OH -0 \ -0
galato de benzila (9) galato de 4-metilbenzila (10)  3,4,5-Trimetoxibezoato de 3,4,5-Trimetoxibezoato de
propila (11) hexila (12)
(0] (o]
/ 0 o 0/ O/ / o]
0 N0 YN 0 0/\©\ 0 I:I/\/\
H
Q ] ) 0\ Q
\ ¢ — e} V4
3,4,5-Trimetoxibezoato de 3,4,5-Trimetoxibezoato de 3,4,5-Trimetoxibezoato de ~ N-butil-3,4,5-trimetoxibenzamida
2-metoxietila (13) benzila (14) 4-metilbenzila (15) (16)
/9 o1
O. I;I/\( IT]/\N\/\
o H o H
\_5 Vo
N-isobutil-3,4,5-trimetoxibenzamida (17) N-octil-3,4,5-trimetoxibenzamida (18)
I L4 O
O Y
)
Q H o H
\_o \_
N-benzil-3,4,5-trimetoxibenzamida (19) N-ciclohexil-3,4,5-trimetoxibenzamida (20)

Fonte: Proprio autor.
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4.1.1. Preparacio dos analogos 1-8

O é4cido gélico (21), esquema 5, foi utilizado como material de partida para preparar
uma colegdo de galatos 1-8. Alcoois alquilicos contendo de um a cinco atomos de carbono
foram utilizados nas reagdes de esterificacdo de Fischer, conforme esquematizado abaixo. Os

dados sobre rendimentos reacionais e faixas de fusdo estdo descritos na tabela 1, pagina 38.

Esquema 5: Reacdo de obtenc@o dos derivados 1-8

0 0 [1]R = CH,4
o OH a Ho o [3] R = CH,CH,CH,
-— [4] R = CH(CHj,),
HO HO [S] R = CHy(CH,),CHj;
[6] R = CH,(CH,);CH,
OH OH [7] R = CH,CH,CH(CHj),
. [8] R = CH,CH,OCH,

a) ROH, HzSO4 (cat.)s refluxo

Fonte: Proprio autor
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4.1.2. Preparacio dos analogos 9 e 10

Os analogos 9 e 10 foram preparados a partir da esterificacdo do acido galico utilizando

o cloreto de tionila (SOCIl,), conforme demostrado no esquema 6. Os dados referentes aos dois

compostos estao descritos na tabela 1.

21

Esquema 6: Reagdo de obteng@o dos analogos 9 e 10

0 0
HO, HO, R
OH ab o”
—>
HO HO
OH OH

a) SOCly, 80 °C. b) ROH, CH:Cl,, 50 °C.

Tabela 1. Dados reacionais dos derivados 1-10.

Fonte: Proprio autor

[9]R = ‘77/\@
CH,4

Compostos Formula 1::318:? Tempo de Quz.lntidade Q}lantidade Rendimento Pont.o de fusao
molecular (g/mol) reacio (h) | obtida (mg) | obtida (mmols) (%) [lit.] (°C)

1 CsH3Os 184,15 4 98 0,53 91,37 199-200 [200-2027]
2 CoH 005 198,17 4 107 0,54 93,10 149-150 [148-1507]
3 CioH 1205 212,20 4 112 0,53 91,37 145-147 [145-1467]
4 CioH 1205 212,20 8 98 0,46 79,31 145-146
5 C11H1405 226,23 8 109 0,48 82,76 125-127 [126-1277]
6 Ci2Hi60s5 240,25 7 108 0,45 77,58 94-96 [93-947]
7 Ci2H1605 240,25 9 112 0,47 81,03 110-112
8 CioH1206 228,20 4 67,4 0,30 51,72 152-153 [152-154%]
9 Ci14sH 1205 260,24 8 29,0 0,11 18,64 91-92 [89-90°]
10 Ci5sH1405 274,27 8 16,0 0,06 9,88 93-94

a) (SAVI et al., 2005); b) (MPOUSIS et al., 2016); c) (MAMIDI, 2012)

Fonte: Proprio autor
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A reagdo de esterificacdo de Fischer é amplamente utilizada na obtengdo de ésteres a
qual ¢ conduzida sob refluxo, empregando um 4cido forte como catalisador que protona a
carbonila do acido facilitando o ataque nucleofilico pelo alcool (CALVALCANTE et al., 2015).
Por outro lado, esterificagdes utilizando cloretos acidos sdo reagdes mais rapidas. A reagdo se
desenvolve sob refluxo em que h4 formagao de um intermediario altamente reativo, resultando
na formacdo do cloreto 4cido que reage com um élcool para formacdo do éster (JACOB;
SAMMAKIA, 2017).

Os derivados 1-8, 9 e 10 foram purificados através de coluna cromatografica. Na tabela
1, estdo descritos os dados dos compostos. Os rendimentos variaram entre 9,88 e 93,10%.

Os andlogos 9 e 10 foram obtidos em baixos rendimentos 9,88 e 18,64%
respectivamente. O objetivo da metodologia de esterificagdo com cloreto de tionila era preparar
um conjunto maior de ésteres de cadeia aromatica, usando como material de partida o 4cido
galico, porém foi observada dificuldade em purificar o produto devido a formacao de
subprodutos de polaridade semelhante aos analogos de interesse.

A caracterizagdo estrutural dos andlogos por meio da espectroscopia no infravermelho,
conforme a tabela 2, foi determinada pela observacao de sinais norteadores, como bandas de
absorgio de estiramento C-H por volta de 2.950 cm™! referente a carbonos sp?, estiramentos C-
H referentes a carbonos sp? de anel aromético em aproximadamente 3.100 cm™!, além de bandas
largas O-H em torno de 3.300 cm™' caracteristicas da absor¢do de hidroxilas. Observou-se ainda
sinais proximos de 1.611 cm™, relativos ao estiramento C=C de anéis aromaticos. Por ultimo,
foi possivel assinalar um sinal forte em 1.700 cm™! pertencente ao estiramento de carbonila de

éster (C=0).

Tabela 2. Dados de infravermelho dos galatos 1-10

Compostos v (0-H) v (C-H)sp> v(C-H)sp® v(C=0) v (C=C) v (C-0)

1 3368 3019 2963 1692 1618 1373
2 3292 3062 2975 1707 1620 1319
3 3449 3066 2976 1684 1622 1320
4 3336 3068 2963 1690 1616 1310
5 3361 3099 2958 1695 1611 1341
6 3362 3110 2939 1695 1611 1328
7 3468 3062 2960 1671 1614 1339
8 3328 3069 2945 1699 1627 1312
9 3408 3055 2959 1682 1612 1298
10 3410 3051 2951 1695 1615 1298
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A caracterizac¢do estrutural dos compostos 1-10 por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H e '3C-APT estio descritos nas Tabelas 3, 4 e 5 respectivamente. No RMN de 'H,
foi observado a presenca de cinco hidrogénios em comum, dois hidrogénios, H-2 ¢ H-6,
pertentes ao anel aromatico e H-3, H-4, H-5 os quais estao ligados aos oxigénios das hidroxilas
aromaticas.

Os derivados galicos apresentam um simpleto por volta de ou 6,95 relativo aos
hidrogénios H-2 ¢ H-6 do anel aromatico, além de um sinal em du 9,30 para dois hidrogénios
ligados as hidroxilas nas posi¢oes meta (H-3 e H-5) e um simpleto em ou 8,96 para o hidrogénio

da hidroxila na posi¢ao para (H-4).
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos anélogos 1-6.

Compostos
1 - -
2 6,93 (s, 2H) 6,95 (s, 2H)
3 - -
4 - -
5 - -
6 6,93 (s, 2H) 6,95 (s, 2H)
1 3,74 (s, 3H) 4,19 (¢, J = 6,7 Hz, 2H)
2’ - 1,26 (¢, J= 6,8 Hz, 3H)
3 - -
4’ - -
5 - -
m-OH - 9,30 (s, 2H)
p-OH - 8,96, s 1H)

NASCIMENTO, L.G. /RESULTADO E DISCUSSAO

6,95 (s, 2H)

6,94 (s, 2H)

6,96 (s, 2H)

6,94 (s, 2H) 6,95 (s, 2H)

5,02 (hep, J= 6,2 Hz, IH) 4,16 (1, J= 6,5 Hz, 2H)
1,25 (d, J= 6,3 Hz, 6H) 1,63 (qui, J= 6,4 Hz, 2H)
1,25 (d,J= 6,3 Hz, 6H) 1,40 (sex, J = 7,6 Hz, 2H)

- 0,91 (¢, J= 7,4 Hz, 3H)

6,96 (s, 2H)
4,11 (¢,J=6,6 Hz, 2H)
1,66 (sex, J= 17,4 Hz, 2H)
0,94 (t,J= 17,4 Hz 3H)

9,25 (s, 2H) 9,16 (s, 2H)
8,89 (s, 1H) ;

9,26 (s, 2H)
8,92 (s, 1H)

6,94 (s, 2H)

6,94 (s, 2H)

4,14 (¢, J = 6,6 Hz, 2H)
1,38-1,29 (m, 6H)
1,38-1,29 (m, 6H)
1,38-1,29 (m, 6H)

0,87 (t,J = 7,1 Hz, 3H)

9,26 (s, 2H)
8,91 (s, 1H)
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos anélogos 7-10.

Compostos

6,94 (s, 2H)

6,94 (s, 2H)

4,19 (t,J = 6,6 Hz, 2H)
1,55 (¢, J = 6,7 Hz, 2H)
1,72 (hep, J= 6,7 Hz, 1H)
0,91 (d, J = 6,6 Hz, 6H)
0,91 (d, J = 6,6 Hz, 6H)

6,95 (s, 2H)

6,95 (s, 2H)
428 (t,J = 4,7 Hz, 2H)
3,60 (¢, J = 4,6 Hz, 2H)
3,29 (s, 3H)

6,98 (s, 2H)

6,98 (s, 2H)

7,44-7,41 (m, 2H)
7,40-7,38 (m, 2H)
7,36-7,33 (m, 1H)
7,40-7,38 (m, 2H)
7,44-7,41 (m, 2H)
5,24 (s, 2H)
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(10)

on
6,96 (s, 2H)

6,96 (s, 2H)

7,31 (d,J = 8,0 Hz, 2H)
7,20 (d, J = 8,3 Hz, 2H)
7,20 (d,J = 8,3 Hz, 2H)
7,31 (d,J = 8,0 Hz, 2H)

5,19 (s, 2H)

2,30 (s, 3H)

9,25 (s, 2H)

8,92 (s, 1H)

40



NASCIMENTO, L.G. /RESULTADO E DISCUSSAO

Quanto ao deslocamento quimico de RMN '3C-APT, verifica-se outros sinais
caracteristicos dos derivados galicos. De forma que € possivel observar sete sinais
norteadores, como um deslocamento em torno de ¢ 166,0 atribuido ao carbono da
carbonila (C=0) de ésteres, seguido por dois sinais em torno de o6c 145,7 e 138,5
referentes a trés carbonos de anel aromatico ligados as hidroxilas nas posi¢des meta (C-3
e C-5) e para (C-4) respectivamente, além de um sinal em d¢c 119,7 pertencente ao
carbono C-1. Por fim, ha ainda o deslocamento em 6c 108,5 relativo aos dois carbonos

metinicos (C-2 e C-6) do anel aromatico.

Tabela 5. Dados de RMN de 3C-APT dos galatos 1-10

Carbonos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

oc oc oc oc oc oc oc oc oc oc
1 119,44 119,68 119,76 120,06 119,65 119,66 119,65 119,31 119,18 119,29
2 108,59 108,64 108,55 108,55 108,53 108,54 108,54 108,58 108,58 108,56
3 145,74 145,74 145,66 145,61 145,61 145,62 145,61 145,61 145,61 145,59
4 138,57 138,57 138,46 138,35 138,41 138,43 138,43 138,53 138,58 138,53
5 145,74 145,74 145,66 145,61 145,61 145,62 145,61 145,61 145,61 145,59
6 108,59 108,64 108,55 108,55 108,53 108,54 108,54 108,58 108,58 108,56

vi - R - - - - - - R -
C=0 166,41 166,00 165,99 165,44 16593 165,96 16593 165,85 165,63 165,55
1’ 51,70 60,18 65,56 67,28 63,75 64,05 62,49 70,04 136,51 137,33
2’ - 14,38 21,82 21,86 30,42 28,05 37,09 63,33 12790 128,08
3 - - 10,51 21,86 18,87 27,81 24,77 58,23 128,48 129,02
4° - - - - 13,67 21,88 22,40 - 127,99 133,48
5’ - - - - - 13,95 22,40 - 128,48 129,02
6’ - - - - - - - - 127,90 128,08
7 - - - - - - - - 65,58 65,52
8’ - - - - - - - - - 20,77
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4.1.3. Preparacio dos analogos 11-13

Os ésteres 3,4,5-trimetoxibenzoicos 11-13 foram preparados a partir o acido 3,4,5-
trimetoxibenzoico por meio da esterificacdo de Fischer, utilizando alcoois de cadeias lineares

estruturalmente relacionados, esquema 7. A tabela 6 contém os dados das reagdes.

Esquema 7: Reagdo de obtengdo dos analogos 11-13

)

0 0 _R [11] R = CH,CH,CH,
-~ OH — -~ 0 [12] R = CH,(CH,),CH;
o o [13] R = CH,CH,OCH,

O O
N N

a) ROH, H,SO4 (cat.)s refluxo

Fonte: Proprio autor

4.1.4. Preparacio dos derivados 14 ¢ 15

Os benzoatos 14 e 15 foram obtidos por reag@o de esterificacdo usando como material
de partida o cloreto de 3,4,5-trimetoxibenzoila. Nesse tipo de reagdo, o cloreto 4cido atua como
agente eletrofilico, conforme mecanismo demostrado no esquema 3, pagina 30. As reacdes € 0

material de partida utilizados para obtengao dos anilogos estdo mostrados no esquema abaixo.

Esquema 8. Reacdo de obtencdo dos derivados 14 ¢ 15

O O

14]R =
Y L A 0
—>
™~ N cH

a) ROH, Et:N, CH,Cl,

3

Fonte: Proprio autor
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Tabela 6. Dados reacionais dos derivados 11-15

Férmula Massa Tempo de | Quantidade Quant‘ldade Rendimento | Ponto de fusido
Compostos molecular molar reacao (h) obtida (mg) obtida (%) [lit.] (°C)
(g/mol) (mmol)
11 Ci3Hi505 254,28 4 63,5 0,25 52,86 -
12 Ci6H2405 296,36 4 51,3 0,17 39,53 -
13 Ci3H1806 270,28 4 71,0 0,26 60,46 -
14 Ci7H1505 302,32 5 443 0,15 34,18 63-64 [61-62%]
15 CisH2005 316,35 5 66,5 0,21 48,83 68-60

a) (RIVERO-CRUZ et al., 2007)

Os analogos 11-13 foram preparados por esterificacdo de Fischer. Ja a obtengdo dos
compostos 14 e 15 se deu por esterificacdo usando o cloreto de 3,4,5-trimetoxibenzoila, através
de uma substituicao nucleofilica em que o par de elétrons do oxigénio do alcool ataca o carbono
eletrofilico da carbonila havendo a quebra da ligagdo © entre carbono e oxigénio, seguida da
restauragdo da ligagdo m com o carbono e reestabelecimento da carbonila com a saida do cloro.
A tabela 6 mostra os dados das reagoes.

Por meio da espectroscopia de infravermelho da tabela 7, foi possivel determinar a
presenca de grupos funcionais importantes caracteristicos das correspondentes estruturas
quimicas dos ésteres: bandas de absorgio por volta de 3.111 cm™! referente ao estiramento C-H
de carbono sp?, estiramentos C-H referentes a carbonos sp® em aproximadamente 2.941 cm™,
sinais em torno de 1.580 relativo a absorcao de carbono metinico, além da banda de absor¢ao

de carbonila de éster que se encontra em torno de 1.715.

Tabela 7. Dados de infravermelho dos 3,4,5-trimetoxibenzoatos 11-15

Composto v (C-Hsp?) v (C-Hsp?) v (C=0) v (C=C) v (C-0)
11 3111 2941 1713 1587 1331
12 3005 2934 1715 1589 1335
13 3113 2947 1713 1589 1331
14 3011 2968 1707 1584 1335
15 3019 2968 1715 1715 1331

Os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '’C estdo descritos nas tabelas 8 e 9
respectivamente. Ao analisar o espectro de RMN de 'H, foi verificado que os benzoatos
possuem onze hidrogénios em comum, com dois hidrogénios (H-2 e H-6) pertencentes ao anel
aromatico e nove (H-3, H-4, H-5) que estdo ligados aos carbonos das metoxilas.

Ao se observa os espectros, verifica-se que os andlogos possuem sinais em comum.

Como um simpleto por volta de on 7,30 para dois hidrogénios do anel aromatico (H-2 e H-6),
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simpletos em torno de du 3,90 e 3,86 para nove hidrogénio de metoxila, trés na posi¢do para
(p-OCHa3) e seis nas posi¢des meta (m-OCH3) respectivamente.

Em relacdo aos espectros de RMN 3C-APT, sinais caracterizadores para os analogos
3,4,5-trimetoxibenzoatos também foram observados: um deslocamento em torno de 6c 166,5
atribuido ao carbono da carbonila (C=0) foi verificado, em seguida dois sinais em torno de dc
145,7 e 138,6 para trés carbonos do anel aromatico ligados as metoxilas nas posi¢des meta (C-
3 e C-5) e para (C-4) respectivamente, bem como um sinal em torno de o6c 119,4 pertencente
ao carbono C-1. Ha ainda o deslocamento em torno de 6¢ 108,6 relativo aos dois carbonos
metinicos (C-2 e C-6) do anel aromatico. Por fim, verifica-se dois deslocamentos por volta de
dc 56,3 e oc 61,0 referentes a dois carbonos de metoxilas, nas posi¢des meta e para do anel

aromatico, respectivamente.
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Tabela 8. Dados de RMN de 'H dos 3,4,5-trimetoxibenzoatos 11-15

Compostos

10°
p-OCH;
m-OCH3

0
| 6 % .
o S

0 1n)

7,29 (s, 2H)

7,29 (s, 2H)
426 (t,J = 6,7 Hz, 2H)

1,79 (sex, J= 7,2 Hz, 2H)

1,02 (1, J= 7,4 Hz, 3H)

3,90 (s, 3H)
3,89 (s, 6H)

6 1 3' 3

O 12)

7,29 (s, 2H)

7,29 (s, 2H)

4,30 (t,J= 6,8 Hz, 2H)
1,75 (qui, J= 6,7 Hz, 2H)
1,43 (qui, J= 5,7 Hz, 2H)
1,34 (qui, J = 3,4 Hz, 4H)
1,34 (qui, J= 3,4 Hz, 4H)

0,90 (¢, J= 6,7 Hz, 3H)

3,90 (s, 3H)
3,90 (s, 6H)

7,30 (s, 2H)

7,30 (s, 2H)
4,45 (1, J = 4,8 Hz, 2H)
3,71 (¢, J = 4,8 Hz, 2H)
3,41 (s, 3H)

3,88 (s, 3H)
3,89 (s, 6H)
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7,34 (s, 2H)

7,34 (s, 2H)
7,45-7,36 (m, SH)
7,45-7,36 (m, SH)
7,45-7,36 (m, SH)
7,45-7,36 (m, SH)
7,45-7,36 (m, SH)

5,37 (s, 2H)

3,90 (s, 3H)

3,90 (s, 6H)

7,32 (s, 2H)

7,32 (s, 2H)
7,34 (d, J = 8,1 Hz, 2H)
7,19 (d, J = 7,6 Hz, 2H)
7,19 (d, J = 7,6 Hz, 2H)
7,34 (d,J = 8,1 Hz, 2H)

5,32 (s, 2H)

2,36 (s, 3H)

3,89 (s, 3H)

3,90 (s, 6H)
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Tabela 9. Dados de RMN de *C-APT dos 3,4,5-trimetoxibenzoatos 11-15

Carbono 11 12 13 14 15
5c f)c 5C 6C 6C

1 125,66 125,69 125,17 125,26 125,37
2 106,91 106,90 107,09 107,18 107,16
3 153,03 153,03 153,00 153,10 153,07
4 142,25 142,24 142,40 142,55 142,48
5 153,03 153,03 153,00 153,10 153,07
6 106,91 106,90 107,09 107,18 107,16
7 - - - - _
=0 166,43 166,41 166,33 166,22 166,27
1 66,81 65,44 70,68 136,23 133,25
2’ 22,26 31,56 64,23 128,38 128,49
3 10,60 28,80 60,99 128,74 129,40
4° - 25,76 - 128,30 138,23
5 - 22,65 - 128,74 129,40
6’ - 14,10 - 128,38 128,49
A - - - 66,93 66,92
8’ - - - - 21,34

m-OCH3 56,35 56,34 56,35 56,42 56,41

p -OCH;3; 61,02 61,02 59,11 61,04 61,04
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4.1.5. Obtencao das 3,4,5-trimetoxibenzamidas 16-20

As benzamidas 16-20 foram obtidas por meio de rea¢ao de amidacao do cloreto de 3,4,5-
trimetoxibenzoila, como demonstrado no esquema 9. Informagdes sobre rendimentos e faixas

de fusdo estdo descritas na tabela abaixo.

Esquema 9. Reacdo de obtengdo das 3,4,5-trimetoxibenzamidas 16-20

o 0 [16] R = CH,(CH,),CH,
o R [17]R=CH,CH(CH;),
O - < 18] R = CH,(CH,);CH
7 Cl e IiI [ 2 2)6 3
_ . " [19] R = CH,C¢Hs
~o o [20] R = CeH,
O
O\ ~N
¢) RNH,, EtN, CH,Cl,.
Fonte: Proprio autor
Tabela 10. Dados reacionais das 3,4,5-trimetoxibenzamidas 16-20
Formula Massa Tempo de | Quantidade Quant.idade Rendimento | Ponto de fusao [lit.]
Compostos | lecular | ™M | eacdo (h) | obtida(mg) | °PHd2 (%) ©C)
(g/mol) § g (mmol) o
16 C14H21NO4 267,32 4 46,6 0,17 39,53 131-133 [130-132?]
17 C14H21NO4 267,32 5 445 0,17 38,83 129-131
18 CisH2oNO,4 323,43 5 60,4 0,19 44,19 83-84
19 Ci7H19NO4 301,34 4 40,7 0,14 32,56 125-127 [120-122?]
20 Ci6H23NO4 296,36 4 37,7 0,13 30,23 159-160 [179-180%]

a) (BATHINI et al., 2015).

Fonte: Proprio autor
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As reagdes para a obtencao das benzamidas 16-20 ocorreram por reagdes de substitui¢do
nucleofilica, utilizando o cloreto de 3,4,5-trimetoxibenzoila como material de partida, conforme
o esquema 9. As amidas foram extraidas do meio reacional com diclorometano e sua purificagao
ocorreu em coluna cromatografica. Os seus rendimentos variaram de 30,23% a 44,19%.

Na espectroscopia de infravermelho, as benzamidas mostraram padrdes de sinais
condizentes com suas estruturas. Assim, observou-se sinais em torno de 3.300 do estiramento
H-N de amida, um estiramento intenso por volta 1.630 caracteristico de carbonila de amidas,

além de sinais por volta de 1.580 de carbonos C=C, como mostrado na tabela 11.

Tabela 11. Dados de infravermelho das benzamidas 3,4,5-trimetoxibenzilicas 16-20

Composto v (H-N) v (C-Hsp?) v (C-Hsp?) v (C=0) v (C=C)
16 3291 3017 2928 1630 1580
17 3304 3061 2868 1632 1582
18 3294 3071 2853 1630 1582
19 3304 3026 2992 1626 1580
20 3316 3015 2994 1626 1580

Em relacdo aos espectros de RMN de 'H e 1*C, verificou-se que as benzamidas possuem
onze hidrogénios em comum, com dois hidrogénios (H-2 e H-6) pertencentes ao anel aromatico
e nove (H-3, H-4, H-5) de metoxilas.

Nas analises dos espectros de RMN de 'H, verificou-se os seguintes sinais: um simpleto
por volta de du 6,98 para dois hidrogénios do anel aromatico (H-2 e H-6), simpletos em torno
de 6u 3,85 e 3,87 para nove hidrogénio de metoxila, trés na posi¢do para (p-OCHs) e seis nas
posicdes meta (m-OCH3) respectivamente, além de um sinal caracteristico de hidrogénio de
amida por volta de 6,22 ppm.

Por meio da andlise d¢ RMN 3C-APT, foi possivel perceber um conjunto de sinais
caracteristicos das 3,4,5-trimetoxibenzamidas, de tal maneira que foi verificado um
deslocamento em torno de dc 167,4 referente a carbonila de amida (C=0). Além desses, dois
sinais em torno de dc¢ 153,3 e 140,9 para trés carbonos do anel aromatico ligados a metoxilas
nas posicoes meta (C-3 e C-5) e para (C-4) foram observados, bem como um sinal por volta de
oc 130,5 pertencente ao carbono nao hidrogenado C-1. Um deslocamento em torno de oc 104,4
relativo aos dois carbonos metinicos (C-2 e C-6) do anel aromatico também foi visto. Por fim,

observa-se dois deslocamentos em torno de dc 56,4 € 6¢ 61,0 referentes a carbonos de metoxilas.
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Tabela 12. Dados de RMN de 'H das 3,4,5-trimetoxibenzamidas 16-20

Compostos

-

— O\ Nt A W N -

N

2°°
3°
3
4°
4’
5°
52
6’
6’
7°
8

p-OCH;
m-OCH3

6,98 (s, 2H)

6,98 (s, 2H)
3,42 (q,J = 6,3 Hz, 2H)
1,58 (qui, J= 7,4 Hz, 2H)

1,39 (sex, J=17,5 Hz, 2H)

0,94 (¢, J = 7,4 Hz, 3H)

6,22 (s, 1H)
3,85 (s, 3H)
3,87 (s, 6H)

6,98 (s, 2H)

6,98 (s, 2H)
3,24 (t,J = 6,5 Hz, 2H)
1,91-1,83 (m, 1H)
0,95 (d, J = 6,7 Hz, 6H)

0,95 (d, J = 6,7 Hz, 6H)

6,30 (s, 1H)
3,85 (s, 3H)
3,86 (s, 6H)

6,98 (s, 2H)

6,98 (s, 2H)
3,41 (q,J = 6,7 Hz, 2H)

1,59 (qui, J= 7,4 Hz, 2H)

1,35-1,25 (m, 10H)
1,35-1,25 (m, 10H)

1,35-1,25 (m, 10H)

1,35-1,25 (m, 10H)
1,35-1,25 (m, 10H)
0,86 (¢, J= 7,0 Hz, 3H)
6,20 (s, 1H)
3,86 (s, 3H)
3,87 (s, 6H)
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6,97 (s, 2H)

6,97 (s, 2H)

7,27-7,20 (m, SH)

7,27-7,20 (m, SH)

7,27-7,20 (m, SH)
7,27-7,20 (m, SH)

7,27-7,20 (m, SH)
4,54 (d,J = 5,8 Hz 2H)
6,61 (s, 1H)
3,79 (s, 3H)
3,78 (s, 6H)

6,96 (s, 2H)

6,96 (s, 2H)
3,95-3,90 (m, 2H)
2,05-199 (m, 1H)
1,77-164 (m, 3H)
1,46-1,36 (m, 2H)
1,28-1,17 (m, 3H)
1,77-1,64 (m, 3H)
1,28-1,17 (m, 3H)
1,46-1,36 (m, 2H)
1,28-1,17 (m, 3H)
2,05-1,99 (m, 2H)
1,77-164 (m, 3H)

5,95 (s, 1H)

3,86 (s, 3H)

3,89 (s, 6H)
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Tabela 13. Dados de RMN de *C-APT das 3,4,5-trimetoxibenzamidas 16-20

Carbono 16 17 18 19 20
6C 6C 6C 6C 6C
1 130,48 130,54 130,46 129,85 130,78
2 104,41 104,43 104,44 104,55 104,47
3 153,27 153,27 153,27 153,26 153,29
4 140,85 140,86 140,89 141,03 140,90
5 153,27 153,27 153,27 153,26 153,29
6 104,41 104,43 104,44 104,55 104,47
vi - - - - -
C=0 167,38 167,44 167,41 167,19 166,50

1’ 40,05 47,58 40,40 138,35 49,02
2’ 31,89 28,77 31,90 127,96 33,38
3 20,28 20,29 29,81 128,81 25,10
4’ 13,90 20,29 29.40 127,64 25,70
5’ - - 29,31 128,81 25,10
6’ - - 27,13 127,96 33,38
7 - - 22,74 4427 -
8’ - - 14,18 - -

m-OCH3; 56,41 56,39 56,42 56,38 56,49

p -OCH3; 61,00 60,89 61,00 60,93 61,20

4.2 Avaliacio da atividade antifiingica dos derivados 1-8 e 10-22

Neste estudo, os compostos 1-8 e 10-22 foram testados contra cepas de Candida
albicans (ATCC 60193) e C. tropicalis (ATCC 750), avaliando a principio a Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Fungicida Minima (CFM). Nao foi possivel avaliar o
derivado 9 devido a pouca disponibilidade do produto. Esses microrganismos fazem parte de
uma lista de patdgenos fungicos prioritdrios da OMS (OMS FPPL), considerando suas
necessidades ndo atendidas de pesquisa e desenvolvimento (P&D) e a importancia percebida
para a saude publica (OMS, 2022). A metodologia utilizada para se obter a CIM foi
microdilui¢ao em placa com 96 pogos (CLSI, 2008).

A bioatividade dos compostos foi determinada a partir dos valores da concentragiao
inibitéria minima (CIM) e classificada de acordo com Alves et al., 2021, nas seguintes
categorias: (a) bioatividade muito forte (CIM < 3,515 pg/mL); (b) bioatividade forte (CIM entre
3,515 e 25 ug/mL); (c) bioatividade moderada (CIM entre 26 e 100 pg/mL); (d) bioatividade
fraca (CIM de 101 a 500 pg/mL); (e) bioatividade muito fraca (CIM na faixa de 501-2.000
ug/mL). A Tabela 14 mostra os valores de CIM e CFM bem como a razdo CFM/CIM<4,
relativo a capacidade fungicida e CFM/CIM > 4, referente a capacidade fungistatica dos

analogos.
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Tabela 14. Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos compostos 1-8 e 10-22 contra Candida spp. Valores de
CIM e CFM expressos em pg/mL e mM

Candida albicans (ATCC 60193) Candida tropicalis (ATCC 750)
Compostos CIM CFM CFM/ CIM CFM CFM/
(ug/mL)| mM) | (ug/mL)[ mM) | CIM [ (ug/mL) | (mM) | (ug/mL)| (mMm) [ CIM

1 250 1,36 250 1,36 1 250 1,36 250 1,36 1
2 125 0,63 500 2,52 4 125 0,63 125 0,63 1
3 1000 4,7 1000 4,7 1 1000 4,7 1000 4,7 1
4 >1000 - - - - 500 2,3 500 2,3 1
5 >1000 - >1000 - - >1000 - >1000 - -
6 1000 4,16 1000 4,16 1 1000 4,16 1000 4,16 1
7 62,5 0,26 62,5 0,26 1 31,25 0,13 31,25 0,13 1
8 125 0,55 125 0,55 1 125 0,55 125 0,55 1
10 31,3 0,11 31,25 0,11 1 15,62 0,06 15,62 0,06 1
11 1000 3,93 1000 3,93 1 250 0,98 250 0,98 1
12 >1000 - - - - 1000 3,37 1000 3,37 1
13 250 0,92 250 0,92 1 125 0,46 125 0,46 1
14 125 0,41 125 0,41 1 125 041 125 0,41 1
15 500 1,58 500 1,58 1 250 0,80 250 0,80 1
16 >1000 - - - 1 500 1,87 500 1,87 1
17 >1000 - - - - >1000 - - - -
18 250 0,77 250 0,77 1 125 0,39 125 0,39 1
19 >1000 - - - - 1000 3,32 1000 3,32 1
20 >1000 - - - - 1000 341 1000 341 1

21 >1000 - - - - >1000 - >1000 -
22 >1000 - - - - >1000 - - - -
Nistatina 1,50 0,0016 1,50 0,0016 1 0,75 0,0008 0,75 0,0008 1
Cetoconazol 0,50 0,0009 1,0 0,0019 2 0,50 0,0009 1,0 0,0019 2

(-): sem crescimento do micro-organismo
Acido gélico (21)

Acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (22)

Fonte: Proprio autor

Ao se observar a colegdo de galatos, verifica-se de forma geral que a adi¢ao de cadeias
laterais alquilicas contribuiu para melhorar sua bioatividade, tendo em vista que o acido galico
(21) ndo inibiu o crescimento das cepas nas concentragdes testadas. Além disso, foi possivel
verificar que cadeias alquilicas lineares maiores parecem nao contribuir para o melhoramento
da atividade bioldgica dos galatos, enquanto grupos alquilicos menores conferem maior
bioatividade.

De maneira geral, o galato de 4-metilbenzila (10) foi o composto que demostrou maior
inibicao das cepas de Candida albicans (CIM = 0,11 mM) e Candida tropicalis (CIM = 0,06
mM), seguido pelo galato de isopentila (7) com (CIM = 0,26 mM; C. albicans) e (CIM = 0,13
mM; C. tropicalis). Segundo (FUJITA e KUBO, 2002), esses achados podem estar relacionados
com o carater hidrofilico das hidroxilas que, em conjunto com cadeias lipofilicas em galatos,
parecem desestabilizar a bicamada lipidica da membrana dos fungos.

Conforme os resultados da tabela 14, verificou-se que o galato de metila (1) demostrou
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fraca atividade frente as duas cepas fungicas, C. albicans e C. tropicalis (CIM = 1,36 mM). Por
outro lado, quando a cadeia lateral foi aumentada em um carbono, galato de etila (2), observou-
se que o derivado 2 (CIM=0,63 mM) foi duas vezes mais potente que o composto 1 contra as
mesmas cepas. Entretanto, os substituintes proprila e butila dos compostos 3 e 5,
respectivamente, ndo contribuiram para melhoria de suas poténcias inibitérias, com
consequente aumento da CIM do galato de propila (4,71 mM; C. albicans e C. tropicalis) e
diminui¢do do espectro de acdo do galato de butila.

O efeito gerado por substituintes alquilicos ramificados foi outro parametro verificado,
quando se comparou a bioatividade do galato de pentila (6) (CIM = 4,16 mM; C. albicans ¢ C.
tropicalis) com a bioatividade do galato de isopentila (7) (CIM = 0,26 mM,; CIM = 0,13 mM,)
e constatou que derivado 7 foi mais potente em 16 vezes contra C. albicans e em 32 vezes frente
a C. tropicalis. Assim, parece que a melhoria da poténcia inibitéria do composto 7 estd
relacionada a ramificacdo do seu substituinte, haja vista que o analogo 6 apresenta a mesma
quantidade de carbono em sua cadeia lateral, diferindo apena quanto ao arranjo estrutural.

Além disso, a inser¢do do adtomo de oxigénio na cadeia lateral parece melhorar a
bioatividade dos galatos. Isso € verificado ao comparar o galato de 2-metoxietil (8) com o galato
de propila (3) e perceber que o derivado 3 apresentou bioatividade fraca contra ambas as cepas
fingica com (CIM = 4,7 mM), enquanto o andlogo 8 com (CIM = 0,55 mM contra C. albicans
e C. tropicalis) demostrou ser oito vezes mais potente que o composto 3. Padrao semelhante
pode ser observado também ao correlaciona o 3,4,5-trimetoxibenzoato de propila (11) com
3.4,5-trimetoxibenzoato de 2-metoxietil (13), reforcando o entendimento de que heteroatomos
doadores de elétrons parecem contribuir com o melhoramento da bioatividade antifingica dos
ésteres.

Pode-se destacar também a diferenga de perfil inibitério entre os ésteres com
substituintes benzila, galato de 4-metilbenzila (10) e 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilbenzila
(15). Observou-se que o composto 10 se destacou quanto a inibicdo do crescimento flingico
sobretudo contra as espécies de C. tropicalis, demostrando atividade que variou de modera a
forte (CIM = 0,11 mM C. albicans; CIM = 0,06 mM C. tropicalis). No entanto, o composto 15
(CIM = 1,58 mM C. albicans; 0,80 mM C. tropicalis), mesmo possuindo semelhanca estrutural
com o ¢éster 10, inibiu apenas fracamente o crescimento das mesmas espécies fungicas, de modo
que € possivel correlacionar a forte atividade do andlogo 10 com suas hidroxilas na presencga do
substituinte aromatico, visto que, dentre os nove ésteres galicos, apenas 0 composto com
substituinte benzilico (10), apresentou bioatividade forte.
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Além dos compostos galicos, um conjunto de derivados 3.4,5-trimetoxibenzilicos
também foram submetidos a testes fungicos frente as mesmas cepas ja relatadas. Com base na
auséncia de atividade bioldgica do acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (22), verifica-se a relevancia
dos substituintes para a bioatividade desses compostos. Ao comparar o 3,4,5-trimetoxibenzoato
de propila (11) com 3,4,5-trimetoxibenzoato de hexila (12), verificou-se que o radical propila
conferiu melhor espectro de acao ao analogo 11, demostrando atividade contra ambas as cepas
(CIM = 3,93 mM, C. albicans; CIM = 0,98 mM, C. tropicalis). Por outro lado, o composto 12,
com substituinte de seis carbonos, demostrou bioatividade apenas conta a espécie de C.
tropicalis (CIM = 3,37 mM).

Os substituintes aromaticos também conferiram aos 3,4,5-trimetoxibenzoatos melhores
perfis inibitorios frente as cepas testadas. Isso € percebido ao observar que o 3.4,5-
trimetoxibenzoato de benzila (14) foi o composto que demostrou melhor atividade biologica
entre os derivados trimetoxilados com CIM = 0,41 mM para C. albicans e C. tropicalis. Porém,
verificou-se que o 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilbenzila (15) foi menos efetivo na inibigado
do crescimento fingico, com CIM=1,58 mM C. albicans e CIM=0,80 mM C. tropicalis. Esses
resultados sugerem que grupos doadores de elétrons (-CH3), na posi¢do para do substituinte
aromatico (composto 15), parece ndo influenciar na melhoraria da bioatividade desses
compostos.

Os testes antiflingicos foram realizados também com 3,4,5-trimetoxibenzamidas. No
entanto, embora existam relatos de bioatividade para amidas na literatura contra o género
Candida (OLIVEIRA et al., 2019; PEREZ-CASTILLO ef al., 2021), os compostos em estudo
nao foram bioativos frente as cepas de Candida testadas, com excecdo da N-octil 3,4,5-
trimetoxibenzamida (18) com (CIM = 0,77 C. albicans e CIM = 0,39 mM C. tropicalis). Esses
resultados sugerem que a bioatividade da benzamida 18 poder estar relacionada com o numero
de carbonos de seu substituinte.

Além das variaveis ja apresentadas, a fungdo quimica € outro parametro que parece
influenciar na atividade bioldgica dos compostos testados. Quando se observa o éster 14 (CIM
= 0,41 mM), verifica-se que a molécula foi bioativa frente as duas cepas flingicas, enquanto a
benzamida 19 (CIM = 3,32), demostrou menor espectro de a¢do com atividade muito fraca
contra apenas C. tropicalis, sugerindo-se, portanto, que o nitrogénio da amida reduz a agao
antifingica do composto 19, enquanto o oxigénio ligado a carbonila no derivado 14, além

melhorar sua poténcia em oito vezes, aumenta seu espectro de agao.
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4.2.1. Analise do mecanismo de acio na parede e membrana celular fungica

Os analogos mais bioativos 7 e 10 foram submetidas a avaliagdo de mecanismo de acao
antifingica na parede e membrana celular fingica. Essa analise baseia-se na capacidade dos
derivados de causar danos a célula fungica. Para tanto foi utilizado também o teste de
microdilui¢do em placas de 96 cavidades para determinacdo da CIM dos compostos frente a C.

albicans ATCC 60193 na presenca de ergosterol e sorbitol.

Tabela 15. Efeito do ergosterol exogeno (1.008.mM) na CIM dos compostos 8 ¢ 10 contra C. albicans ATCC
60193. Valores estdo expressos em mM.

7 10 Nistatina

Com
ergosterol

Sem
ergosterol

Com
ergosterol

Sem
ergosterol

Concentragdo
(mM)

Com
ergosterol

Sem
ergosterol

Concentragdo
(mM)

Concentragdo
(mM)

+ 2,08 +
+ 1,04 + 0,013 +
+ 0,52 + 0,006 +
+ 0,26 + 0,003 +
0,13 + + 0,13 + 0,0015 +
0,07 + + 0,07 + + 0,0007 + +
0,03 + + 0,03 + + 0,0003 + +

(+): indica crescimento do micro-organismo; (-): sem crescimento do mico-organismo.

Fonte: Proprio autor

O ergosterol ¢ um componente da membrana da célula fingica, muito importante para
sua fluidez e integridade, além de ser alvo para drogas que se ligam diretamente a ele ou inibem
sua biossintese, como azo6is (ESCALANTE et al., 2008).

Os resultados demonstraram, conforme a tabela 15, que, quando o ergosterol foi
adicionado ao meio contendo o microrganismo € os compostos 7 € 10, ocorreu um aumento da
CIM de ambos os derivados indicando que, na presenca do ergosterol exdgeno, ¢ necessario
concentragdes maiores dos compostos bioativos para que, assim, eles possam causar danos a

membrana plasmatica do fungo (ESCALANTE et al., 2008; FREIRES ef al., 2014).
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Tabela 16. Valores de CIM e caspofungina dos compostos 7 e 10 na auséncia e presenca do sorbitol (0,8 M) contra
C. albicans ATCC 60193. Valores expressos em mM.

7 10 Caspofungina

Com
sorbitol

Sem
sorbitol

Sem
sorbitol

Sem
sorbitol

Concentracao
(mM)

Com Concentracao
sorbitol (mM)

Com Concentracao
sorbitol (mM)

0,00365
0,00182
0,00091

0,00045
0,00023

0,13 + + 0,13 0,00011
0,07 + + 0,07 + + 0,000057 +
0,03 + + 0,03 + + 0,000028 +

(+): crescimento do micro-organismo; (-): sem crescimento do mico-organismo.

Fonte: Proprio autor

O sorbitol é um protetor osmotico da parede celular fungica e, ao ser adicionado ao meio
de cultura em testes in vitro, protege a célula contra danos causados por drogas que inibem a
sintese da parede celular formada por quitina e glicana (FROST et al., 1995). Sua analise foi
avaliada de forma andloga ao sorbitol e, portanto, verificou-se que nao houve alteragdo da CIM
dos compostos 7 ¢ 10, excluindo entdo esse mecanismo das suas possibilidades de alvos,

conforme a tabela 16 (ESCALANTE et al., 2008; FREIRES et al., 2014).

4.3 Avaliacao da atividade tripanocida dos derivados 1-8

Os compostos 1-8 foram avaliados frente a forma tripomastigota sanguinea do
protozoario Trypanosoma brucei. Na corrente sanguinea, o protozoario pode ser encontrado em
sua forma proliferativa, longa e delgada; que ¢ adaptada para manter o parasita no sangue de
mamiferos, ou na forma ndo proliferativa que ¢ adaptada para se diferenciar na forma prociclica
replicativa na mosca tsé-ts¢, garantindo a transmissdo (FRANCO et al., 2014). As formas
tripomastigotas de corrente sanguineas de 7. brucei foram semeadas em placas de 96 pocos em
meio Baltz.

A bioatividade dos compostos foi avaliada com base na Clso, isto €, a concentracao de
um composto necessaria para reduzir a taxa de crescimento das células em 50%. O valor da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), ou seja, menor concentracdo de um composto capaz
deinibir o crescimento visivel de um microrganismo.

A tabela 17 abaixo mostra a atividade tripanocida dos derivados do acido gélico 1-8 por
meio dos valores da CIM e Clso. Observou-se que os compostos de cadeias laterais de trés e
quatro carbonos em arranjo linear, galato de propila (3) (CIM = 10 uM; Clso = 3,0 £ 0,1) e
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galato de butila (5) (CIM = 10 uM; Clso = 3,3 £0,1), exibiram boa ag¢ao tripanocida. Entretanto,
quando essa cadeia ¢ aumentada, a bioatividade do composto diminui em dez vezes, como ¢ o
caso do galato de pentila (CIM = 100 uM; Clso =32,8 £ 0,9). Em estudos realizados por Cortes
e colaboradores (2015), foi verificado que o aumento da cadeia carbonica ndo segue uma
relacdo linear, sendo que cadeias muito grandes conferem a molécula caracteristicas de
detergente podendo interferir na atividade bioldgica da molécula.

Além disso, segundo Golan et al., 2009, cadeias longas podem dificultar o deslocamento
do composto através da membrana plasmatica, devido a estabilizagdo da molécula na bicamada
lipidica, tendo dificuldade de atingir seu sitio de agdo em quantidades suficientes para promover
a atividade esperada.

O 4tomo de oxigénio inserido na cadeia lateral do galato de 2-metoxietila (8) (CIM = 100
uM; Clso = 5,6 &+ 1,3), parece ndo influenciar no melhoramento de sua atividade. Isso € verificada
ao comparar sua bioatividade com a atividade tripanocida do galato de propila (3) (CIM = 10 uM;
Cls0 = 3,0 £0,1) e perceber que houve uma reducao no perfil inibitoério do composto 8, ainda que
ele tenha cadeia lateral semelhante ao éster propilico, com trés carbonos em arranjo linear.

De forma geral, ésteres de acido gdlico com cadeia mais curtas, galato de metila (1)
(CIM = 100 uM; Clso = 24,5 £ 4,5) e galato de etila (2) (CIM = 100 uM; Clso = 27,9 + 2,4)

foram aproximadamente dez vezes menos tripanocidas.
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4.4 Avaliacao da atividade citotoxica dos derivados 1-8

O ensaio utilizado para avaliar a capacidade citotoxica dos compostos foi o teste de
resazurina (7-Hidréxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido), que avaliou as células metabolicamente
ativas por meio da redugdo da resuzurina a resorufina, método bastante utilizado para triagens
de moléculas com possivel atividade citotoxica. As linhagens de células utilizadas no teste
foram HL-60 (células mieloides humanas). Os valores de inibi¢do do crescimento celular pelas
moléculas 1-8 sao mostrados na tabela 17.

De forma geral, os galatos avaliados apresentaram baixa atividade citotdxica contra
células HL-60 (Dietmar et al., 2022), como mostrado na tabela 17. Assim, nessa triagem inicial,
todos os compostos apresentaram valores de CIM >100 uM e Clso >75 uM, com destaque para
os ésteres 1, 2 e 6 que ndo apresentaram efeito citotoxico contra células humanas (DIETMAR
etal., 2022).

Apesar da baixa atividade citotoxica dos derivados 4, 5 ¢ 6, suas seletividades (razdo
entre Clso citotoxica e tripanocida) foi apenas moderada, ao levar em consideracao o indice de

seletividade do controle (IS), sumarina (>2500), conforme tabela 17 (DIETMAR et al., 2022).

Tabela 17. Atividade tripanocida, citotoxica e indice de seletividade dos compostos 1-8 contra as formas tripomastigotas
sanguineas de 7. brucei e células mieloides humanas HL-60. Valores expressos em puM.

T. brucei HL-60 IS
Compostos
Clso (HL-60)/
CIM (uM) Clso (uM) CIM (uM) Clso (uM) Clso (7 brucei
1 100 24,5+4,5 >100 >100 >4,1
2 100 27.9+24 >100 >100 >3.6
3 10 3,0+£0,1 >100 82,9 +£8,2 27
4 100 8.4 +22 >100 87,9 +8,2 10,5
5 10 33+0,1 >100 74,8 £ 4.5 22,7
6 100 32,8+0,9 >100 >100 >3
7 10 32+0,1 >100 90,4 +£21,6 28,3
8 100 5,6+1,3 >100 99,2+94 17,7
suramina 1 0,04+0,0 >100 >100 >2500

Fonte: Proprio autor
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5. CONCLUSOES

Considerando a atividade antifingica frente cepas de C. albicans ATCC 60193 e C.
tropicalis ATCC 750, os compostos 7 e 10 exibiram o melhor perfil inibitdrio, com atividades
variando entre moderada a forte. Esses resultados sugerem que o carater hidrofilico das
hidroxilas atrelado a substituintes lipofilicos, parecem contribuir para potencializar a acao
antifingica dos galatos frente a espécies de Candida.

Os analogos 7 e 10 foram avaliados também quanto ao mecanismo de agdo antifingico
e verificou-se que houve aumento da CIM desses compostos na presenca do ergosterol exdgeno,
indicando que os ésteres interagem diretamente com o ergosterol da membrana plasmatica ou
parede celular fungica, demostrando que essas estruturas sdo possiveis alvos bioldgicos.

No tocante ao ensaio antiparasitario, foi observado que os compostos 3 e 5§
demonstraram melhor acdo tripanocida frente ao 7rypanosoma brucei, indicando que cadeias
laterais de trés e quatro carbonos em arranjo linear, melhoram o perfil tripanocida dos galatos.

Os resultados apresentados neste estudo podem contribuir para futuras pesquisas no
desenvolvimento de moléculas com melhor perfil antifingico e tripanocida, visando a

descoberta de novos farmacos.
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6. Parte experimental
6.1. Determinacio da atividade antifingica dos compostos 1-8; 10-22
6.1.1. Ensaio biologico - consideracdes gerais

Os testes de atividade antifungica foram realizados pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular (LAFECC/UFPB) coordado pelo
Prof. Ricardo Dias de Castro. As cepas de Candida spp. utilizadas neste estudo foram obtidas
do Centro de Bureau Voor Schimmelcultures (CBS): Candida albicans ATCC 60193 e
Candida tropicalis ATCC 750. Nistatina, tween 80%, DMSO, diacetato de caspofungina, e
ergosterol foram obtidos da Sigma-Aldrich® Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e sorbitol
(D-sorbitol anidro) da INLAB® (Sao Paulo, Brasil).

6.1.2. Determinac¢ido da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, usando placas de 96
pocos em forma de U. Em cada poco, 100 pL. de meio liquido do Roswell Park Memorial
Institute (RPMI). Posteriormente, no primeiro pogo de cada coluna foram inseridos 100 pL das
substancias em estudo, seguido do processo de microdiluicdo em série. Assim, pela diluicdo
seriada, obteve-se concentracdes que variaram de 1000 a 7,81 pg/mL. Em seguida, foram
adicionados 100 pL do inéculo aos pogos, sendo também feito para o meio de cultura com
nistatina e cetoconazol, deixando as placas incubadas a 35 °C por 24 h. Para cada cepa, a CIM
foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento fingico nos pocos,
observada visualmente em comparagdo com o controle. Todos os testes foram realizados em
triplicata e os resultados foram analisados a partir da observagdo de agregados celulares no
fundo dos pogos (ALVES et al., 2020).

6.1.3. Determinacio da Concentracao Fungica Minima (CFM)

A CFM foi determinada usando aliquotas de subcultura (30 pL) dos pogos
correspondentes a CIM (e concentragdes mais altas) em 4gar Sabouraud Dextrose (KASVII,
Kasv Imp e Dist. Prod/Laboratorios LTDA, Curitiba, Brasil). As placas foram incubadas por
24 horas a 35 = 2°C ¢ a leitura foi realizada por observagao visual do crescimento flingico com
base na contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). A relacio CFM/CIM foi
calculada para determinar se a substancia apresentava atividade fungistatica (CFM/CIM >4) ou

fungicida (CFM/CIM <4) (PEIXOTO et al., 2017).
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6.1.4. Determinacio do Mecanismo de Acdo e Atividade Antifiingica dos Esteres 7 e 10
6.1.4.1. Ensaio com Sorbitol

Para definir o possivel mecanismo de agdo dos ésteres 7 ¢ 10 na parede celular do
microrganismo C. albicans, foi realizado o teste de microdiluicao na presenga e auséncia de
sorbitol (D-sorbitol - anidro) Laboratorio INLAB. Um indculo foi preparado com sorbitol na
concentragdo final de 0,8 M. As placas foram seladas assepticamente e incubadas a 35 £+ 2°C
por 48 horas. A caspofungina foi usada como controle positivo em uma concentragdo inicial de
4 ng/mL (SOUSA et al., 2020; SOUSA et al., 2015; FREIRES et al., 2014).
6.1.4.2. Ensaio com Ergosterol

O ensaio de ergosterol foi realizado para avaliar o possivel efeito dos produtos na
membrana da célula fungica do microrganismo C. albicans, por meio do método de
microdilui¢do, conforme descrito acima. O indculo foi preparado com ergosterol exdgeno na
concentragdo de 400 pg/mL (1008,44 uM). As placas foram incubadas a uma temperatura de
35 £ 2°C por 48 horas. A nistatina foi usada como controle positivo em uma concentragao
inicial de 48 pg/mL (SOUSA et al., 2020; RANGEL et al, 2019).
6.2. Estudo da atividade tripanocida dos compostos 1-8
6.2.1. Efeito sobre 7. brucei in vitro

A avaliagdo da atividade tripanocida foi realizada pela equipe coordenada pelo professor
Dr. Dietmar Steverding do Laboratério de Parasitologia da Universidade de East Anglia,
Inglaterra. Uma cultura de células tripomastigotas sanguineas de 7. brucei foi dividida em duas
porcdes iguais de 9 mL e submetidas a centrifugacdo. Apos a centrifugacdo, os sedimentos
celulares foram coletados e ressuspensos em 1 mL de PBS contendo 55 mM de glicose ou 55
mM glicerol e novamente centrifugados. Ao fim da centrifugacdo, os sedimentos celulares
foram novamente suspensos em PBS/55 mM de glicose e PBS/55 mM de glicerol,
respectivamente, e a densidade celular foi ajustada para 2 x 10° células/mL. Em seguida, 100
pL de células tripanossomas foram misturadas com 100 pL. de PBS/55 mM de glicose ou 100
pL de PBS/55 mM de glicerol contendo os compostos 1-8 na concentracdo de 400 uM,
resultando em uma concentragdo final dos ésteres de 200 uM. A concentracdo final de DMSO

em cada teste foi de 0,9% e a motilidade dos tripanossomas foi examinada ao microscopio.
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6.3. Estudo da atividade citotoxica dos compostos 1-8

Por meio do ensaio de redu¢do da resazurina, avaliou-se a citotoxicidade dos compostos.
Para tanto, a linhagem celular HL-60 (células mieloides humanas) foram cultivadas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO a 37° C. As células foram semeadas em placas de 96 pocos a
uma densidade 5 x10* células/mL. Os compostos 1-8 foram avaliados em dilui¢des decrescente
de 100 mM até 100 nM na presenga de 0,9% de DMSO. Pogos contendo meio com 0,9% de
DMSO serviram como controle. Ap6s 24 h de incubagdo, 20 uL de resazurina 0,5 mM
preparada em PBS estéril foi adicionada a cada pocgo e as culturas foram incubadas por mais 48
h. Em seguida, a absorbancia de cada pogo foi lida em um leitor de microplacas BioTek ELx808
usando um comprimento de onda teste de 570 nm e um comprimento de onda referéncia de 630
nm. O valor de inibi¢do de crescimento de 50% (Clso) foi medido por interpolagdo linear,
enquanto o valor da concentragao inibitdria minima (CIM) foi determinado microscopicamente.
6.4. Materiais e métodos

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, Vetec, Neon, Dindmica, Qhemis, entre outras.
6.4.1. Métodos cromatograficos

A purificagdo dos compostos foi realizada por cromatografia de adsor¢cdo em coluna
cromatografica (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
cilindrica, cujas dimensdes variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser utilizada. Na
fase movel, utilizou-se os solventes hexano e acetato de etila (Hex: AcOEt) em misturas binarias
com gradiente crescente de polaridade. Além disso, as reagdes foram acompanhadas por meio
de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), com a utilizacdo de placas
cromatograficas com suporte de silica gel 60 da MERCK. Para a eluicdo das placas, foi utilizada
uma mistura binaria de hexano e acetato de etila em proporcdes variadas na fase movel.

A visualizacdo das placas cromatograficas ocorreu pela sua exposicdo a lampada de
irradiacdo ultravioleta com comprimentos de onda (254 e 366 nm) por meio de aparelho
MINERALIGHT.

6.4.2. Ponto de fusao

Os pontos de fusdo foram realizados empregando um aparelho da Microquimica
Equipamentos (Modelo MQAPF), n° de série 403/18.
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6.4.3. Analises espectroscopicas
6.4.3.1. Infravermelho

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

Os espectros de ressonancia magnética nuclear, RMN 'H e RMN'"*C-APT, foram obtidos
por meio do aparelho Varian Mercury 200 MHz ('H) e 50 MHz ('*C) e Bruker BioSpin GmbH
spect 400 MHz (‘H) e 100 MHz (3C), localizados no Laboratério Multiusuario de Caracterizagio
e Analises (LMCA/UFPB).

As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) e
cloroférmio deuterado (CDCl3) da MERCK. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (/) em Hertz (Hz). Para os espectros
de RMN de 'H os desdobramentos referentes aos acoplamentos dos hidrogénios foram
indicados como: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ¢ (tripleto), g (quarteto), quint
(quinteto), sext (sexteto), sept (septeto), m (multipleto). Os desvios quimicos foram relatados
em relacdo ao pico dos solventes DMSO-ds ou CDCls.

6.5. Procedimento geral para preparaciao dos compostos 1-8, 11-13

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 0,1 g de acido galico (0,59 mmols) ou acido 3,4,5-
trimetoxibenzoico (0,47 mmols), alcool (10 mL) e (0,5 mL) de acido sulfirico (H2SO4). A
mistura resultante foi agitada sob refluxo por 3-6 horas e monitorada por cromatografia em
camada delgada (CCD). Ao fim da reagdo, o excesso de alcool foi evaporado sob pressao
reduzida e o produto foi diluido com acetato de etila (10 mL) e vertido em um funil de separacao
contento agua. Apos a separacao da fase orgénica, a fase aquosa foi extraida com acetato de
etila (2 x 10 mL) e as fases organicas reunidas foram tratadas com bicarbonato de sodio
(NaHCO3) a 5% e secas com sulfato de sodio anidro (Na2SO4). Apos a evaporagao do solvente,
obteve-se o produto impuro que foi purificado em coluna cromatografica de silica gel, usando

um sistema hexano: EtOAc (KHATKAR et al., 2017).
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6.6. Procedimento geral para preparaciao dos compostos 9 e 10

Em um baldo contento acido galico (0,1 g; 0,59 mmols), adicionou-se cloreto de tionila
(4 mL; 55,1 mmols). Deixou a mistura sob agitagdo em refluxo durante um periodo de 4 h a
80° C, sendo monitorada por CCD. O excesso do SOCI; foi removido sob pressao reduzida.
Em seguida, foi adicionado o alcool (0,88 mmols) diluido em 5 mL de diclorometano e a
mistura foi agitada por 4 horas a 50° C. Ao fim da reagdo, o produto impuro foi seco em
evaporador rotativo, diluido em acetato de etila (10 mL) e vertido em funil de separagdo
contendo agua (15 mL). Apds a separacao da fase organica, a fase aquosa foi extraida com de
acetato de etila (2 x 10 mL). A fase organica foi tratada com solucao saturada de cloreto de
sodio (NaCl), seca com sulfato de so6dio anidro (Na>SO4) e filtrada. Apds a evaporagdo do
solvente, o produto foi purificado em coluna cromatogréfica de silica gel, usando um sistema
hexano:AcOEt (1:1) (JT et al., 2013 adaptado).
6.7. Procedimento geral para preparacio dos compostos 14 e 15

Em um baldo contendo uma solu¢do de alcool benzilico (0,07 mL; 0,65 mmols) e
trietilamina (0,09 mL; 0,65 mmols) em diclorometano (5 mL) foi adicionado o cloreto de 3,4,5-
trimetoxibenzoila (0,1 g; 0,44 mmols). A mistura foi deixada sob agitacdo a temperatura
ambiente por 3-4 horas, sendo monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD). Ao
fim dareagdo, adicionou-se 10 mL de diclorometano e verteu-se a mistura em funil de separagao
contendo 10 mL de 4gua. Apds a separagdo da fase organica, a fase aquosa foi extraida com 3
x 10 mL de diclorometano, tratada com solugao saturada de cloreto de sodio (NaCl) e seca com
sulfato de sodio anidro (Na2SO4). Apos a evaporagao do solvente, obteve-se o produto impuro
que foi purificado em coluna cromatografica de silica gel, usando um sistema hexano:EtOAc
(7:3) (RIVERO-CRUZ et al., 2007).
6.8. Procedimento geral para preparacao dos compostos 16-20

Em um baldo contendo uma solug@o 0,65 mmols da amina correspondente e trietilamina
(0,090 mL; 0,65 mmols) em diclorometano (5mL), foi adicionado o cloreto de 3,4,5-
trimetoxibenzoila (0,1 g; 0,43 mmols) dissolvido em 3 mL de diclorometano. A reagdo
permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 3-4 horas, sendo monitorada por
cromatografia em camada delgada CCD). O produto bruto foi diluido em 10 mL de
diclorometano e vertido em funil de separacao contendo agua. Apds a extracao da fase organica,
a fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 10 mL). A fase organica foi tratada com
solugdo de acido cloridrico (HCI) 1M, seguida da solugdo saturada de cloreto de so6dio (NaCl)
e seca com sulfato de sédio anidro (Na2S04). Apos a evaporagdo do solvente, obteve-se o
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produto impuro que foi purificado em coluna cromatografica de silica gel, usando um sistema

hexane:diclorometano (8:2) (BRUSA et al., 2023, adaptado).

7. Dados fisico-quimicos, espectroscopicos e rendimentos dos derivados 1-20

galato de metila (1)

Soélido branco (98 mg; 0,53 mmols), rendimento: 90,52%, MM: 184,15 g/mol, pf: 199-200 °C,
(1it. 200-202 °C, SAVI et al., 2005), tempo da reagdo: 4h, CCD (1:1 hexano/EtOAc), Rr= 0,64;
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds), 8u 6,93 (s, 2H, H-2, H-6); 3,74 (s, 3H, H-1"). RMN "*C-APT
(100 MHz, DMSO-d¢) 6c 166,41 (C=0); 145,74 (C-3, C-5); 138,57 (C-4); 119,44 (C-1); 108,59
(C-2, C-6); 51,70 (C-1). IV vmax (KBr, cm™) 3368, 3019, 2963, 1692, 1618, 1373 (SAVI et al.,
2005).
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Figura 8: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de metila (1).
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Figura 9: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) do galato metila (1).
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galato de etila (2)

So6lido marrom (107 mg; 0,54 mmols), rendimento: 91,85%, MM: 198,17 g/mol, pf: 149-150
°C (lit. 148-150 °C, SAVI et al., 2005); tempo da reagdo: 4h, CCD (1:1 hexano/EtOAc), Ry=
0,66; RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds) 8n 9,30 (s, 2H, m-OH), 8,96 (s, 1H, p-OH), 6,95 (s, 2H,
H-2, H-6), 4,19 (¢, J = 6,8 Hz, 2H, H-1"), 1,26 (¢, J = 6,8 Hz, 3H, H-2’). RMN "3C-APT (50
MHz, DMSO-dg) d¢ 166,00 (C=0); 145,68 (C-3, C-5); 138,46 (C-4); 119,68 (C-1); 108,64 (C-
2, C-6); 60,18 (C-1"); 14,38 (C-2°). IV vmax (KBr, cm™) 3292, 3062, 2975, 1707, 1620, 1319
(SAVlet al., 2005).
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Figura 11: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) do galato de etila (2).
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Figura 13: Espectro de RMN de *C-APT (50 MHz, DMSO-ds) do galato de etila (2).
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Figura 14: Espectro de infravermelho galato de etila (2).

galato de propila (3)

Soélido branco (112 mg; 0,53 mmols), rendimento: 89,79%, MM: 212,20 g/mol, pf: 145-147 °C
(lit. 145-146 °C, SAVlI et al., 2005), tempo da reagdo: 4h; CCD (1:1 hexano/EtOAc), Ry=0,87;
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8n 9,26 (s, 2H, m-OH), 8,92 (s, 1H, p-OH), 6,96 (s, 2H, H-2,
H-6), 4,11 (¢, J= 6,6 Hz, 2H, H-1"), 1,66 (sex, J= 7,4 Hz 2H, H-2"), 0,94 (¢, J = 7,4 Hz 3H, H-
3’). RMN "C-APT (100 MHz, DMSO-de) 8¢ 165,99 (C=0); 145,66 (C-3, C-5); 138,46 (C-4);
119,76 (C-1); 108,55 (C-2, C-6); 65,56 (C-1"); 21,82 (C-27); 10,51 (C-3°). IV Vmax (KBr, cm™)
3449, 3066, 2976, 1684, 1616, 1342 (SHI et al., 2015).
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Figura 15: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) do galato de propila (3).

—9.2593
—8.9165

HO.

CH
O/\/ 3

HO

OH

T [aalX=\"s] - LoT AL MmM O —
[t=) O ™M o WO 0O~ N WO W ~ o O
n ~N O o O WMNLW M nman
o R k=) N ~N© 0oV Qoo
(Lol T < T [aY] o o o [ NeNe]
I 1 | 2NN B L T T [

1.oo+>-

2.01-

T

i o o o~
S] S M =]
N ~ ~ o

T T T T T T T
9.30 9.25 920 9.00 895 8.90 8.85

T f T T T T T T
6.95 4.15 4.10 2.50 1.70 1.65 1.60 0.95 0.9

f1 (ppm)

Figura 16: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de propila (3).

70



NASCIMENTO, L.G. /PARTE EXPERIMENTAL

o o v ~ n
a o © n o ~ o~ -
) ] o ) n n @ o]
© T M — =] I as — =}
~ Rl - ~ Al (¥e) ™M ~ )
| | [ I | | I |
1
TR FORINTIDUIN VWP P - o SRPTEPTREN " o - - o
(o]
HO CH,
0/\/
HO
OH
: | : ] : | ' | T ' : ' v ] . ) T : |
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

Figura 17: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) do galato de propila (3).

Transmitincia

OH

3449 -

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
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galato de isopropila (4)

Solido branco (97,6 mg; 0,46 mmols), rendimento: 76,71%, MM: 212,20 g/mol, pf: 145-146
°C, tempo da reagdo: 8h; CCD (1:1 hexano/EtOAc), Ry= 0.87. RMN 'H (400 MHz, DMSO-
ds), ou 9,25 (s, 2H, m-OH), 8,89 (s, 1H, p-OH), 6,94 (s, 2H, H-2, H-6), 5,02 (hep, J = 6,2 Hz,
1H, H-1"), 1,25 (d, J = 6,3 Hz, 6H, H-2’, H-3"). RMN BC-APT (100 MHz, DMSO-ds), 8¢
165,44 (C=0); 145,61 (C-3, C-5); 138,35 (C-4); 120,06 (C-1); 108,55 (C-2, C-6); 67,28 (C-1");
21,86 (C-2°, C-3"). IV vmax (KBr, cm™) 3336, 3068, 2963, 1690, 1616, 1310 (SHI et al., 2015).
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Figura 19: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de isopropila (4).
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Figura 20: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de isopropila (4).
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Figura 21: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) do galato de isopropila (4).
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Figura 22: Espectro de infravermelho do galato de isopropila (4).

galato de butila (5)

Soélido branco (109 mg; 0,48 mmols), rendimento: 81,97%, MM: 226,23 g/mol, pf: 125-127 °C
(lit. 126-127° C, SAVlI et al., 2005), tempo da reag@o: 8h; CCD (1:1 hexano/EtOAc), Ry=0,86;
RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) 61 9,16 (s, 2H, m-OH), 6,95 (s, 2H, H-2, H-6), 4,16 (¢, J= 6,5
Hz, 2H, H-1"), 1,63 (qui, J = 6,4 Hz, 2H, H-2"), 1,40 (sex, J = 7,6 Hz, 2H, H-3"), 0,91 (¢, J =
7,4 Hz, 3H, H-4"), RMN "*C-APT (100 MHz, DMSO-ds) 8¢ 165,93 (C=0); 145,61 (C-3, C-5);
138,41 (C-4); 119,65 (C-1); 108,53 (C-2, C-6); 63,75 (C-1"); 30,42 (C-2°); 18,87 (C-3"); 13,67
(C-4°). IV vmax (KBr, cm™) 3361, 3099, 2958, 1695, 1611, 1341 (SAVI et al., 2005).
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Figura 23: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢) do galato de butila (5).
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Figura 24: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de butila (5).
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galato de pentila (6)

So6lido marrom claro, (108 mg; 0,45 mmols), rendimento: 76,47%, MM: 240,25 g/mol, pf: 94-
96, °C (lit. 93-94° C, SAVl et al., 2005), tempo da reagdo: 7h; CCD (1:1 hexano/EtOAc), Ry=
0,81; RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) 81 9,26 (s, 2H, m-OH), 8,91 (s, 1H, p-OH), 6,94 (s, 2H,
H-2, H-6), 4,14 (¢, J = 6,6 Hz, 2H, H-1"), 1,38-1,29 (m, 6H, H-2’, H-3*, H-4"), 0,87 (¢, /= 7,1
Hz, 3H, H-5’); RMN "*C-APT (100 MHz, DMSO-d¢) &¢c 165,96 (C=0); 145,62 (C-3, C-5);
138,43 (C-4); 119,66 (C-1); 108,54 (C-2, C-6); 64,05 (C-1"); 28,05 (C-2"); 27,81 (C-3"); 21,88
(C-4"); 13,95 (C-5"). IV vmax (KBr, em™) 3362, 3110, 2939, 1695, 1611, 1328 (SAVI et al.,
2005).
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de pentila (6).
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Figura 28: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de pentila (6).
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Figura 29: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) do galato de pentila (6).
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Figura 30: Expansdo do Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) do galato de pentila (6).
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Figura 31: Espectro de infravermelho do galato de pentila (6).

galato de isopentila (7)

Solido branco (112 mg; 0,47 mmols), rendimento: 77,74 %, MM: 240,25 g/mol, pf: 101-112
°C, tempo da reagdo: 12h, CCD (6:4 hexane/EtOAc), Ry= 0,84; RMN 'H (400 MHz, DMSO-
ds) on 6,94 (s, 2H, H-2, H-6), 4,19 (¢, /= 6,6 Hz, 2H, H-1"), 1,72 (hep, 6,7 Hz, 1H, 3°), 1,55 (g,
J=6,7Hz, 2H, H-2"), 0,91 (d,J= 6,6 Hz, 6H, H-4’, H-5); RMN "*C-APT (100 MHz, DMSO-
ds) 0c 165,93 (C=0); 145,61 (C-3, C-5); 138,43 (C-4); 119,65 (C-1); 108,54 (C-2, C-6); 62,49
(C-1°); 37,09 (C-2°); 24,77 (C-3°); 22,40 (C-4’, C-5"). IV vmax (KBr, cm™) 3468, 3062, 2960,
1671, 1614, 1339, (SHI et al., 2015).
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de isopentila (7).

~ T O x VOO O - O N AN WD W o~ O
) I8 o VOMOD O N D <= o 0
by @ ™~ o O M-~ O WO ~ m ol o~ O
o N n MR NYYY i 0 10 1n aQ
O < < ~ oo o o e ™ o o o

AN | — 7N ~ /N~ [

o CH,
HO /\/J\
(6] CHj
HO
OH
|
1
1
1 | A ! A
] I
T T T [ T
© o o o —
a o S o =
— ~ — ~ O
696 6.94 692 422 430 418 416 4125 250 248 178 176 174 172 170 168 166 164 158 156 154 152 150 094 092 0.90
f1 (ppm)

Figura 33: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de isopentila (7).
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Figura 34: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) do galato de isopentila (7).
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Figura 35: Espectro de infravermelho do galato de isopentila (7).
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galato de 2-metoxietila (8)

Solido amarelo (67,4 mg; 0,30 mmols), rendimento: 50,24 %, MM: 228,20 g/mol, pf: 152-153
°C (lit. 152-154 °C, MPOUSIS et al., 2016), tempo da reacdo: 4h, CCD (3:7 hexane/EtOAc),
Ry=0,88. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 81 6,95 (s, 2H, H-2, H-6), 4,28 (¢, J = 4,7 Hz, 2H,
H-1), 3,60 (¢, J = 4,6 Hz, 1H, H-2"), 3,29 (s, 3H, H-3); RMN *C-APT (100 MHz, DMSO-ds)
dc 165,85 (C=0); 145,61 (C-3, C-5); 138,53 (C-4); 119,31 (C-1); 108,58 (C-2, C-6); 70,04 (C-
1’); 63,33 (C-2°); 58,23 (C-3"). IV vmax (KBr, cm™) 3328, 3069, 2945, 1699, 1627, 1312,
(MPOUSIS et al., 2016).
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Figura 36: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de 2-metoxietila (8).
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Figura 37: Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do galato de 2-metoxietila (8).
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Figura 38: Espectro de RMN de 13C-APT (100 MHz, DMSO-d6) do galato de 2-metoxietila (8).
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Figura 39: Espectro de infravermelho do galato de 2-metoxietila (8).

galato de benzila (9)

Soélido branco (29,0 mg; 0,11 mmols), rendimento: 18,64 %, MM: 260,24 g/mol, pf: 91-92 °C
(lit. 89-90 °C, MAMIDI, 2012), tempo da reagao: Sh, CCDA (3:7 hexano/EtOAc), Ry= 0,88.
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &u 7,44-7,41 (m, 2H, H-2’, H-6"), 7,40-7,38 (m, 2H, H-3’, H-
5%), 7,36-7,33 (m, 1H, 4°), 6,98 (s, 2H, H-2, H-6), 5,24 (s, 2H, 7°); RMN '*C-APT (125 MHz,
DMSO-dg) dc 165,63 (C=0); 145,61 (C-3, C-5); 138,58 (C-4); 136,51 (C-1"); 128,48 (C-3’, C-
5%); 127,99 (C-4); 127,90 (C-2’°, C-6"); 119,18 (C-1); 108,58 (C-2, C-6); 65,58 (7°). IV Vmax
(KBr, cm™) 3408, 3055, 2959, 2920, 1682, 1612, 1298 (MAMIDI, 2012).
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Figura 40: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d¢) do galato de benzila (9).
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Figura 41: Expansdo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) do galato de benzila (9).
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Figura 42: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, DMSO-ds) do galato de benzila (9).
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Figura 43: Expansio do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, DMSO-ds) do galato de benzila (9).
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galato de 4-metilbenzila (10)

Soélido branco (16,0 mg; 0,06 mmols), rendimento: 9,88 %, MM: 274,27 g/mol, pf: 93-94 °C
tempo da rea¢do: Sh, CCD (3:7 hexano/EtOAc), Ry= 0,89. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) u
9,25 (s, 2H, m-OH), 8,92 (s, 1H, p-OH), 7,31 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,20 (d, J = 8,3
Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6,96 (s, 2H, H-2, H-6), 5,19 (s, 2H, H-7"), 2,30 (s, 3H, H-8’); RMN *C-
APT (125 MHz, DMSO-dg) dc 165,55 (C=0); 145,59 (C-3, C-5); 138,53 (C-4); 137,33 (C-1");
133,48 (C-4’); 129,02 (C-3°, C-5"); 128,08 (C-2’, C-6); 119,29 (C-1); 108,56 (C-2, C-6); 65,52
(C-7); 20,77 (C-8’). IV vmax (KBr, cm™) 3410, 3051, 2951, 1695, 1615, 1298, (KROGH et al.,
2000).
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Figura 46: Expansio do espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d) do galato de 4-metilbenzila

(10).
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Figura 47: Espectro de RMN de “C-APT (125 MHz, DMSO-d¢) do galato de 4-metilbenzila (10).
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Figura 48: Expansdo do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, DMSO-ds) do galato de 4-
metilbenzila (10)
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Figura 49: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do galato de 4-metilbenzila (10).

3.,4,5-trimetoxibenzoato de propila (11)

Oleo transparente (63,5 mg; 0,25 mmols), rendimento: 52,86 %, CCD (8:2 hexano/EtOAc), Ry
=0,70. RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &u 7,29 (s, 2H, H-2, H-6), 4,26 (¢, J = 6,7 Hz, 2H, H-1"),
3,90 (s, 6H, m-MeO), 3,89 (s, 3H, p-MeO) 1,79 (sex, J=7,2 Hz, 2H, H-2’), 1,02 (¢, /= 7,4 Hz,
3H, H-3"); RMN *C-APT (100 MHz, CDCI;3) 8¢ 166,43 (C=0); 153,03 (C-3, C-5); 142,25 (C-
4); 125,66 (C-1); 106,91 (C-2, C-6); 66,81 (C-17); 61,02 (p-MeO); 56,35 (m-MeO); 22,26 (C-
2%); 10,60 (C-3"). IV vmax (KBr, cm™) 3011, 2941, 2839, 1713, 1588, 1331, (SILVA et al.,
2023).
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Figura 50: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de propila (11).
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Figura 51: Expansio do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxibenzoato

de propila (11).
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Figura 52: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de
propila (11).
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Figura 53: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de
propila (11).
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3.,4,5-trimetoxibenzoato de hexila (12)

Oleo transparente (51,33 mg; 0,17 mmols), rendimento: 39,53 %, CCD (8:2 hexane/EtOAc),
Rf=0,74. RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8u 7,29 (s, 2H, H-2, H-6), 4,30 (¢, J = 6,8 Hz, 2H, H-
1), 3,90 (s, 6H, m-MeO), 3,90 (s, 3H, p-MeO) 1,75 (qui, J = 6,7 Hz, 2H, H-2"), 1,43 (qui, J =
5,7 Hz, 2H, H-3"), 1,34 (qui, J= 3,4 Hz, 4H, H-4’, H-5"), 0,90 (¢, J= 6,7 Hz, 3H, H-6"); RMN
BC-APT (100 MHz, CDCI3) 8¢ 166,41 (C=0); 153,03 (C-3, C-5); 142,24 (C-4); 125,69 (C-1);
106,90 (C-2, C-6); 65,44 (C-1"); 61,02 (p-MeO); 56,34 (m-MeO); 31,56 (C-27); 28,80 (C-3°);
25,76 (C-4°); 22,65 (C-5); 14,10 (C-6). IV vmax (KBr, cm™) 3005, 2934, 2872, 1715, 1589,
1335, (ZUO et al., 2025).
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Figura 54: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de hexila
(12).
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Figura 55: Expansio do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxibenzoato
de hexila (12).
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Figura 56: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de
hexila (12).
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Figura 57: Expansio do espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCls) do 3,4,5-
trimetoxibenzoato de hexila (12).
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Figura 58: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3.4,5-trimetoxibenzoato de hexila (12).
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3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-metoxietila (13)

Soélido branco (71,0 mg; 0,26 mmols), rendimento: 55,77 %, pf: 33-35 °C (lit. 32-35 °C,
NOBREGA et al., 2019), CCD (8:2 hexane/EtOAc), Ry=0,66. RMN 'H (400 MHz, CDCI3) 8n
7,30 (s, 2H, H-2, H-6), 4,45 (¢, J = 4,8 Hz, 2H, H-1"), 3,89 (s, 6H, m-MeO), 3,88 (s, 3H, p-
MeO) 3,71 (¢, J = 4,8 Hz, 2H, H-2"), 3,41 (s, 3H, H-3"); RMN *C-APT (100 MHz, CDCl3) ¢
166,33 (C=0); 153,00 (C-3, C-5); 142,40 (C-4); 125,17 (C-1); 107,09 (C-2, C-6); 70,68 (C-1");
64,23 (C-2"); 60,99 (C-3"); 59,11 (p-MeO); 56,35 (m-MeO). IV Vmax (KBr, cm™) 3113, 2947,
2837, 1715, 1589, 1331, (NOBREGA et al., 2019).
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Figura 59: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 3.4,5-trimetoxibenzoato de 2-

metoxietila (13).
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Figura 60: Expansio do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do 3.4,5-
trimetoxibenzoato de 2-metoxietila (13).
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Figura 61: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de
2-metoxietila (13).
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Figura 62: Expansio do espectro de RMN de "“C-APT (100 MHz, CDCls) do 3,4,5-
trimetoxibenzoato de 2-metoxietila (13).
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Figura 63: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-
metoxietila (13).
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3,4,5-trimetoxibenzoato de benzila (14)
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Soélido branco (44,3 mg; 0,15 mmols), rendimento: 34,18 %, pf: 63-64 °C (lit. 61-62 °C,
RIVERO-CRUZ et al., 2007), CCD (6:4 hexane/EtOAc), Ry = 0,61. RMN 'H (500 MHz,
CDCl) 6u 7,45-7,36 (m, SH, H-2’, H-3°, H-4’, H-5°, H-6"), 7,34 (s, 2H, H-2, H-6), 5,37 (s, 2H,
H-7°), 3,90 (s, 3H, p-MeO), 3,89 (s, 6H, m-MeO). RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;3) §¢ 166,22
(C=0); 153,10 (C-3, C-5); 142,55 (C-4); 136,23 (C-17); 128,74 (C-3°, C-57); 128,38 (C-2’, C-
6’); 128,30 (C-4); 125,26 (C-1"); 107,18 (C-2, C-6); 66,93 (C-7"); 61,04 (p-MeO); 56,42 (m-
MeO). IV Vmax (KBr, cm™) 3011, 2968, 2832, 1705, 1588, 1330, (RIVERO-CRUZ et al., 2007).
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Figura 64: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de benzila
(14).
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Figura 65: Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI5) do 3,4,5-trimetoxibenzoato
de benzila (14).

~ o N M T 0OoWw @
~ - nAN~NMOA — [t oY
[t} o o G 0 B 0 ~ - QW
O n TN NN =] ~ I8 — O
— — o o — ~ o O 1N
| | R | | VoS
< 8 8]
o] oG o
~ NN
-~ ~ -
| | |
(e}
T T T T T T o
1288 1287 128.6 1285 1284 1283 ~ fe)
f1 (ppm)
~
(o]
0.
~
- r T : T T T T T : T v T T T T T r T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10 0

fl (?)gm)
Figura 66: Espectro de RMN de *C-Apt (125 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxibenzoato
de benzila (14).

101



NASCIMENTO, L.G. /PARTE EXPERIMENTAL

o~ o n ~ <+ ® o 0 -] =) [52) <+ o
~ — n o~ ~ m ™M ~ — — o o <+
0 m [} o] [re] 0 n ~ ~ — jt=]
© n <+ A ~ NN ~ S ~ o wn
— — — — — - — — ) | |
| | | | | | | | |
JL —-Ikaw
o]
(o]
0
~
(o]
0.
~
T T T 4 T T T T T T T T L T r L T T 4 T
166.2 153.1 1426 142.336.3 136.2 1288 1287 1284 1283 1253 1252 1072 107A73 772 771 77670 669 611 610565 56.4

f1 (ppm)

Figura 67: Expansio de espectro de RMN de "“C-APT (125 MHz, CDCl) do 3.4,5-
trimetoxibenzoato de benzila (14).

Transmitancia

4000 3800 3600 3400 3200 2000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

1/cm

Figura 68: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de benzila
(14).
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3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilbenzila (15)

Sélido branco (133,1 mg; 0,42 mmols), rendimento: 48,55 %, MM: 316,35 g/mol, pf: 68-70 °C
tempo da rea¢do: Sh, CCDA (6:4 hexane/EtOAc), Ry= 0,65. RMN 'H (500 MHz, CDCI3) &u
7,34 (d,J = 8,1 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,32 (s, 2H, H-2, H-6), 7,19 (d, J = 7,6 Hz, 2H, H-3’, H-
5%), 5,32 (s, 2H, H-7"), 3,90 (s, 6H, m-MeO), 3,89 (s, 3H, p-MeO), 2,36 (s, 3H, H-8’); RMN
BC-APT (125 MHz, CDCls) 8¢ 166,27 (C=0); 153,07 (C-3, C-5); 142,48 (C-4); 138,23 (C-4");
133,25 (C-17), 129,40 (C-3°, C-57); 128,49 (C-2’, C-6"); 125,37 (C-1); 107,16 (C-2, C-6); 66,92
(C-7°); 61,04 (p-MeO); 56,41 (p-MeO); 21,34 (C-8°). IV vmax (KBr, cm™) 3019, 2968, 1715,
1587, 1331. (ZHANG et al., 2023).
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Figura 69: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-
metilbenzila (15).
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Figura 70: Expanséo do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI5) do 3,4,5-trimetoxibenzoato
de 4-metilbenzila (15).
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Figura 71: Espectro de RMN de C-APT (125 MHz, CDCl;) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de
4-metilbenzila (15).
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Figura 73: Espectro de Infravermelho (KBr, cm-1) do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-
metilbenzila (15).

N-butil-3,4,5-trimetoxibenzamida (16)
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Soélido branco (46,6 mg; 0,17 mmols), rendimento: 39,53 %, pf: 131-133 °C (lit. 130-132 °C,
BATHINI; RAWAT; BOJJA, 2015), CCD (1:1 hexane/EtOAc), Rf=0,54. RMN 'H (500 MHz,
CDCl) ou 6,98 (s, 2H, H-2, H-6), 6,22 (s, 1H, N-H), 3,87 (s, 6H, m-MeO), 3,85 (s, 3H, p-
MeO), 3,42 (¢, J = 6,3 Hz, 2H, H-1"), 1,58 (qui, J = 7,4 Hz, 2H, H-2’), 1,39 (sex, J = 7,5 Hz,
2H, H-3"), 0,94 (¢, J =7,4 Hz, 3H, H-4’); RMN *C-APT (125 MHz, CDCl;) 8¢ 167,38 (C=0);
153,27 (C-3, C-5); 140,85 (C-4); 130,48 (C-1); 104,41 (C-2, C-6); 61,00 (p-MeO); 56,41 (m-
MeO); 40,05 (C-17); 31,89 (C-2°); 20,28 (C-3); 13,90 (C-4"). IV vmax (KBr, cm™) 3291, 3017,
2959, 2929, 1630, 1580, (BATHINI; RAWAT; BOJJA, 2015).
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Figura 74: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) da N-butil-3,4,5-trimetoxibenzamida (16).
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Figura 75: Expansio do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) da N-butil-3,4,5-
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Figura 76: Espectro de RMN de "C-APT (125 MHz, CDCl;) da N-butil-3,4,5-
trimetoxibenzamida (16).
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Figura 77: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da N-butil-3,4,5-trimetoxibenzamida
(16).

N-isobutil-3,4,5-trimetoxibenzamida (17)

Soélido branco (44,5 mg; 0,167 mmols), rendimento: 38,83 %, pf: 120-121 °C (lit. 118-119 °C,
SILVA et al., 2023), CCD (1:1 hexane/EtOAc), Rf=0,52. RMN 'H (400 MHz, CDCl;) &1 6,98
(s, 2H, H-2, H-6), 6,30 (s, 1H, N-H), 3,86 (s, 6H, m-MeO), 3,85 (s, 3H, p-MeO), 3,24 (¢, J =
6,5 Hz, 2H, H-1"), 1,91-1,83 (m, 1H, H-2"), 0,95 (d, J = 6,7 Hz, 6H, H-3’, H-4’); RMN !3C-
APT (100 MHz, CDCI3) 6c 167,44 (C=0); 153,27 (C-3, C-5); 140,86 (C-4); 130,54 (C-1);
104,43 (C-2, C-6); 60,89 (p-MeO); 56,39 (m-MeO); 47,58 (C-1"); 28,77 (C-2"); 20,29 (3°, C-
4°). TV Vmax (KBr, cm™) 3304, 3061, 2952, 2839, 1632, 1581, (SILVA et al., 2023).
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Figura 78: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da N-isobutil-3,4,5-
trimetoxibenzamida (17).
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Figura 80: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl;) da N-isobutil-3,4,5-
trimetoxibenzamida (17).

100
95
90
85

80

75

70

65

60
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

1/cm

Figura 81: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da N-isobutil-3,4,5-trimetoxibenzamida
7).
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N-octil-3,4,5-trimetoxibenzamida (18)

So6lido branco (60,4 mg; 0,19 mmols), rendimento: 44,19 %, pf: 83-84 °C, CCD (1:1
hexane/EtOAc), Rf= 0,66. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 8u 6,98 (s, 2H, H-2, H-6), 6,20 (s, 1H,
N-H), 3,87 (s, 6H, m-MeO), 3,86 (s, 3H, p-MeO), 3,41 (¢, J= 6,7 Hz, 2H, H-1"), 1,59 (qui, J =
7,4 Hz, 2H, H-2"), 1,35-1,25 (m, 10H, H-3’, H-4’, H-5’, H-6", H-7"), 0,86 (¢, J = 7,0 Hz, 3H,
H-8’); RMN "*C-APT (125 MHz, CDCl3) 8¢ 167,41 (C=0); 153,27 (C-3, C-5); 140,89 (C-4);
130,46 (C-1); 104,44 (C-2, C-6); 61,00 (p-MeO); 56,42 (m-MeO); 40,40 (C-1"); 31,90 (C-2);
29,81 (C-37); 29,40 (C-4’); 29,31 (C-5°); 27,13 (C-6); 22,74 (C-7°); 14,18 (C-8’). IV vmax
(KBr, cm™) 3294, 3071, 2853, 1630, 1581 (BUCKLEY et al., 2017).
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Figura 82: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) da N-octil-3,4,5-trimetoxibenzamida
(18).
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Figura 83: Expansio do espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl5) da N-octil-3,4,5-
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[t

A T T
00 635 630 6.25

g ﬁ % g # el [=3] codo M

[ ) =] o - = 5 STahaowmaen A

(o] N < [52] g M~ — O O-Ho NN T

— — — — — M~ o TOANANNNN

| I | I I | I NS

1
1
|
I
1
| L
™f T M T
o]
0O /\/\/\/\

-~ NH
\0

0.

~

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

fi (ppm)

Figura 84: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCl;) da N-octil-3,4,5-trimetoxibenzamida (18).
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Figura 85: expansdo do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCls) da N-octil-3,4,5-
trimetoxibenzamida (18).
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Figura 86: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da N-octil-3,4,5-trimetoxibenzamida (18).
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N-benzil-3,4,5-trimetoxibenzamida (19)

Soélido branco (40,7 mg; 0,14 mmols), rendimento: 32,56 %, pf: 125-127 °C (lit. 120-122 °C,
BATHINI; RAWAT; BOJJA, 2015), CCD (1:1 hexane/EtOAc), Rf=0,50. RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) 6u7,27-7,20 (m, 5SH, H-2°, H-3*, H-4’, H-5’, H-6"), 6,97 (s, 2H, H-2, H-6), 6,61 (s, 1H,
N-H), 4,54 (d, J = 5,8 Hz, 2H, H-7"), 3,79 (s, 3H, p-MeO), 3,78 (s, 6H, m-MeO). RMN '*C-
APT (125 MHz, CDCl3) 8¢ 167,19 (C=0); 153,26 (C-3, C-5); 141,03 (C-4); 138,35 (C-17);
129,85 (C-1); 128,81 (C-3°, C-57); 127,96 (C-2°, C-6°); 127,64 (C-4"); 104,55 (C-2, C-6); 60,93
(p-MeO); 56,38 (m-MeO); 44,27 (C-7°). IV vmax (KBr, cm™) 3303, 3026, 2992, 2878, 1626,
1580, (BATHINI; RAWAT; BOJJA, 2015).
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Figura 87: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da N-benzil-3,4,5-trimetoxibenzamida
(19).
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Figura 88: Expansio do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da N-benzil-3,4,5-
trimetoxibenzamida (19).
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Figura 89: Espectro de RMN de C-APT (100 MHz, CDCl;) da N-benzil-3,4,5-
trimetoxibenzamida (19).
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Figura 90: Expansido do espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCIs) da N-benzil-3,4,5-
trimetoxibenzamida (19).
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N-ciclohexil-3,4,5-trimetoxibenzamida (20)

Soélido amarelo (37,7 mg; 0,13 mmols), rendimento: 30,23 %, pf: 159-160 °C (lit. 179-180 °C,
BATHINI; RAWAT; BOJJA, 2015), CCD (1:1 hexane/EtOAc), Rf=0,64. RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) 61 6,96 (s, 2H, H-2, H-6), 5,95 (s, 1H, N-H), 3,95-3,90 (m, 1H, H-1"), 3,89 (s, 6H, m-
MeO), 3,86 (s, 3H, p-MeO), 2,05-1,99 (m, 2H, H-2’, H-6’), 1,77-1,64 (m, 3H, H-2"’, H-4’, H-
6>"),1,46-1,36 (m, 2H, H-3’, H-5"), 1,28-1,17 (m, 3H, H-3"", H-4>*, H-5>"). RMN *C-APT (100
MHz, CDCl3) 6¢ 166,50 (C=0); 153,29 (C-3, C-5); 140,90 (C-4); 130,78 (C-1); 104,47 (C-2,
C-6); 61,20 (p-MeO); 56,49 (m-MeO); 49,02 (C-17); 33,38 (C-2’, C-6"); 25,70 (C-4"); 25,10
(C-3°, C-5°). IV vmax (KBr, cm™) 3316, 3015, 2994, 2853, 1626, 1580 (BATHINI; RAWAT;
BOIJJA, 2015).
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Figura 92: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da N-ciclohexil-3,4,5-trimetoxibenzamida
(20).
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