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RESUMO

Neste trabalho foram realizadas as sinteses de aminasla@s aromaticas anfifilicas inéditas
derivadas do Tris. A primeira série foi obtida através da rededaminacdo redutiva de
alquiloxibenzadeidos com o TRIS. A série das amidas foi obtidarte pa &acido p-
alquiloxibenzoicos: esses foram convertidos a cloretos de acitatalos com TRIS. As
metodologias usadas foram simples e todos os compostos foram obtidosndimentos
satisfatorios. Apés purificacdo e caracterizagdo atravédaisds espectroscopicas usuais (1V,
RMN de 'H e 13C e espectroscopia de massas). Os compostos aslotetioram avaliados
quanto as suas propriedades biologinagtro. A atividade antimicrobiana foi avaliada frente a
bactérias Gram-positivas (ATCC e MRSA), bactérias Granathes (ATCC) e fungos
Candida O potencial anti-inflamatério foi avaliado através da capacid@decompostos de
inibirem a producgdo de Oxido nitrico por macréfagos ativados. A citadexie foi investigada
através do método do MTT. Os resultados obtidos mostraram que apemagas foram ativas
nos testes, com concentracdes inibitérias minimas comparaveis oioregpas dos padroes
usados como controle (cloranfenicol e itraconazol), e ndo apresentaxicidade nessas
concentracdes. Foi possivel estabelecer uma boa correlacdo potiteva dipofilicidade dos
compostos testados e a atividade antimicrobiana. Os estudos fisicoeguaimda estdo em
andamento com o intuito de estabelecer uma relacdo entre atividazgch e propriedades

surfactantes das novas aminas anfifilicas.

Palavras-chave: Aminodlcoois aromaticos, Surfactantes, Atividade Riajdgis.



ABSTRACT

In this work were carried out the synthesis of novel amphiphilic aticnamines and amides
derived from Tris. The first set was obtained by reductivenati@n reaction of p-
alkyloxybenzadehydes with TRIS. The series of amides wasinedtastarting from p-
akyloxylbenzoic acid: these were converted to the acyl chloaddstreated with TRIS. The
methodologies used were simple and all compounds were obtained iactatiskields. After
purification and characterization through the usual spectroscopisigees (IR,' H NMR, 13C
NMR and mass spectroscopy), the synthesized compounds were evébnatesr biological
propertiesin vitro. The antimicrobial activity was evaluated against Gram-pesitiacteria
(ATCC and MRSA), Gram-negative bacteria (ATCC) and fungi Gdndida The anti-
inflammatory potential was assessed by the ability of the compawndshibit nitric oxide
production by activated macrophages. Cytotoxicity was assegseédebMTT method. The
results showed that only the amines were active in the testis, minimum inhibitory
concentrations comparable or superior to the standards used as admtm@niphenicol and
itraconazole), and showed no toxicity in these concentrations. Ip@sssble to establish a good
correlation between the lipophilicity of the tested compounds and timei@wobial activity. The
physico-chemical studies are still under going aiming to eshahliselationship between the

biological activity and the surfactant properties of the new amphiphilic amines

Keywords: Amino-alcohols Aromatic, Surfactants, Biological Activity STri
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Introducdo

1 Introducao

1.1 Substancias anfifilicas e surfactantes

Do ponto de vista fisico-quimico, uma substancia anfifilica apresenta afinidade
dupla, ou seja, uma dualidade polar-apolar. Esse tipo de molécula apmmestia estrutura
duas partes: uma parte polar (subunidade hidrofilica) contendo hetersatalrool, acido,
sulfato, fosfato, amina, amida, etc) e uma parte apolar (subunidédédhica ou lipofilica),
constituida geralmente por uma cadeia alifatica longa ou alquilbenzeno.

Por apresentar dupla afinidade, as moléculas anfifilicas modtwen tendéncia de
migrar para interfaces de modo a promover maior estabilizacdo do sistema.

A palavra “surfactante” € usada para classificar uma subatgoei apresenta atividade
interfacial. E importante lembrar que nem todas as moléculafilicad apresentam tal
atividade. Para que isso ocorra, a molécula deve apresentar propigetateramente
equilibradas: a estrutura ndo podera ser demasiadamente hidrofébicaodilica (SALAGER
et al, 2002).

1.1.1. Classificagao

Os surfactantes podem ser classificados de acordo com sua astmdlecular,
especificamente observando sua forma de dissociacdo em agua (DALTIN, 2011):

Surfactantes aniénicosdissociam-se em um anion anfifilico e um cation. Podemos citar
como exemplo dessa classe os detergentes sintéticos como deeaprbs sulfonatos, sabdes
e detergentes (figura 1A).

Surfactantes cationicos:em solucdo aquosa se dissociam em um cation organico
anfifilico e um ion geralmente do tipo halogénio. A maioria delkxsse € representada por
compostos nitrogenados do tipo sal de amina graxa ou quaternario de amsmmtesA desse
tipo de surfactante apresenta uma maior complexidade e um custoddegomais elevado
frente os demais tipos de surfactantes, por isso os surfactai@sicos sdo usados em
aplicacdes especificas ligadas as suas propriedades de adsorcaacedbactemo por exemplo,
cloreto de benzalconio (cloreto de alquil dimetil benzil aménio) (figura 1B).

Surfactantes neutros:nessa classe néo ha dissociagdo posto que a subunidade hidrofilica
seja constituida por grupos do tipo alcool, fenol, éter ou amida. Podemos exengsificelasse

atraves do surfactante éter poli(oxietilepedetilfenil (figura 1C).
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Surfactantes zwitteribnicos: também conhecidos como anféteros, apresentam
combinacdo de caracteristicas anibnicas e catidnicas dentondemesma estrutura. Os
compostos desta classe apresentam um custo de producao elevadoprmsios surfactantes
catidnicos. Por este motivo, a utilizacdo desses compostos itarasaplicacdes particulares,

como é o caso da utilizacdo #ladodecilN,N-dimetil betaina (figura 1D) em formulacdes

cosmeéticas.
(A) (B) Cr
ot
\/\/\/\/\/\/O_:S:_O_ Na"
©
SDS, Dodecilsulfato de sédio Cloreto de benzalcdnio
(C) (D)
(0] H
10 N
| (0)
éter poli(oxietileno)-p-octilfenil N-dodecil-N,N-dimetil betaina

Figura 1. Exemplos de surfactantes: (A) anidnico; (B) cation(C) neutro; (D)

zwitteridnico.

A produgao mundial de surfactantes atual ultrapassa 3 milhGes dadasiaho sendo
que sua utilizacdo se concentra nas industrias de cosméticoe@etndodutos de higiene e de
limpeza (BARROSet al, 2007). Substancias tensoativas apresentam papel de destaque em
varios processos industriais, visto que sdo fundamentais na producédo de piedingseza
(sabao, detergente, amaciantes de roupas) e de higiene (pasateleshampoo) (BANAT,
2000), nas industrias de alimentos, téxteis, quimica, farmacéutica e agraq@msurfactantes
também desempenham funcdes vitais em diversos sistemas biolégitmsa constituicdo da
membrana celular por lipideos (BRANDAO, 1999).

O indice empirico conhecido como BLH (balanco lipofilico-hidrofiliéojtilizado em

descricbes sobre o comportamento relativo de agentes de supékf&ci®©avalor do BLH varia
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em funcéo do tamanho da cadeia polar do surfactante. Para otastetaoeutros o BLH pode
ser calculado utilizando-se a equacéo de Griffin (GRIFFIN, 1949; GRIFFIN,1954):

BLH =20 x Mh / MM

Mh: Massa molar da parte hidrofilica da molécula.

MM: Massa molar do composto em estudo.

Quanto maior o valor obtido, maior sera a afinidade pela fase aquosa.

Os valores de BLH (tabela 1) podem ser Uteis para prever o tgmuledo obtida (AO:
emulsdo agua/oleo; OA: (emulsdo Oleo/agua) e quais aplicacdes pedatribuidas a cada
composto analisado.

Tabela 1.Valores de BLH para surfactantes ndo iénicos

Valores BLH Aplicacéo
0-3 Antiespumante
2-8 Emulsionante A/O
7-9 Formadores de gel
8-18 Emulséo O/A
13-15 Detergentes
15-18 Solubilizantes

(AO: emulsdo agua/dleo; OA: emulséo 6leo/agua)

A correlacdo entre os valores de BLH e as aplicacdes tewasogsta intimamente
ligada a concentracdo de surfactante, comprimento da cauda lgd&haperatura, pH, pureza,

dentre outros.

1.1.2. Agregacao de moléculas anfifilicas em meio aquoso

Em solucdo, os surfactantes apresentam como caracteristitsiorgda nas interfaces
sélido-liquido, liquido-gas, ou liquido-liquido. Como resultado hd uma diminuicdongaote
superficial do liquido (figura 2). Porém, se todas as interfacpsrdigis estiverem saturadas
pode ocorrer cristalizagcdo ou precipitacdo (separacdo de féasdsjmacdo de agregados

moleculares ou micelas também se apresenta como altematpacesso de estabilizacdo do
3
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sistema: esses agregados permanecem termodinamicamerge €stdno espécies dispersas em
solugéo com propriedades distintas daquelas de um monémero (MYERS, 1999).

As micelas sado agregados moleculares constituidos por tensoat@/dsiamicamente se
associam em solucédo aquosa de forma espontanea a partir denaewtracao critica (CMC) e
temperatura (ponto “Krafft”) (MANIASSO, 2001). A micela ndo é ues&rutura estética, mas
sim um equilibrio dindmico entre o agregado e as moléculas tieresirfactantes. Abaixo da

CMC os surfactantes encontram-se como monémeros em solucao.

Cristais Hidratados | -

thdsorgéio na interface L/V
Cristalizagdo
Ve
Mlcellzagao =~

)
\ Mondmeros em solugéo
Formagio de

Formagéo de x O \ Cristais Liquidos

Bicamadas e Vesicu Ias

Adsorcéo na C@
Interface LIL
Adsorgio na
Interface LIS

Figura 2. Estabilizacao de sistemas de tensoativos em solucédo aquosa (BAZITO, 2001;
MYERS, 1999).

Outra propriedade intrinseca da formacgédo de agregados mole@ukasssibilidade de
solubilizar solutos com diferentes caracteristicas. Como mastfigura 3, os agregados
moleculares podem apresentar variadas formas devido a inter@gfieo soluto (interacdo de
carater eletrostatico, hidrofébico ou ambos os efeitos combinados),dalétependéncia de
outros parametros tais como: a estrutura molecular, nimeroeatgmedo (niumero de moléculas
de tensoativos que se encontram envolvidas na formacdo da micelapchmrdbs grupos
polares, interacdo intermolecular, etc. ISRAELACHWtL I, 1976; GOMES, 2009).
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AU,

U

Micela direta Micelainvertida

lamela vesicula cilindro

Figura 3. Representacdo esquematica de agregados formados por tensoativos em solucao
aquosa (GOMES, 2009).

1.1.3. Concentracao Micelar Critica (CMC)

A concentragdo de surfactante necesséaria para promover o fenGenemoelizacéo é
denominada concentracdo micelar critica (CMC). O fendbmeno dgagdee ocasiona uma
variacdo abrupta nas propriedades fisico-quimicas, como tensadicglpeondutividade,
solubilizagdo de corantes, dentre outras. A determinacdo da CMC grotlsta pela andlise
dessas variacdes em funcdo da concentracdo de surfactanta 4fig@® ponto de inflexdo
apresentado em todas as curvas corresponde ao inicio da formagfiegadelos moleculares, os
quais interferem nas propriedades da solucdo (BAZITO, 2001; CANDAU, B&XNS &
WENNERSTROM, 1999; HUNTER, 1989; ZAN#t al, 1981).
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A CMC

Detergente

Condutividade

Propriedades
fisico-quimicas

/ Pressdo osmotica

Y - - .
Tenséo interfacial

Concentracio do tensoativo
Figura 4. Representacao grafica para a determinacdo da Qda@ilade diferentes

parametros fisico-quimicos (GOMES, 2009).

1.1.4. Propriedades bioldgicas dos tensoativos

Compostos anfifilicos podem apresentar acentuada atividade farme&olégsas
moléculas podem interagir de variadas maneiras em nossoO orgamemo por exemplo,
através de interacbes com a membrana celular (UCHEGBIYAS, 1998; BAROON e
THOMSON , 1975; PLUSQUELLEEt al,, 1989).

A propriedade de agregacao dos surfactantes pode ser responsavetepatdo entre
estas moléculas e a membrana celular (figura 5), promovendsdisbjlizacdo de enzimas e
extracdo de componentes especificos, como proteinas e lipideos (HEB_LENSIMONS, 1977;
LASCH, 1995; SEELIG e HEERKLOTZ, 2000). Através da formacado deelas mistas a
membrana celular perde a estrutura de bicamada facilitanotvaala de agua nas células e lise
destas (LICHTENBERG, 1985).

Os farmacos anfifilicos exibem grande potencial para véalicacbes medicas
(SEEMAN, 1972). Aléem de desempenhar papel antibacteriano e antdufigHIMON et al,
1992), esses farmacos apresentam atividade antiviral (KRAGHAI, 1999) e antitumoral
(KAMEDA et al, 1974), dentre outras.
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Figura 5. Representacdao da membrana plasmatica (http://www.enemvirtual.coemitn/ama-

plasmatica-2/ acessado 29/10/12)

Como exemplo de farmacos anfifilicos pode-se citar o FTY720 (figraum
imunomodulador de baixo peso molecular que foi desenvolvido a partir de QG

estruturais da miriocina, um metabdlito derivado do fusgda sinclairii com estrutura analoga

a esfingosina (um esfingolipideo pertencente a uma classe de lipideos demasroéidares).
FUJITA e colaboradores (1995) realizaram um estudo de estrutitkedé de analogos

de miriocina a fim de propor uma estrutura basica com potenii@lagle imunossupressora.

Nesse estudo verificou-se que a presenca do grupo aminodlcool adala tpofilica sédo

fundamentais para a manutencao da atividade bioldgica.

HoN

HOOC

HOH2C"'

OH

HO —

Miriocina

NH,
Ho?v\@\
OH
CgHi7

FTY 720

CH,CO(CH,)sCHj

Figura 6. Estrutura quimica do composto da miriocina e do FTY 720.
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1.2. Aminas e amidas com atividade bioldgica

Os grupos amina e amida sdo encontrados nas estruturas de nunteropostos
naturais ou sintéticos que possuem as mais diversas atividadegchmldara a sintese desses

compostos varias metodologias podem ser seguidas (NAITO, 2008).

1.2.1. Aminas secundarias

Um grande namero de compostos com atividade biol6gica contém um grimm eam
suas estruturas. Essas substancias séo responsaveis pofungdas vitais, como regulacdo
biologica, defesa contra predadores ou neurotransmissdo, como por exengolalirediou a

anfetamina (figura 7).

/
NH
HO
OH HoN

HO

Adrenalina Anfetamina
(Natural) (Sintética)

Figura 7. Exemplos de compostos quimicos da classe das aminas de importancia biologica.

Dentro dessa classe, deve ser enfatizada a importancia s amcundarias, pois se
constituem como grupos farmacoforicos em diversos compostos biologiearagvos e
apresentam destaque na area de descoberta de farmacos (SALEAPORL, INSAF e
WITICK, 1999).

O esquema 1 ilustra brevemente alguns dos métodos tradicionais migholde aminas

secundarias.
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R-NH, + HO™ R!

Reacdo de amino desidroxilagdo

Redugdo de amidas

.R
xRt o+ RNH O/\E + XTOR!
N-alquilagdo \ / Sintese em fase solida
R1/\N,R
H
1 I ~_
R "H + R-NH;
Q
Aminagio Redutiva R‘NXR—’: H
[H] . .
Adigdo de Hidreto
(Redugdo)
hi§
R! N,R

Esquema 1.Métodos tradicionais de sintese de aminas secundarias (SALVATORE,
2001).

As reacdes d&-alquilacdo de aminas primarias por tratamento dessas com rddetos

alquila constituem a rota mais comum para formacdo de aminasdaeas (KATRITZKY et

al., 1995). Utilizando essa metodologia, Ramiandrasoa e colaboradoresragalizna eficiente

sintese de espermidinas madi@!quilada usando diaminas e poliaminas (RAMIANDRAS&A

al.,1989). O tratamento do bromelocom excesso de 1,3-propanodiamih@&m etanol sob

refluxo proporcionou a diamina com 68% de rendimento (esquema 2).

OMe
HZN/\/\NHz

2

HO

H
= N
TNy EtOH, refluxo

HO

OMe

=

0]

H
N\/\/\H/\/\NHZ

3 (68%)

Esquema 2 Exemplo de sintese de amina secundaria por reacdesldailacéo
(RAMIANDRASOA et al,1989).
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Nosso grupo utilizou essa técnica para a obtencdo de molécufdxanfilerivadas de
carboidratos, cuja primeira etapa consistéNralquilacdo de diaminas (REE al, 2008). O
esquema 3 mostra essa sintese que envolve a reacdo de halejadadéaall com excesso de

1,2- etanodiamin& para obtencdo de diaminas alquila@asi.

Etanol, refluxo, 20h
CH3(CH,),Cl  + NH,CH,CH,NH, CH3(CH,),,NHCH,CH,NH,

4a-d 5 6a-d (62 - 70%)

— =0
wk—‘

eagse
=R =]

Esquema 3.Sintese de diaminas alquiladas por reacag-diguilacao (REISt al,
2008)

Outro método mais frequentemente utilizado na sintese de an@oasdarias € a
aminacao redutiva, que consiste no tratamento de aminas primariaddeddos ou cetonas na
presenca de um agente redutor adequado (boroidreto, hidrogenacaca;atdtifi (BORCHet
al., 1971, TARASEVICH e KOZLOV,1999). Essa metodologia foi usada na sindes
esqualamina9 (esquema 4) (PECHILUS:t al, 1995; SALVATORE et al, 2001) e,
recentemente NoSso grupo preparou varias aminas aronttieat9a-c (esquema 5) usando
esse mesmo método (ALMEIDét al, 2011).

H
BOC\N/\/\/N\/\/NHQ

H 1. NaBH;CN/MeOH OH
7 ta. 12h
" OTBDMS 2. TFA/CHCl; ta.
H2N ~ N N AN N ! 'OBn
H H

9 (60%, 2 etapas)

Esquema 4 Etapa de aminacéo redutiva na sintese do antibiotico esqualamina
(PECHILUSet al, 1995).

10
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1- R2NH,, Na,SO,

RCHO RCH,NHR?
2- NaBH,

10 R =C¢Hgq 15

11 R = p-octiloxifenil 16

12 R = 2- furfuril 17

13 R = 5-Br-3-furfuril 18

14 R = 2-tienil 19

R? = CH,CH,OH; C(CH;),CH,OH; (CH,),CH,

Esquema 5.Sintese de aminas aromaticas via aminacao redutiva (ALMEtRA
2011).

A reducdo de amidas e iminas também representa uma alterpatevaobtencdo de
aminas (WITKOP, 1952). Os reagentes tipicamente utilizados nestages sdo hidretos de
aluminio (CHALLIS, 1970) e boroidreto (KUEHNE, 1977). Nesse ultimo casoalmente é
necessaria a utilizacédo de acido de Lewis (BROWN e HEIM,)19Z8mpostos que apresentem
as funcionalidades nitrila ou carbamato podem ser vistos como nsadieripartida para sintese
de aminas através da reducéo destes (NAGARAJAN e GANEM, 1986; LAROCK, 1999).

Os aminoalcoodis sdo uma classe de compostos de considerawsdsmtem quimica
medicinal. O grupo aminodalcool estd presente na estrutura de maitoacés, como o
etambutol (figura 8), usado no tratamento da tuberculose (DE SOUZA, 8006)FTY720
(ADACHI et al, 1995; FUJITAet al, 1995).

Etambutol

Figura 8. Estrutura quimica do etambutol.

Trabalhos anteriores do grupo evidenciaram a sintese de aminsaodiilicos com
atividade antimicrobiana ou imunossupressora (figura 9) (ALME#DAI, 2011; ALMEIDA et

11
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al., 2008) (figura 9) e demonstraram a importancia da cadeia lgaofiira a manutencédo da
atividade antibacteriana.

OH OH O

H OH
HO N_ N~
/\/\/\/\O

OH OH

Figura 9. Exemplos de moléculas anfifilicas ativas desenvolvidas pelo grupo.

1.2.2. Amidas

O grupo funcional amida é comum na constituicdo de muitas substambtggdaimente
ativas: proteinas, ceramidas, glicoesfingolipideos, enzimas, delrios e esta presente em mais
de 25% da constituicdo dos farmacos conhecidos (figura 10) (GH&SEI, 1999;
MONTALBETTI e FALQUE, 2005; ALCANTARA e PILO-VELOSO, 1993).

(0] (0]
HNJ\ HNJ\ o
[ :[ NH,
OH
OH OCH,CH3
Paracetamol Fenacetina salicilamida
HH
OH
®
O\II\Il HN (0]
(0]
Atorvastina Cloranfenicol

Figura 10. Exemplos de farmacos que apresentam a funcao amida.

A reacgdo acido-base entre um acido carboxilico e uma amina, engdemtrandas,

conduz a formacdo de um sal de amdnio. A amida pode ser obtida poe peaélietanto o
12
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método limita-se a sintese de amidas que ndo apresentem grup@disnaensiveis a
temperaturas elevadas, sendo ineficaz para sintese da ma®nmaotEculas mais complexas
(COSTAEet al, 2005). Os métodos usuais para a sintese de amidas envolvem a ativacdo do grupo
carboxila convertendo-o em haleto de a(dANGANI e KELLEY, 2005), anidrido (WONet

al., 2008; McNULTY et al, 2008) ou éster (GU@t al, 2001). Esses métodos estdo resumidos

no esquema 6. A figura 11 mostra a reatividade de &cidos carboxlidesvados frente a

nucleofilos.
)(1 O O 0 O 0 O
R ~cl = R)J\o)LR ~ RJ\SR > R)J\OR > R)J\NRQ > R)J\CS

Figura 11. Ordem de reatividade de derivados de acidos carboxilicos (C@SaIA2005).

O O |T| o O |T|
3 1
R1JJ\O)J\R1 + R2 RS _— R1JJ\N’R -~ R1JJ\O/R * R2NR3
R2
DCC
; g
Rooon R NRe

Esquema 6 Métodos sintéticos para obtencédo de amidas.

Em alguns casos a reacdo envolve o uso de agentes de condensacdo como O
dicicloexilcarbodiimida (DCC) ou de metoxiacetileno (SINGH al, 2002), permitindo
condi¢cdes reacionais brandas e um protocolo experimental simples.niesddologia é
empregada de forma satisfatoria na sintese de peptideast @ilR009; MAINA et al, 2012) e
de amidas graxas (esquema 7) (D’O€tAal, 2010; KHANet al, 2005).

13
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o
20 21
DCC,
DMAP,
CH,Cl,

Esquema 7.Sintese d&l-benzil-15-Z-tetracosenamidad) na presenca de DCC e DMAP
(KHAN et al, 2005).

14
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2. Objetivo e Plano de Sintese

A sintese de novas moléculas que apresentem potencial biologico Xretmae
importancia para o tratamento de infeccdes bacterianas. Id@veeao crescente fenémeno
de resisténcia bacteriana que, em muitos casos, gera linsitagédratamentos comumente
utilizados.

O primeiro antibiético, a penicilina, foi descoberto por Alexander iflgmem 1929,
em um hospital londrino, onde foi observada a inibicdo do crescimento eanddauma
cultura de estafilococos contaminada por um fungo, mais tarde iceshifctomaPenicillium
notatum Entretanto, durante a Segunda Guerra, esse medicamento foi utiliteadamente
contra bactérias do génerdtaphylococcuse Streptococcus grandes causadores de
pneumonias, infeccbes aéreagperiores, septicemias, etc (RUSSEL e CHOPRA, 1990). Foi
observado em pouco tempo a resisténcia frente ao novo farmaco por aefEmrins
produtoras dg*lactamases. Para essas bactérias o tratamento ermagferzas usando altas
doses de medicamento (HAWKEY, 1988).

Inicialmente o fendbmeno da resisténcia bacteriana ndo pareai@nsproblema tao
grande e temporariamente foi resolvido com a introducdo de novos agetibesterianos
(GOLD e MOELLERING, 1996). Hoje se conhecem microrganismos nadistentes, ndo
sensiveis a quaisquer dos antibidticos disponiveis clinicamente, levpadentes
hospitalizados a morte. Esses casos sdo cada vez mais frequesitesve no Brasil
(SADERet al, 1998).

Devido aos problemas anteriormente mencionados, o foco desse progtiesa de
diferentes surfactantes aromaticos alquilados com potencialaatévibiol6gica, nos quais a
cabeca polar € formada pelo 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,28i@iris).

As aminas aromatica®-alquiladas26a-g serdo obtidayvia aminacédo redutiva dos
alquiloxibenzaldeidof4a-g obtidos a partir dg-hidroxibenzaldeidd23 (esquema 8). As
amidas aromatica®-alquiladas32a-g serdo sintetizadas a partir do acmbidroxibenzoéico
27. Primeiramente serd preparado o éster etfligopara posterior alquilacdo da hidroxila
fendlica seguida pela clivagem dos ésteres, obtendo-se os achiwslzas alquilado80a-

g (esquema 9), os quais serdo convertidos a cloretos de &8didaps que por sua vez irdo

reagir com o Tris sob aquecimento para fornecer as amidas desejadas.
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Objetivo e Plano de Sintese

(0] (0]
1) K,COs
H DMF, 70°C H
2) 0,5 eq KI HAC(H,C)..
HO CHy(CH,), X 3CHCn~g
23 24a-g
n=3,5,7,8,9,11,13
X=CL B
' 1) 1 eq Tris (25)
refluxo 5h
MeOHanid
2)2 eq NaBH,4
3) HCl 4M
OH
26a: n=3
26b: n=5 Q/\NJ%OH HCl
26¢c: n=7 :
26d: n=8 H3C(H20)n\o H OH
26e: n=9
26f: n=11 26a-g
26g: n=13

Esquema 8.Sintese das aminas alquiladas por aminagéo redutiva.

0 H,S0, 0 K,CO, 0
EtOH refl KI
/©)‘\OH EOH refluxq. /©)J\QCHQCH3 —_— OCH,CHs
DMF 70°C  HsC(HyC)n~
1o Ho CHy(CHy), X 0
27 28 n=3,5,7,8,9,11,13 29a-g
X=Cl, Br
EtOH, refluxo
1 eq. KOH(,q)
HCl4M
RBr, EtOH,
KOH, refluxo 12h (0]
o
H3C(H,C) <
3C(H2C), o
32a: n=3 30a-g
32b: n=5
32¢: n=7 Cloreto de Oxalila
32d: n=8 T:)luenoamd/DMF
32e: n=9 0°C-t.a./24h
32f: n=11 OH
32g: n=13 0 DMA, 60°C O
OH K,CO;
N 1 eq Tris (25) Cl
H3C(Hzc)n\0 H OH I H3C(H20)n\0
32a-g 3la-g

Esquema 9.Sintese das amidas alquiladas.
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A quaternarizacdo das amin&é-g sera proposta utilizando-se iodometano como agente

metilante (esquema 10).

OH
OH
OH
o )
HiC(HCha H OH HaC(H:Chonyy
26a-g 33a-g
Base
CH,l
34a: n=3
34b: n=5 OH
34c: n=7
34d: n=8 /©/\lll@ o
34e: n=9 |
3afin=11 | HC(HL)nvg o OH
34g: n=13 34 |
a-g

Esquema 10Reacédo de quaternarizacdo das anféasg

Com o intuito de comparagédo entre com as amd®asg avaliar a importancia do
grupo funcional presente na cadeia lipofilica e realizar um egsimotura atividade mais
efetivo, planejou-se a sintese de uma série de amidéguiladas38a-gderivadas do acido

p-aminobenzoic@5 (esquema 11).

(@] (0]
KI
OH DMF 70°C OH
—— H3C(H,C)p
H2N CHS(CHZ)nX H
35 36a-g
n=3,5,7,8,9,11,13
X=CI, Br Cloreto de tionila
cloroférmio ;4.
refluxo/24h
38a: n=3 (e} OH O
38b: n=5 °
OH DMA, 60°C
e 7 N 72h, K,CO; cl
38e: no | HCHOn~ H OH s HeCHChsy
38f: n—11 H eq Tris (25) H
38g: n=13 383-g 37 a-g

Esquema 11Sintese das amidakalquiladas38a-g
17
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A avaliacdo bioldgica dos compostos sintetizados sera realetaalaesde testes
antimicrobianos, antifingicos, citotdxicos e anti-inflamatorios.

Os testes antimicrobianos serdo obtidos por meio das seguintes técnicas:

1. método de difusdo em Agar, onde observamos a formacdo de um halo de
Inibicdo para 0s compostos ativos;

2. determinagdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), utilizandécai¢a
de macrodiluicdo em caldo.

Ambos os métodos serdo investigado frente a bactérias Gram-po$tivasgeus; S.
epidermidis)e Gram-negativa¥( coli; P. aeruginospa

Para os testes antifungicos, optaremos em utilizar a téomiocgadodiluicdo e serdo
utilizadas diferentes espécies@andida

A atividade antiinflamatéria sera avaliada frente a capdeidas compostos em inibir
a ativacao dos macrofagos, que sera caracterizada atravésidgdprde 6xido nitrico (NO).
A avaliacdo de citotoxicidade sera realizada através do método do MTT.

Além disso, serdo realizados testes fisico-quimicos, onde #era fearacterizacao
termodindamica dos novos surfactantes. Medidas de entalpia de diluicamluEdes
concentradas de surfactantes serdo realizadas em um microettoide titulacdo isotérmica
com a finalidade de determinar os seguintes parametros termoohsa@MC AGmic, AHmic
e ASnyic. Com a determinacao destes parametros e da dependénciastossneen relacdo a
estrutura dos surfactantes, podera ser possivel estabelecer risuicoes relativas das
diferentes interagBes intermoleculares no processo de agregasdnotéculas anfifilicas

(interacao hidrofdbica, eletrostatica, de disperséo, etc.).
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3. Resultados e Discussoes

3.1. Sintese dos aldeidos alquilados 24a-g

Os aldeidos alquilado®4a-g foram obtidos por reacdo de eterificacdo po
hidroxibenzaldeido seguindo processos descritos na literatura (HASBGé\Wal, 2005;
CHANDRU et al, 2007). Apos reacdo do aldeido corCRy;, 0 fenoxido resultante foi tratado
com haletos de alquila de cadeia longa (4 - 14 atomos de carlbomogsenca de Kl (esquema

12), levando a obtencéo dosilquiloxibenzaldeido24a-gcom rendimentos de 56-89%.

OxH O 24a: R= <(CH,);CH; (81%)

1) DMF, 70°C, 1h 24b: R= -(CH,)sCH; (71%)

K2C03 24¢c: R= -(CH2)7CH3 (69%)
24(] R= -(CHz)gCH3 (89%)
2) R-X, KI, 70°C, 4h 24e: R= -(CH,),CH; (59%)
24f R= -(CHz)]]CH_v, (56%)
OH OR 24g: R= -(CHa),3CHs (75%)

23 24a-g

Esquema 12Sintese dos aldeidos alquilad#sa-g

Os aldeidos alquiladog4a-f apresentaram-se sob forma de liquidos incolores e o
composta24g se apresentou sob forma de solido branco. Todos os compostos foramdagrifica

através de coluna cromatografica, e caracterizados atravésrdeas espectroscopicas como

regido do IV e RMN de 'H e 13C.
Devido as similaridades estruturais dos compostos desta sérijtsomanalise do

compostd?4d seré detalhada a seguir.

3.1.1 Caracterizacéo de 4-nonaloxibenzaldeido (24d)

Formula Molecular: C;;H,,0,
H Massa Molar: 248,18 g/mol
A e, Estado Fisico: Liquido incolor

Em espectroscopia no infravermelho, os aldeidos alifaticos simaplesentam uma

banda muito forte do grupo carbonila (C=0), na faixa entre 1740 e 1725Para o aldeido
19
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alquilado24d (figura 12)essa banda é observada em freqiiéncias mais baixas (17)0desido

a efeitos de conjugacdo com o grupo fenila. O estiramento C-ldeld@a(-CHO) aparece como
uma banda fraca em 2734 tnObserva-se em 2908 rhandas referentes ao estiramento C-H
de alifaticos e ainda uma banda em 1024 cafierente a vibragéo de estiramento simétrico C-O-
C.

OO S f

Transmitdngla (%)

2714

- 2
T T T T T

T T T T
4000 500 00 2500 2000 1500 Rl Sy

Humero de onda (cm )

Figura 12. Espectro de IV do composigdd (KBr).

A estrutura do compost@4d foi confirmada pela andlise dos espectros de RMN e
comparac¢ao com os dados da literatura. No espectro de RMN(Beytira 13) observou-se um
tripleto em 00,88 J = 6,8 Hz) correspondente aos hidrogénios do grupo metila (H-1), um
multipleto entred 1,28 e 1,49eferente aos hidrogénios metilénicos (H-2 a H-7), um quinteto em
01,81 J = 6,6 Hz) referente aos hidrogénios metilénicos (H-8), um triplet@4)®3 0 = 6,6
Hz) referentes aos hidrogénios metilénicos (H-9), dois dupleta3689 €07,82 J = 8,7 Hz)
referentes aos hidrogénios aromaticos H-11/H-12 e H-13/H-14, respeente, bem como, um

simpleto em0 9,87 referente ao hidrogénio H-16 da funcéo aldeido.
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Ppm
987
7,835
7,806
—72M
7,000
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Figura 13. Espectro de RM de *H (CDC4; 300 MHz) do compost4d.

No espectro de RMN de ? (Figura 14), observou-se um sire@ah 014,3 referente ao
carbono do grupo metila (C), sinais entr«d22,8 ed32,0referentes aos carbonostilénicos
C-2 a C-8, sinal env68,6 referente ao carbono metilénic-9, sinais end114,9 e0132,2
referente aos carbonos aromatic-11/C-12 e C-13/C-l4respectivamente, além de sinais
0129,9 ed164,5referentes aos carbonos aromatiC-15 e C-10 respectivamen. O sinal

referente a carbonila (C-16hcontri-se emd190,9.
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3.2.

ppm

100,043

164,458

@]
NS,
1 3 5 7 9 | _
NN TN 003
2 4 6 8 12
11-12
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13-14
| 2-7
|
9 C
16 ' |
[ |
10 13
| |
| | |
IIIII| lllllllllllllIIIIIIIIIIIII.|IIII]IIII]IIIIIIIIIIIIIIIII
plpm 220 200 180 160 140 120 100 B0 60 40 20 D

Figura 14. Espectro de RM de 3C (CDJ; 75 MHz)do compost4d.

Sintese das aminas@a-g

7

A metodologia de obtencdo de aminas através deagfonredutiva € um mélo

sintético que vem sendo empregado com éxito enorgrspo de pesqui (ALMEIDA, 2010).

O procedimento geral neste tipo de reacdo consesstetaque nucleofilico da amina na fun

carbonilica do aldeido com posterior eliminacdcddaa para obtencdo « iminas. O uso de

solventes anidros e agentes secantes € de extngpoatancia para o éxito da reacao, fas

iminas sdo muito instaveis em contato com umidBdeemos observar através do esque3

que a presenca dégua desloca o equilibrio em dire aos reagent (TEHRANI e DE
KIMPE,2004).

L *  R"NH, —_— JR +  H,0

Esquema 13 Sintese de iminas
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Experimentalmente, o aldeido e a amina s&o adicionados em proporces!|agsi em
um solvente anidro, como por exemplo, metanol ou etanol com ou sem agueckEnértms
métodos mais classicos na sintese de iminas podemos céamogao azeotropica de agua,
utilizando solventes com alto ponto de ebulicdo em refluxo, que arraségma formada para
um reservatério separado do meio reacional através de umDedno Stark(TARAROV e
BOWWER, 2005). O uso de sintese em reator de microondas tambérto &ltihgior reduzir o
tempo reacional frente aos métodos convencionais (GI&NAE, 2004).

Existem varios métodos de reducao de iminas descritos néulitecem diferentes graus
de eficiéncia e praticidade (HON& al, 2004), tais como hidrogenacgdo catalitica, biocatélise
enzimética e com microorganismos e uso de hidretos inorganicosHRVe ZANDO, 2001).
Entretanto, a maioria destes agentes redutores apresenta desvaitagefadta de seletividade,
producao de subprodutos toxicos, insolubilidade, inflamabilidade, intole@adg@ns grupos e
condi¢des dificeis de reagcdo, como altas temperaturas e présEOEBARI et al, 2007;
KAGAN et al, 1973; IRELAND et al, 2004; MALKOV et al, 2004; JIANet al, 2006;
ROCHA, 2008). E comum utilizar hidretos como o LiAlel NaBH, onde o ultimo tem menor
forca de reducdo e é mais quimiosseletivo. A utilizacdo de NaBlfhostra muito vantajosa,
pois € um reagente relativamente barato, seguro e de facil neanBsage em condi¢cdes
brandas, de maneira limpa e ndo gera subprodutos toxicos.

A reacdo pode ser realizada de forma direta quando o agente redadmionado no
inicio da reacdo com os demais componentes e indireta quando ha @éodaagina em um
primeiro momento e posteriormente é realizada a reducdo (ABD&EGIM et al, 1996). Ha
varios relatos de aminagéo redutiva direta e indireta com Nedguns deles sem a utilizagéo
de solvente, através da simples mistura dos reagentes em urarafdoATAGAI e OHNUKI,
1990; HAJIPOUR e HANTEHZADEH, 1999).

Para a sintese das amiés-g o Tris foi primeiramente adicionado ao aldeido alquilado
em metanol anidro sob refluxo. As iminas formadas foram reduidsitu por tratamento da
reacdo com NaBHa 0°C (esquema 14)entativas de purificacdo das iminas por coluna

cromatografica em silica gel resultaram na decomposicao das m&shiast al, 1998).
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1) 1 eq Tris (25), OH
o refluxo 5h, J%\
MeOHam’d, OH
H  2)2eqNaBH, N HCI
H3C(HZC)n\O H3C(H.C)n < H OH
3) HCI 4M ). 0O
4) CH,Cl,/agitagdo

24a-g 26a-g 26a: n=3 (74%)
26b: n=5 (62%)
26¢: n=7 (83%)
n=3,5,7,8,9,11,13 26d: n=8 (61%)
26e: n=9 (63%)
26f: n=11 (72%)
26g: n=13 (87%)

Esquema 14 Sintese das amin286a-gpor aminacao redutiva e os rendimentos obtidos.

As aminas livres podem ser purificadas por precipitagdo: o megmnal concentrado é
diluido com um pequeno volume de agua e diclorometano € adicionado aé¢ prEgipitacao.
Apoés 24 h de repouso, o solido é filtrado. Entretanto, para facilitar ospomcescolhemos
purificar e caracterizar as aminas na forma de cloridrafdgg®ls remocdo do metanol
inicialmente usado na reacéo e solubilizagdo do materidusdsm agua, foi adicionada uma
solucdo HCI M até observacao de precipitacdo (>dEal, 2009). Posteriormente, cloreto de
metileno foi adicionado ao meio reacional com intuito de factitprecipitacdo uma vez que os
cloridratos das aminas formadas séo insoluveis neste solvente.

Apds serem isolados, os compostos foram purificados através dstatzagdes
sucessivas em acetato de etila. Foram obtidos rendimentosatéatisf que variaram de 61 a
87%. A caracterizacdo foi realizada através da determinacdaixdade fusdo e através de
técnicas espectroscopicas como regiao do 1V, RMN de 'H e 13C e espectroscopsgale m

Serdo mostrados a seguir os dados espectroscépicos apenas para @ @&fapbstido

a semelhanca estrutural da série.

3.2.1. Caracterizacdo do Cloreto de N-(4-butoxibenzil)-1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)
propan-2-aminio (26a)

o Formula Molecular: C{sH,sCINO,
N OH .HCI Massa Molar: 319,16 g/mol
gH Estado Fisico: sdlido branco
SN0 OH Faixa de Fusdo: 129,8 - 130,1°C

26a
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No espectro na regido dinfravermelho em pastilha de KBr 26a (Figura 15),
observou-se bandas larda absorcadevido a ligagdo de hidrogénintermoleculatem 3356
cm’ referente ao estiramentc-H de alcodis primarios; em 3065 ¢meferente ao estiramer
N-H de aminas; em 2966 ¢htorrespondente ao estiramentdi@le anel aromatico; em 28
cm™* correspondente ao estirameni-H de alifaticose ainda uma banda em 1061 referente
a vibracdo de estiramengimétricc C-O-C. Podese notar que a banda inte em 1701 cri
presente na figura I2ferente a carbonila do aldeido (espectro de I\ldeido alquilado) né

esta presente no espeatieste composto comprovandocorréncia da reac.

L
/
T=
!
T
T
0

Transmitancia (%)
=

3356

PR

4000 3000 2000 1000

Numero de onda {cm™)

Figura 15. Espectro na regido de infravermelho do comp26a (KBr).

No espectro de RMN d'H de 26a (figura 16)podemos evidenciar o éxito da rea
devido a presenca dam simpleto (6H) end 3,80 referent@os hidrogénic metilénicos do tris
H-13,14,15 eum simpleto er 4,25 0 = 6,3 Hz 2H) referente aos hidrogénios metilénicc-
11. Em comparacdoom o especti do aldeido alquilado (figura 1,99 desaparecimento (
simpleto emd 9,87 referente o hidrogénio da funcéo aldeido tambéomprova a sintese (

composto almejado.
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No espectro de RMN de ! (figura 17) podemos observar sinal ¢059,4 referente aos
carbonos metilénicos do tris -13, C-14, C-15), sinal emd 67,8 referente ao carbonc-12
também da unidade aminoabl € sinal emd 46,8 referentesao carbono metilénico ligado
anel aromatico (C-11). Pode- notar que o sinal de carbonila presente no ialader partida er
0190,9 ndo esta presemte espectro d=C do composto final.

No espectro de massa de alta resolucédo (H-ESI) do composti26a (figura 18)foram
observados trés picos, o primeiro foi atribuidgpam base (maior intensidade) para a molé
desprotonada [M - Hcom m/z = 318,1471, em acordo com o valor calcurago= 318,1472; o
segundo pico foi atribuido ao pico ion moleculamom/z de 319,1530 e o ultimo pico m/z
320,1457 com uma intensidade relativa a 32,5% dd&se foi atribuido ao pico de composi
isotopica {'Cl). Este Ultimo pico comprova a formacdo cloridratos para as estrutut

sintetizadas.

ppm

13|14,15

/] I i

1
89 67 4

i Jk_UuL : lgh' ;ullL____
oy A H

| L [ ryrrrr[rrrrrrrrrrrrrrr T T | L
]

T T '[ T T T
PP™ 10 g 8 7 [ 5 4 3 2 1

Figura 16. Espectro de RM de *H (CROD; 300 MHz)do compost6a
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Figura 17.Espectro de RMN 3(CD3;OD; 75 MHz)do compost26a
Single Mass Analysis
Tolerance = 5.0 PPM [ DBE: min =-1.5, max = 100.0
Element prediction; Off
Number of isotope peaks used fori-FIT=9
Monoisoiopic Mass, Even Electron lons
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Elements Used:
C:0-100 H:0-110 N:0-15 ©:1-15 Ci141
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miz
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Figura 18. Espectro d alta resolu¢do (HRM&SI) do compost26a
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3.3. Sintese e caracteriza¢do das amidas 32a-g

Para a obtencdo das amidas alquiladas derivadas dopégsidmxibenzoica27, tentou-
se primeiramente a alquilacdo da hidroxila fendlica usando um proseidi experimental
similar ao utilizado na alquilacdo dos aldei@ds-g ApOs tratamento do composd@ com
K2COs e cloreto de octila, foi observada a formacao de dois produtos pudéses do que o
acido 27. Esses compostos foram isolados e através da analise do esiee@MN de 'H
verificou-se a formacéo do ést&9 (23%) derivado do acidp-hidroxibenzdico e do composto
dialquilado40 (45%) (Esquema 15).

0 1) DMF, 70°C, 1h 0 0
K5COs
OH O(CH,),CHs . O(CH,),CHs
2) CHa(CH,)-Cl, K,
HO 7)0"0,3 Eth 27 HO H3C(H,C);0
27 39 (23%) 40 (45%)

Esquema 15Tentativa de alquilacéo direta @&

Uma metodologia de alquilacdo direta da hidroxila fendlica do com@a@dbi descrita
por PRAJAPATI e VISHAL (Esquema 16), tratando-se o acido carboxélom o brometo de
alquila e solucéo etandlica de KOH sob refluxo (PRAJAPATI erMIS 2010; OJEDAet al,
2011; SINGHet al., 2010). Esperava-se a formacao inicial do éster alquilado com posteri

clivagemin situ deste grupo devido a presenca da base forte presente no meio reacional.

0] 0]
RB
HO RO

KOH

refluxo 12h
27 30

Esquema 16Sintese realizada por PRAJAPATI e VISHAL (2010).

Entretanto, o produto referente a monoalquilagcdo da hidroxila fenolicaonabtido,
mesmo empregando-se as condigdes experimentais descritas @dn@odutos39 e 40

indicados no esquema 16 continuaram a ser obtidos com rendimentos similares.
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Este resultado se deve a acidez dos prétons envolvidos neste proceskw. dd pKa
em agua do préton do acido carboxilico € 4,2; enquanto o pKa do préton da aifinogiica é
9,9 (http: www.chem.wisc.edu/areas/reich/pkatable/index.htm). A formdoga@ster ocorre
prioritariamente, mas a alquilacdo da hidroxila fenodlica tamii@nobservada porque foi
utilizado excesso do haleto de alquila. Assim, o produto desejado tefapEmas a alquilacéo
da hidroxila fendlica ndo pode ser obtida por essa metodologia.

Para atingir nosso objetivo, optou-se pela sintese inicial do eiiteo com posterior
alquilacdo. Em seguida realizou-se a clivagem do éster etilico com unfarbase

Na reacdo de esterificacdo (OLAgtal, 1981), o &cido carboxilico dissolvido em etanol

foi aquecido sob refluxo em presenca d&®; levando ao éster etili@B (esquema 17).

(0] (0]
H,SO, o~
CH;CH,0OH
OH reflfjx0212h 0
HO HO
27 28 (85%)

Esquema 17 Sintese do éster etilico derivadoa

O compost@8 foi isolado com rendimento de 85% e caracterizado por espectrosoopia
IV, RMN de 'H e 3C. Em seguida foi submetido a reacédo de alquitayyé haletos de alquila
de 4, 6, 8, 9, 10, 12 e 14 4tomos de carbono para a sintese dos colfmstEsquema 18).
Essa reacdo pdde ser realizada nas mesmas condi¢fes de aldsrgideidos alquilados, uma
vez que apenas a hidroxila fendlica encontrava-se disponivel pa@oree alquilagdo. Os

compostos29a-g foram purificados por coluna cromatografica (eluente: diclorameta

metanol).

O 1. DMF 70°C, 0 29a: n=3 (82%)
K,CO 29b: n=5 (80%)
OCHZCHs . OCHCHz  [29¢: n=7 (83%)
HO 2. DMF 70°C HaC(H-Chn 29d: n=8 (80%)
KI, CH;(CH,), X 29e: n=9 (94%)
28 29a-g 29f: n=11 (89%)
n=3,5,7,8,9,11,13 29g: n=13 (91%)

X=Cl, Br

Esquema 18Sintese dos ésteres alquila@8s-g
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Nas tentativas iniciais de sintese das and@asg os éstere29a-gforam tratados com o
Tris empregando varias condi¢des reacionais, detalhadas na2dBél® et al.,2006; LOPES
et al.,2010; MOVASSAGHI e SCHMIDT2005). Entretanto, nao foi observado nenhum indicio

de reacédo, e o material de partida empregado pode ser recuperado completamente.

Tabela 2. Condicbes empregadas na tentativa de sintese das amidas dgpartimélise dos

ésteres alquiladd&9a-g

Entrada Solvente Bade Temperatura, °C| Tempo reacional, h
1 DMF - 80 12
2 DMF K,COs (2.0) ta. 72
3 DMF KoCOs(2.0) 80 72
4 DMF TEA (1.1) 80 72
5 DMSO KCO;(2.0) 80 72
6 Metanol KkCO;(2.0) 60 24
7 Metanol MeONa (1,0) 60 24

& A equivaléncia molar esta representada em parénteses.

Optou-se pela tentativa de sintese das amidas a partiode®slde acidos, uma vez que
estes sdo mais susceptiveis ao ataque nucleofilico do que oss,éstevido a maior
eletronegatividade do cloro que retira densidade eletronica do cadmomgoupo carbonila,
aumentando a eletrofilicidade deste.

Realizou-se uma reacéao teste (esquema 19) tratando o cloreto ddabeomerciadl
com Tris (1,0 equivalente) em presenca d€® (HAN et al.,2006). O sal formado na reacéo
foi filtrado e adicionou-se acetona a solucdo. A amilgrecipitou no meio reacional, e maiores
guantidades foram obtidas adicionando acetona ao filtrado. O procedimempefio por trés
vezes, fornecendo a amidé2 que foi entdo purificada por coluna cromatografica. A
caracterizacdo foi realizada através de espectroscopia d¢ d&MtH e 13C confirmando a

estrutura do composto.
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2,0 €q. K2C03 OH
0] DMA, 60°C 0]
72h OH
Cl 1,0 eq. Tris H
g OH
41 42 (51%)

Esquema 19Reacdao teste para sintesedéda partir de cloreto de benzoiklj.

A mesma metodologia foi empregada na sintese dos com@3@stags Para este fim foi
necessario realizar a clivagem dos éstegasgpor hidrélise basica com uma solucédo aquosa de

KOH (esquema 20). Os acidos carboxiliédslquilados30a-g foram obtidos em rendimentos

guantitativos.
o) 0
1. EtOH, refluxo
/©)‘\OCHZCH3 I eq. KOH g OH
H3C(H2C)~ H3C(HoC)pw
"o 2. HCI (4 ta. TN
29a-g 30a-g (100%)

Esquema 20Sintese dos acidos carboxilicos alquila8ioa-g

Os é&cidos carboxilico80a-g foram convertidos em cloretos de a@ba-g através da
reacdo com excesso de cloreto de oxalila e dimetilformamidéF)ratalitica em tolueno
(REZENDE JUNIOR, 2010). A reac&o ocorreu iniciaimente a 0°C deiiada por 24 horas a
temperatura ambiente (esquema 21). O mecanismo da reacdo estéd desumidamente no
esquema 22 (CLAYDENt al, 2001).

O Cloreto de Oxalila 0
/@)‘\ OH Tolueno,,;¢/DMF ﬁ cl
H3C(H20)n \O 0°C-t.a./24h H3C(H2C)n \o
30a-g 3la-g

n=3,5,7,8,9,11,13

Esquema 21 Sintese empregada para obtencao dos cloretos d8Xmita
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Outras metodologias muito empregadas para conversdao de acidos icadbosith

cloretos de acila consistem no uso de cloreto de tionila ¢PQ&RINGH, 2010), tricloreto de

fosforo (PC4), oxicloreto de fésforo (POg)l ou pentacloreto de fésforo (REI

(MONTALBETTI et al, 2005).

Co
cl o)
%C' S a*%c'
f0) (0]
o H)\\ﬁ/
H ffj/ |
0 (6]
3 He X
R .O.H cl )OgCl
oo "y
G

|
o) o E)OLO
© HQ/ Oy (:1
J ‘o cl)
o
cl
-CO(g)
- COy)
-cr
cl
®
H)\\T/

xS
R ((O
H)C\jﬁ?/
o) (0]
J, Gy

intermediario reativo

Esquema 22Mecanismo de formagéo do cloreto de acila utilizando cloreto de oxalila e DMF

catalitico (CLAYDENet al, 2001).

Apds a obtencdo do cloreto de acila, a amida pode ser obtida pela @gligiona ao

meio reacional (esquema 23). Neste procedimento, pode-se utilizabasa adicional com o

intuito de neutralizar o HCI formado e evitar a conversao da amina em seu sal.
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o
A o

Base )J\ R

Esquema 23 Amindlise do cloreto de acila.

Assim, apos evaporacdo do tolueno e do excesso de cloreto de oxatillaretss de
acido obtidos31a-gforam solubilizados em DMA e tratados com Tris na presencartierato
de potassio, agitacdo e aquecimento de 60°C por 72 horas (esquema 24)la&82Zargforam
obtidas com rendimentos que variaram de 60 a 87% ap0s purificagéolyta cromatografica

(eluente: diclorometano e metanol).

o OH
Q' DMA, 60°C o
HiCHCn~ s AT HCHCn, H  OH

32a: n=3 (66%)

3la-g 32a-g 32b: n=5 (60%)

32¢c: n=7 (65%)

32d: n=8 (70%)

32e: n=9 (76%)

32f: n=11 (69%)

32g: n=13 (87%)

Esquema 24 Sintese das amidas alquiladas derivadas d82asy

A caracterizagao foi realizada utilizando técnicas espeépass usuais (massas, regiao
do IV e RMN de *H e 13C).
A seguir detalharemos os dados espectrométricos obtidos para 0 coB3oavido as

similaridades estruturais da série sintetizada.

3.3.1. Caracterizacéo de N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il]-4-(octiloxi)

benzamida (32c)
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Férmula Molecular: GgH31NOs5

o OH
OH Massa Molar: 353,22 g/mol
N Aspecto fisico: solido branco
NN H o on Faixa Fus&o: 133,1-134,2°C
32c

A formacdo da amic 32c foi confirmada pela presengdée bandasno espectro de
infravermelhoem fase solida (pastilha de KBr 1 na regido de 1638m™, caracteristicas para
carbonila de amidaA banda de carbonila sobrep&ercialmente sbanda de dobramentc-H,
que aparece em 1601 ¢mfazendo a banda de C=0O aparecer como um dudtservi-se
banda de estiramento en28% cmi’ referente & ligacdo N-H e B- Além de e 155 cm’*

referentes a ligacdo Cflgura19).

o o OH
Q)LH OH
PN H
o o

Transmiténcia (%)

B
ol
T
2920
1533

. T - T .
4000 3000 2000 1000

numero de onda {cm')

Figura 19. Espectro de IV do composs2c(KBr).

Podemos observar no espectro de RMMH de 32c (figura 20) um simpleto erd3,84
referente aos seis hidrogénios metilénicc-17, H18, H19 do Tris. Este sinal comprovi
presenca do Tris na estrutgqaand« comparamos 0 espectro da amida com o espectro dé

de'H do acido carboxilic80c.
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£ 88 58 g 88885228 32 8
Y Y | N7 Y Y |
M 30c (1H)
W 32c (1H)
H
o 1708
111 4 OH
15 N16
2 4 6 8 12H OH
NSNS
{3 % 7 997,
;o / .
- 12_!\4” JI|1o.11 ‘J S
N . S
& A R ERENE
o~ o~ N|© - 9 ™
T T T T T T T L T

Figura 20. Espectrosle RMN de *H (CROD; 300 MHz) dosompostis 30ce 32¢

Na comparacdo dasspectrs de RMN de 3C (Figura 2Hos composto30c e 32¢ a
sinteg da amida é evidenciada através da presensinais emo 629 referente ao carbono
metilénico C-17, C-18 e @9 dasubunidade aminoalcool e eir63,8referente ao carbono n

hidrogenado do Tris C-16. §€inal referent@ carbonila encontra-se edi70,8.
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n @ (=N} @
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T Y7 T ERIII P e aasaas
| Vo S
W 30c (13C)
W 32 (13C) . o1 &
12 15 “OH
2 4 6 8'1 |5|fj|||ﬁ 19
/\M‘/\OO 14 OH

10,11
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Figura 21. Espectros de RMN de 13C (@DD; 75 MHz) dos compost@&2c

No espectro de massa de alta resolugdo (HRMS-ESI) do con3@ugffayura 22)foram
observados dois picos, o primeiro foi atribuido ao pico base (maioridaday para a molécula
desprotonada [M - Hcom m/z = 352,2141, em acordo com o valor calculado m/z = 352,2124; o

segundo pico foi atribuido ao pico ion molecular com m/z de 353,2142.

Single Mass Analysis

Toferance = 5.0 PPM [ DBE: min = -1.5, max = 100.0
Element prediction. Off

MNumber of isotope peaks ussd fori-FIT =9

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

BE formula(e] evaluated with 1 results within Fmits {up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:

C:0-100 H O N15S 025

DE-ASSIS MeCH 13-Ju-2012 16:18:34
DO ja-am24 I3 {0.518) Cm (21:28) 2 TOF MSES-
TA41es003
1 3522141
3532142

MDD 3180 1ann 345 1190 2476513 40 c040.350 posa 201 H0E3 BAINE2 IHNBE BT apgygps NI a5, 50, BI0AT B4QISIHB000E
b | adeg | a4bp | 348D | asha | aeen | 3540 | 3sad | 38R0 | @sho | 3&ng | asen | 36k0
Minimum: ~1:5
Maximum: 5.0 5.0 1g00.0
Mass Calc. Mass mlla PEM IRE 1-PIT 1-FIT (Worm) Formula
352.2141 352.2124 1.7 4.8 5.5 BEE.5 0.0 ClS H3IO N 05

Figura 22. Espectro de massas (HRMS-ESI) da ar3iza
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3.4. Metilagao das aminas 26a-g

Esperava-se que o tratamento das anéasg na forma de aminas livres, com iodeto

de metila levaria a obtencdo dos sais quaternddiasg(esquema 25).

J/<‘O\H OH
OH |
o e '.“3% o
HeCHChn~ H  OH HsC(H:C)n~ H OH
26a-g 33a-g
Base
CH,I
34a: n=3 OH
34b: n=5 |
o jogaN
: n=
34e: n=9 HSC(HZC)”\O OH
34f: n=11
34g: n=13 34a-g

Esquema 25Plano de sintese de metilacdo das ang8dasy

A amina26g foi dissolvida em THF e tratada camma quantidadestequiométrica de
iodeto de metila a temperatura ambiente por 24 h. Entretanto ndodbsanvadas alteracdes no
meio reacional por cromatografia em camada delgada. Optou-seireentar a propor¢ao de
iodeto de metila na reagcdo e manter as demais condi¢cdes adgg€GUIJARRt al, 2004),
mas novamente nao ocorreu a metilacdo do nitrogénio. As seis @mdegrionais testadas
estdo detalhadas na tabela 3, variando a estequiometria, o0 solvente e y€ando K

A reacao ocorreu em metanol usando 5 equivalentes de iodeto de ragtilaresenca de
dois equivalentes de,RKO; (ZHURAVLEV et al, 2010; KANGet al, 2004; MITRA et al,
2005). Apos 24h o meio reacional foi concentrado e realizou-se colunaagoéfiaa (eluente:
diclorometano e metanol) a fim de isolar o composto sintetizado, cajresentou como um

Oleo amarelo.
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Tabela 3.Condi¢8es reacionais empregadas nas tentativas de sintese dos sais quaternarios.

Entrada Mel (eq) Solvente Base Temperatura, Te.mpo
°C reacional, h
1 1,0 THF - t.a. 24
2 50 THF - t.a. 24
3 50 THF KCO;(2.0) t.a. 24
4 2,0 acetonitrila KCO;(2.0) t.a. 24
5° 10,0 - - t.a. 24
6 5,0 Metanol anidro K,C0O3(2.0) t.a. 24

GALLETTI et al, 2009

A analise dos espectros de RMN de 'H e 13C (figuras 23 e 24)antpgdrapenas um

grupo metila foi introduzido a estrutura, apesar do excesso de afppritente usado na reacao

(esquema 26).

OH OH
NJ%\OH 5 eq CH;3l, 2 eq K,CO;5. NJ%OH
HsC(H.Chrs H OH MeOH gjgre: 24h, t.a. HsC(HChrs~ g | OH
26g 33g (29%)

Esquema 26 Tentativa de obtencédo dos sais quaternarios.

A estrutura do compos®3g foi confirmada através do aparecimento de um simpleto no
espectro de RMN de 'H ed2,55 referente a metila ligada ao nitrogénio. A integrac&oéde

hidrogénios desse sinal indica que apenas uma metila foi introduesteutura do material de

partida26g (figura 23).
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g-ﬂ N [+2] v Rt E=] v R Bl 1 K=N 1K) (o] mogmm—gxh:ﬂ
= e o8 B TLRER88LsAA B PRRNIRINERS
a NN 60 T TTARRARARRT N erree e Soo

N/ _— P S 2 LA N

V'Y | 1 | YT XY
W 26g (1H)

CH
W 33g (1H) 8 27
bd| N
20 OH
16 N23 726
2 4 8 8 10 12 14 1 &
NN 519 22
1 3 5 7 8 1 13 17

r

/Y

[

R AR R

3 2 1

I
p""‘la 7 6

= —

Figura 23. Comparacgao entre os espectros de RMN de *HQDOD300 MHz) dos compostos
26ge 33g

Através do espectro de RMN de 13C deste composto, verifica-seemgaede sinal ed
35,8 referente a metila introduzida na estrutura (figura 24).
Devido ao baixo rendimento obtido e por apenas uma metila ter satponada a amina

inicial 26g, os demais compostos da série nao foram sintetizados. Entretadtoesido sendo
feitas tentativas com intuito de aperfeicoar esta reagao.
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ppm
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Figura 24. Espectro de RMN de 13C (GOD; 75 MHz) & compost33g
3.5.9ntese das amidas derivadas do aci¢p-aminobenzdico

Esta etapa consistitedeacdo entre o acigeaminobenzéico35s), bromononano (1:1) e
Kl sob aquecimento e agitacdo po em DMF (esquema 27).

o] 1 eq CH(CH,)gBr )
0.5eqKI
OH OH
DMF, 70°C, 5h NN NN
HoN N
35 36d (41%)

Esquema 27Reacao de alquilacdo do acp-aminobenzdico35).

Foi realizadaextracdo com éter etilico e agua e a purificacadeseatravés de colul
cromatografica (eluente: diclorometano e meta Apoés purificacdo,foi obtido um solido

branco com rendimentte 41% A caracterizacdo do produto foi feita através RMM*H e **C.
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Através da andlise comparativa dos espectros de RMN des composto86d e 30d
podemos verificar 0 éxito da reagdo. Como era de se espeipleto referente aos hidrogénios
metilénicos da cadeia alquila ligados diretamente ao nitrogéresaapa-se mais blindado £
3,10). Enquanto o tripleto ligado diretamente ao oxigénio no com@0st@ncontra-se mais
desblindado. Isto se deve a maior eletronegatividade do oxigénio, pois doeimsidade
eletrbnica ao redor desses prétons. Assim, quanto maior a eletioidada do substituinte,
maior é o deslocamento quimico desses protons (figura 25).

ppm

[ |
30d o
W 36d " 13 16
OH
1 3 5 7 9 15 2-8
A NP N N 14
2 4 6 8 H 10772
Fs s / /]
J_qu il k‘_k .
13,14 11,12 Jl
F;— -
i &
1Dp:-n1l0[ T 1 T ]g T 1 T T ]B T 1 T 1 |? L T T |6 T 1 T 1 [5 T T L ‘Il T T 1 1 I T T T T |2 T

Figura 25. Comparacdao entre os espectros de RMN de *HQOD300 MHz) dos compostos
30d e 36d.

A mesma tendéncia foi observada através da comparacéo entpedsossde RMN de
13C (figura 26) destes compostos. O atomo de carbono nove, ligadoag@miirdo composto
36d, apresenta-se mais blindad®44,2). Ja o carbono ligado ao oxigénio no espectrd0de
encontra-se emM69,4. Atraves desta analise, podemos evidenciar o éxito da reaggaithedo

para o acidg-aminobenzaico.
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Figura 26. Comparacao entre os espectros de RMN de 13GQOD75 MHz) dos compostos
30d e 36d.

A etapa posterior consistiu da transformacdo do grupo carboxildoeeto de acido para
utilizacédo deste na sintese das amidas (esquema 28).

(0] Cloreto de tionila 0
/©)J\ cloroférmio gnig. /©)k
OH Cl
H3C(H20)n\N refluxo/24h H3C(H20)n\N
" 36ag " 37a-g
n=3,5,7,8,9,11,13 DMA. 60°C
72h, K,CO4
1 eq Tris
38a: n=3
38b: n=5 0o OH
38¢c: n=7 OH
38d: n=8 l}l
38e: n=9 H3C(H2C)n\N H OH
38f: n=11 H
38g: n=13 38a-g

Esquema 28 Tentativa de sintese das ami@8a-g derivadas do acide-aminobenzdic@5.
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O procedimento experimental empregado foi 0 mesmo utilizado paresesdas amidas
32a-gderivadas do &cidp-hidroxibenzéico27, com a excec¢do do procedimento de sintese dos
cloretos de acido que empregou cloreto de tionila em cloroformio amtdroefiuxo, devido a
indisponibilidade do cloreto de oxalila no momento da sintese. Entret@ottiouve formacao
das amidas almejadas. Ap6s 72h de reacado, observou-se apenas a preseida alquilado
36d por cromatografia em camada delgada.
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4. Avaliacédo Antibacteriana

Os testes antibacterianos foram realizados no Instituto de Ciéncidgi&slda UFJF no
laboratorio de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana ceaparvisao do Prof. Dr. Claudio
Galuppo Diniz.

Foram utilizadas as bactéri&aphylococcus aureuUATCC 29213), Staphylococcus
epidermidis(ATCC 12228) (Gram-positivasgscherichia coli(ATCC 11229) ePseudomonas
aeruginosg ATCC 27853) (Gram-negativas) para realizacdo dos testes antibacterianos

Os estafilococos sdo amplamente encontrados na natureza e fateemapaicrobiota
normal da pele e mucosa. O géng8taphylococcug composto por 27 espécies, sendo algumas
delas causadoras de infeccéo de carater oportunista em seres helainoss, com&. aureus
e S. epidermidigTRABULSI et al, 1999).

O Staphylococcus aureudigura 27) € a espécie que geralmente esta envolvida em
infeccdes piogénicas humanas, cuja gravidade vai de simples;dege como espinhas,
furdnculos, impetigo, até doencas mais graves como pneumonia, menemgitEgardite,

sindrome do choque téxico e septicemia, dentre outras (SANT&S2007).

WD 1=

X gn Dl
BOI0%\/1.0. 50000x SE 8:3m

Figura 27.S. aureughttp://eol.org/pages/2486313/overview acessado em 13/01/13)

O Staphylococcus epidermidiigura 28) é a segunda espécie mais importante do género
StaphylococcusFaz parte da flora normal da pele e da mucosa dos seres hunanogis
superiores. Apesar de ser bem menos virulenteSgaereusisto néo significa que ndo podem
ser patogénicas. Pode causar septicemia, endocardite, peritonitesulrente infeccbes em
locais com protese (TRABULSK al, 1999).
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Figura 28. S. epidermidighttp://staphylococcusepidermidis.org/ e
http://www.sciencephoto.com/media/12836/view acessado 01/12/12)

Escherichia colisdo bacilos Gram-negativos (figura 29) que fazem parte da microbiota
normal do intestino, tornando-se patogénico em localizacdes extrdinaitesu mesmo
intestinais (TRABULSIet al, 1999). Podem causar infec¢des urinarias, diarréias, intoxicacao
alimentar, apendicite, peritonite, dentre outras.

Figura 29. E. coli (http://www.ensp.fiocruz.br/portal-
ensp/informe/site/materia/detalhe/25967 acessado em 01/12/12).

A Pseudomonas aeruginosdigura 30) habita solo, agua e vegetais, podendo ser
encontrada também nas fezes, pele e garganta de 3,0 a 5,0% dos indivith@as. Em
pacientes hospitalizados a colonizacdo poder ser bastante elevsslai&®organismo causa
infecgBes tipicamente oportunistas, em processos cirlrgicos, queasa pos cateterizacdo

urinaria, pneumonias principalmente apos procedimentos de entubacédo (LCRABtal,
1999).
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Figura 30. Pseudomonas aerugino§attp://cienciahoje.uol.com.br/noticias/2011/05/nem-tao-

pura-assim acessado em 01/12/12)

4.1.Método de difusdo em Agar

O método de difusdo em Agar foi usado como uma forma de pré sefeiomaostos
com potencial atividade antibacteriana. Neste experimento, latascébacterianas foram
cultivadas em Tryptic Soy Agar (TSA), incubadas por 24h a 37°Ccenbicbes aerdbicas
(ALVIANO et al, 2008). Os in6colus foram ajustados em salinas estéreis (0,85% bla@tjir
de uma escala de turbidez 0,5 McFarland (1.5xaBU/mL) e 1,0 mL foi espalhado sob a
superficie de uma placa de Petri contendo meio TSA. Apds 10 minusms éanfeccionados
pocos de 5,0 mm no Agar e adicionou-se 50l0 da solugdo do composto testado na
concentragéo de 5,0 mg/mL. As placas foram incubadas por 24h a 37°C sgbenaérdbicas
e, por fim, foram feitas as medidas dos halos de inibicdo formados (figura 31).

Frente aos bons resultados obtidos no método de difusdo em Agar @xbela
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) foi redézpara todos os compostos
sintetizados da série das aminas tensoat®@es-¢§ por diluicdo em caldo.

Figura 31.Halo de inibicdo formado no método de difusdo em Agar.

46



Avaliacao Antibacteriana

Tabela 4. Dados experimentais do halo de inibicdo antibacteriano das amieasdéndo
diametro, mm).

S. aureus S. epidermidig E. coli P. aeruginosa
26a (n=3) 15,0 0,0 12,0 0,0
26b (n=5) 24,0 20,0 20,0 18,0
26¢ (n=7) 24,0 26,0 20,0 10,0
26d (n=8) 28,0 24,0 16,0 10,0
26e (n=9) 20,0 22,0 15,0 0,0
26f (n=11) 24,0 15,0 0,0 15,0
269 (n=13) 20,0 12,0 0,0 10,0
Etanol 0,0 0,0 0,0 0,0
Cloranfenicol 42,0 48,0 50,0 24,0

4.2 .Método de diluicdo em caldo

A atividade antibacteriana dos compos26a-gfoi investigadan vitro usando o método
de diluicdo em caldo (ALVIANO, 2008) contra as mesmas bactérataspara o método de
difusdo em Agar. Os indcolus para cada teste foram previamente cultivadogptic Soy Agar
(TSA) e incubados por 24h a 37°C sob condi¢des aerdbicas. Utilizou-se saaljdas estéreis
0,85% NaCl ajustadas através da turbidez da escala 0,5 McFétlamd® CFU/mL). As
solugdes dos compostos em estudo foram preparadas solubilizando-se #@,6omgosto em
1,0 mL de etanol. Fez-se diluicbes cdmeller Hinton Broth para obter as concentragdes de
0,0625 a 1024,fuig/mL, em um volume final de 3,0 mL. Em cada tubo foi inoculado 00,0
da cultura bacteriana e o experimento foi incubado a 37°C por 24h.

A CIM foi determinada como a menor concentracdo do composto tepiadesulta em
total inibicdo do crescimento bacteriano (tabela 5). O controle perimento foi realizado
usando-se somente solucdo de salina estérea inoculada em meio Mueller Hitltrargenicol

foi usado como agente antimicrobiano para controle positivo de inibicdo do crescimento.

47



Avaliacao Antibacteriana

Tabela 5.Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das amirza-g

CIM (pg/mL)
26a 26b 26¢ 26d 26e 26f 269 cloranfenicol
Staphylococcus aureus1024,0 128,0 8,0 8,0 8,0 8,0 2,0 16,0
ATCC 29213
Staphylococcus 512,0 128,0 16,0 8,0 4,0 8,0 2,0 32,0
epidermidis
ATCC 12228
Escherichia coli 1024,0 256,0 32,0 16,0 32,0 >256,0-256,0 16,0
ATCC 11229
Pseudomonas 512,0 512,0 >256,0>256,0 16,0 >256,0>256,0 32,0
aeruginosa
ATCC 27853

Cloranfenicol §. aureus 2,0-16,0 pg/mL; Dados CLSI- Clinical and Laboratory
Standards Institute)

Os compostos com cadeia maior que oito atomos de carbonos precipitaram em solu¢ao no
meio de cultura em concentracdes superiores a 2fn0L. Isto inviabilizou a leitura do CIM,
uma vez que é feita de forma visual observando a turbidez dos tulersale contendo o
experimento.

Analisando a tabela 5 podemos perceber um aumento da atividadetanéibacdos
compostos frente as bactérias Gram-positivas quando temos um aumeadeiddipofilica da
estrutura. O melhor resultado foi para o comp@&g em relacdo as bactéri& aureuse S.
epidermidis com CIM de 2,Qug/mL. Para as mesmas, o pior resultado foi para o compésto
cuja cadeia carbbnica apresenta apenas quatro atomos de carbono

Para as bactérias Gram-negativas os melhores resultados darano compost@6d
frente a bactéri&. colie 26efrente aP. aeruginosaA presenca de cadeia lipofilica com mais de
dez carbonos n&o contribuiu de forma efetiva para atividade.

O composto26a ndo apresentou problemas de precipitacdo por apresentar cadeia
lipofilica menor, entretanto apresentou uma CIM elevadakarali e P. aeruginosade 256,0 e
512,0ug/mL, respectivamente.

Os composto®6c-g mostraram-se tao ativos quanto o cloranfenicol frente aérlzect
gram-positivas testadas.

Para a série de amidas nao se realizou o teste de difusdo em Agar devidsidatkrde
mistura de solvente DMSO+Tween na solubilizacdo dos comp82mg Esta mistura de

solventes (DMSO+Tween) apresenta viscosidade acentuada e patkrininta difusdo do
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composto a ser testado, gerando duvidas com relacdo a validade dadass&lbr este motivo,
optou-se por realizar diretamente o teste de concentracdo iaibiddmima para a série das
amidas. Entretanto, ndo obtivemos resultados satisfatorios, uma vearguedos os compostos
o CIM foi superior a 1024,Qg/mL.

Estes resultados sugerem que a presenca da amida atua die rdeskvoravel na
manifestacdo da atividade bioldgica devida ressonancia do pd@nie do nitrogénio com a
carbonila e a possibilidade de formacao de ligagéo de hidrogénio intramolecular.

4.3.Testes antibacterianos frente a bact&iamireusneticilino resistente (MRSA)

Os cocos Gram-positivos, principalment8.caureuse os bastonetes de Gram-negativos
sdo as bactérias mais comuns isoladas de pacientes hamghitsltom infeccdo da pele e dos
tecidos moles (cSSTIs) (WEIGEL& al.,2005). Estes tipos de infecgdes bacterianas estao entre
as mais comuns em humanos, sendo as principais causas de intrdag@uas bacterianas
(VINH e EMBIL, 2005).

Apds a introducdo da meticilina e outras penicilinas semi-siagfmxacilina, nafcilina,
cloxacilina) surgiram cepas resistentes chamaugsicillin-resistant Staphylococcus aureds
(MRSA). A propagacao global detaphylococcus aureussistente a meticilina indica que se
trata agora de um patégeno de interesse para a saude publical.mAsglia, para graves
infecgbes causadas p@&. aureusmeticilino resistente, as alternativas terapéuticas sao os
glicopepitideos (vancomicina, teicoplamina) (TRABULSt al, 1999; CHOPRA, 2003;
ANWAR e BOKHARI, 2003).

Como foram obtidos resultados satisfatérios em testes ®nénareusrealizou-se testes
antibacterianos frente a amostras clinicaS daureusneticilino resistente (MRSA), isoladas de
pacientes do Hospital Universitario (HU) de Juiz de Fora entre os anos de 2009 e 2010.

Os testes foram realizados utilizando a mesma metodolograddilna determinagcédo do
CIM para as ATCC's, ou seja, através do método de diluigdo em caldo.

Os valores obtidos para a CIM dos compostos testados e para 0s sopnhite/os
empregados estado detalhadas na tabela 6. Por apresentareniilada@eacontra a amostra de

referéncia dé&. aureusos compostog6ae 26b ndo foram testados contra MRSA.

49



Avaliacao Antibacteriana

Tabela 6.Atividade inibitéria dos compost@séc-g

CIM (ugmL)

26a 26b 26c 26d 26e 26f 269 CloranfenicoMVancomicina

Amostras clinicas
isoladas - MRSA

176 320 80 80 80 160 64,0 1,0
178 1280 160 80 80 8,0 4,0 1,0
195 320 80 80 80 160 4,0 05
205 160 80 80 80 160 8,0 1,0
207 640 160 80 4,0 >1024,0 4,0 1,0
212 320320 80 80 >1024,0 8,0 1,0
215 160 160 40 80 >1024,0 64,0 1,0
218 160 80 40 40 8,0 64,0 05
225 1280 80 80 80 >1024,0 8,0 1,0
227 320 160 40 40 >10240 64,0 1,0
231 160 80 80 40 2,0 64,0 1,0
232 160 16,0 160 80 8,0 64,0 1,0
235 160 80 40 40 4,0 64,0 1,0
236 160 80 40 40 8,0 64,0 1,0
237 16,0 16,0 16,0 40 4,0 32,0 1,0
238 160 320 80 40 4,0 32,0 1,0
255 80 160 40 40 8,0 4,0 05
257 80 80 40 160 2,0 8,0 1,0
259 80 80 40 40 2,0 128,0 05
260 - - 160160 80 40 2,0 4,0 05
264 - - 80 80 20 40 160 8,0 05

Os potenciais inibitérios, CIbj e ClMgg, que correspondem a 50% e 90% de inibigdo
(tabela 7), foram determinados contra as 21 amostras cloecBRSA para os aminoalcoois
lipofilicos 26¢-g.Os resultados, mostrados nas tabelas 6 e 7, mostram que os cor2poestos

foram ativos contra todas as amostras de MRSA isoladas (CB0 = 128,0pug.mi). Os
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composto26e and 26f mostraram atividade antibacterianavitro mais potente, com Cldd =
8,0 ug.ml* para ambos, superior ao resultado obtido frente ao cloranfenicol. @®des
obtidos para a CIM dos compostos testados sdo superiores aos obtidoygracamicina que

apresentou CIM variando de 0,5 e figmi™,

Tabela 7. Atividade inibitéria dos compostd6c-g contra MRSA, expressados como G\
CIMgo (HgmL).

26¢ 26d 26e 26f 269 Cloranfenicol* Vancomicina*
CIMsg 16,0 8,0 8,0 4,0 8,0 16,0 1,0
CIMgo 64,0 16,0 8,0 8,0 >1024,0 32,0 1,0
Variacdo de
_  8,0-128,0 8,0-32,02,0-16,0 4,0-16,0 2,0->1024,0 8,0-128,0 0,5-1,0
concentragao

*Sensibilidade: Cloranfenicol: 43.7%; Vancomicid&0%
*Resisténcia: Cloranfenicol: 56.3%; Vancomicina: O

4.4 .Correlacdo entre lipofilicidade e atividade antibacteriana

A lipofilicidade de uma substancia quimica, definida por seu ceefieide particao entre
l-octanol e agua, € um importante parametro fisico-quimico queteredl habilidade do
composto a penetrar em membranas biolégicas. Esse coeficigmtessaxio como logP tem
grande influéncia na biodisponibilidade do farmaco, e é frequentementdaciomado a
atividade biolégica (WATERBEEMD & TESTA, 1987).

Na tentativa de estabelecer uma correlacdo entre atividadachetiana e lipofilicidade,
os valores de CIM dos compost®Sa-g expressos em mol'L foram primeiramente
transformados em pCIM e o logP foi calculado usando Chemdraw(O#rabridgeSoft) (tabela
8). Os dados obtidos foram submetidos a andlise de regressao linadp ws programa
Graphpad Prism (figura 32). Uma alta colinearidade (r2 > 0,9b®ervada entre os parametros
para trés ATCC's e para todas as amostras de MRSA, indicandoajiwedade antibacteriana
esta relacionada a lipofilicidade para essa série de compostos.

Através da regressao linear obtiveram-se as seguintes funcgoes:

S. aureuspCIM = 0,6575 logP + 2,109

S. epidermidespCIM = 0,5945 logP + 2,488
E. coli. pCIM =0,7480 logP + 1,805

MRSA: pCIM = 0,2413 logP + 3,812
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Tabela 8.Correlacéio entre pCIM (CIM expresso em mmid).& logP.

Coeficiente de
pCIM correlacéo de
Pearson (f)

20a 20b 20c 20d 20e 20f 20g
logP 1,02 1,86 2,69 3,11 3,53 4,36 5,2
S.aureus 2,49 3,45 3,67 4,68 4,70 4,73 5,36 0,90
S.epidermides 2,79 3,43 4,37 4,68 5,00 4,73 5,36 0,86
E. coli 2,49 3,13 4,06 4,38 41 ND ND 0,90
4287+ 4529+ 4842+ 4,842+ 5,030+
MRSA " " 0149 0156 0278 0278 0315 0.84

-8~ S aureus

& S. epidermidis
44 A -+ FE. coli

-+ MRSA

pMIC

logP

Figura 32. Regresséo linear pCIM x logP para as bactérias.

4 .5.Determinacédo da concentracdo bactericida minima

ApoOs a determinacéao da CIM, uma aliquota de cada tubo foi trdasfera placas de
Petri contendo meio solido TSA, sendo incubadas a 35+2°C por 24h para posterior verificacdo de
presenca ou auséncia de crescimento bacteriano. A concentragéacidactainima foi
determinada como a menor concentragdo do composto capaz de matentetal populacao
bacteriana. Quando ha crescimento bacteriano nas placas, mesmon&ntracdes mais
elevadas que a CIM, o composto poderia ser classificado comaidstéteco: ele inibe o
crescimento bacteriano, ou seja, ndo ocorre morte das célusidams (PIZSOLITTO e
POZETTI, 1987).

Analisando a tabela 9 verifica-se que o0s compo&sg ndo exibiram atividade
bactericida contrd. aeruginosa Os composto26c¢-e foram bactericidas contra. coli, nas
mesmas concentracées encontradas para o 2@ g 266 ou duas vezes o CIM26d). O
composto26¢ com menor lipofilicidade, mostrou atividade bactericida contra l#pestide

MRSA, com valores que variam de 8,0 a 53&0nL". As concentracdes bactericidas minimas
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obtidas para os compost@ée e 26f contra as cepas Gram-positivas foram comparaveis aos
valores de CIM obtidos (8,0g.mL™). Esses dois aminoalcoois também exibiram atividade
bactericida contra 13 dos 21 isolados de MRSA, em um intervalonderdracédo de 2,0 a 128,0
ng.mLe 4,0 a 128,0ug.mL™, respectivamente. Apesar 2&d ndo ser o composto mais ativo,
este mostrou efeito bactericida contra 19 das 21 estirpes de MiRBEAma concentracéo de
duas vezes o CIM (16,0 - 32)@g.mL™).
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Tabela 9.Concentracdo bactericida minima para os comp@sios)

Concentraco bactericida minirfay.mL™)

26¢C 26d 26e 26f 26¢ Cloranfenicol

Cepas de referéncia
Staphylococcus aureus

ATCC 29213 32,0 16,0 8,0 8,0 16,0 -
Staphﬁ‘%cgécfgzez%dermidis 1280 160 80 80 5120 128,0
e I
Pseudomonas aeruginosa i i i i i i
ATCC 27853
Amostras clinicas isoladas - MRSA
176 - 32,0 - 128,0 - -
178 - 32,0 128,0 - - -
195 - 32,0 - - - -
205 - - - - - -
207 - 64,0 - - - -
212 128,0 64,0 128,0 128,0 - 128,0
215 - 32,0 - - - -
218 128,0 - - - - 128,0
225 512,0 16,0 - - - 512,0
227 - 64,0 - - - -
231 16,0 32,0 8,0 4,0 4.0 16,0
232 16,0 32,0 32,0 16,0 8,0 16,0
235 32,0 320 40 32,0 8,0 32,0
236 320 16,0 4,0 8,0 8,0 32,0
237 16,0 32,0 16,0 4.0 4,0 16,0
238 16,0 32,0 8,0 4,0 4.0 16,0
255 8,0 320 8,0 16,0 16,0 8,0
257 8,0 64,0 8,0 16,0 8,0 8,0
259 8,0 32,0 4.0 16,0 2,0 8,0
260 32,0 32,0 16,0 4,0 8,0 32,0
264 640 320 20 8,0 64,0 64,0
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5 Avaliacdo Antifangica

Os fungos séo seres eucaridticos, com nucleo definido por uma membciear. A
membrana celular contém lipideos, glicoproteinas e esteréis. ditsm, as células de fungos
apresentam parede celular, mitocondrias, ribossomos ligados aoretidoplasmatico e um
citoesqueleto constituido por microtubulos, microfilamentos e filamentteymediarios.
Podemos observar que esses microrganismos possuem células téargeséls hospedeiras
gue é dificil elaborar estratégias terapéuticas espexdidgidas contra o parasita e atoxica para
o hospedeiro (SCHAECHTER® al, 2002).

Espécies deCandida tém sido relacionadas as infeccbes micoéticas superficiais e
sistémicas. Podem ser isoladas de até 60% da cavidade oral ttes,adsiandoCandida
albicans(figura 33) eCandida tropicalisas mais prevalentes (MARSH e MARTIN, 2005).

Atualmente, o tratamento de doencas causadas por fungos, caractecpatos
superficiais, pode ser realizado através do uso de agentes poli@nimer{cina B, nistatina) e
azodlicos (itraconazol, fluconazol, cetoconazol, dentre outros) (WINGESIER 2007). O uso
de antifungicos pode apresentar limitagbes, como o aumento da n@aistgelos
microorganismos e reacgoes indesejadas apresentadas pelos gadeste contexto, torna-se de
extrema importancia o estudo de novos agentes antifingicos que possarsades no
tratamento dessas doencas (BANSOD e RAI, 2008).

Figura 33. Candida albicanghttp://www.saudemedicina.com/candidiase/ acessado em
02/12/12)

Para realizacdo dos testes antifUngioositro € possivel utilizar diferentes métodos
padronizados como, por exemplo, a macrodiluicdo em caldo, a microdiluic&al@émn(figura
34) e 0o método de difusdo em disco. Em nossos estudos optou-se pelo métartodikiigao
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em caldo por apresentar maior facilidade de execucéo, permitir aatélisn amplo nimero de
amostras e economicamente € mais viavel (COLOMBO e ALVES, 2002).

A atividade antifangica dos compost@éa-g foi testada contra quatro espécies de
Candida (C. albicansATCC 22019 C. tropicalis ATCC 750,C. glabrata ATCC 18804 C.
parapsilosisSATCC 90030). Os valores de CIM estao representados na tabela it@@nazol
foi usado como controle positivo.

Figura 34.Placa de 96 pocos, utilizada na metodologia de microdiluicdo em caldo.

Tabela 10.Resultados da avaliacéo antifingica dos comp@&asy

CIM (pgmL)
26a 26b 26c  26d 26e 26f 26g itraconazol
Ci@é‘?‘;%igns nt Nt 40 40 40 40 160 nt
Carﬂ‘?g;’ggca"s >512,0 >5120 320 640 80 80 320 >512,0
CaA’fCi:dé‘ fé%%rjta 5120 2560 80 40 20 20 80 256,0
Ca”Ad‘Tdé‘Cpgg’(‘)%sg'OSis >512,0 >512,0 320 320 80 40 80 >512,0

NT: nao testados

Os composto&6e e 26f foram os mais ativos, com CIM variando de 2,0 ap@0ni™.
Podemos observar através da analise dos resultados de avaliadaagieati que os
aminoalcoois com menor lipofilicidad26a e 26b) foram 0s compostos menos ativos contra 0s
fungos testados. Embora uma correlagdo moderada (0,79 <r < 0,99) pestalsdecida entre
pCIM e logP para os compost@sc-26f (Figura 35), a cadeia carbbnica mais longa com 14
atomos de carbon@§g) resultou na perda de atividade contra todos os fungos estudados.
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6.0+
55 —e~ C.albicans® = 0.99
' A a = C. tropicalisr’ = 0.58
o) 5.0 -+ (C.glabrata =079
= 45 - C.parapsilosis r* = 0.90
4.0-
|
3.5 r r T T ,
25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

logP

Figura 35. Regressao linear pCIM x logP para as diferentes espédizandéda
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6 Ensaios de Viabilidade Celular e Produgcdo de NO

Ensaios dén vitro de viabilidade celular sdo de extrema importancia no desenvolvimento
de compostos com potencial atividade biolégica visto que fornecem affoes relacionadas a
biocompatibilidade dessas substancias (ROGER4D, 2003).

Estes ensaios foram feitos no Instituto de Imunologia da UFJFupebvisdo do Prof.

Dr. Gilson Costa Macedo.

6.1.Testes de Viabilidade Celular

A determinacéo da viabilidade e proliferacdo celular se tornou egnalbgia essencial
nas pesquisas de novos compostos com potencial atividade biol6gica. Enkaiosétricos
modernos tem sido otimizados para 0 uso em microplacas, permitindo s ermiostras
sejam analisadas rapidamente e simultaneamente (WEYERMARBI 2005).

O estudo de viabilidade celular vitro dos composto26c-g foi realizado através do
método colorimétrico de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,%ediltetrazélio) apos
cultivo das células de macrofagos J774 por 48 horas. Esse ensaio téstamsensivel,
quantitativo e de confianca, além de ser rapido e apresentardogioo Consiste no ensaio de
proliferacdo celular que quantifica a habilidade das célulasisié@g@uzirem o sal amarelo de
MTT em cristais purpuros de formazan (Figura 36A), usando uma @nxnocondrial, a
succinato desidrogenase. A leitura é feita em um espectratrdinitor de Elisa (Figura 36B),

onde a absorbancia é determinada a 570 nm.

(A)
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Figura 36. (A) Avaliacdo da viabilidade celulgpelo método do MTT; (B) Aparelho de
microplacas com placa de cultura para leitura das absorbancias apeséealia teste do MTT.
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Foram considerados como satisfatorios os resultados que mantivexaabilalade
celular acima de 70,0% (ALMEIDA, 2010). A tabela 11 e a figura@&sentam os resultados
obtidos para os compost?6c-g

Os composto&6¢-endo foram citotéxicos em concentracdes inferiores apddraL™. O
composta26g foi atéxico nas concentracdes abaixo deph@nL’ (viabilidade celular de 82%
nesta concentracdo). O compog&tf apresentou viabilidade celular abaixo do limite proposto
para todas as concentracdes testadas.

Ao contrério do esperado observa-se para os comp®8tos 26d uma diminuicdo da
viabilidade celular com a diminuicdo da concentracdo testada (deat,@,ppg.mL"). N&o
podemos excluir a possibilidade da existéncia de algura no preparo de solucdes,
manipulacdo das microplacas durante o experimento e até mesom algo com o
equipamento. Porém, esta possibilidade € minima uma vez ejpeomento foi realizado trés
vezes e em triplicata. Apesar destas discrepancias, bsidades determinadas para estes
compostos permaneceratima do limite estabelecido. Mais estudos tornam-se régteEspara

esclarecer esta questéao.

Tabela 11. Resultados de viabilidade celular obtidos através do ensaio de MTETopar

composto6a-g

Viabilidade Celular (%)

26¢ 26d 26e 26f 269

100,0pg.mL* 3,5 2,2 31 41 0,0

50,0pg.mL* 5,5 45,8 13,2 5,2 0,0

10,0pg.mL™* 98,6 97,8 77,2 50,1 17,4
1,0pg.mL* 76,2 71,6 80,6 55,6 82,6
0,1ug.mL* 89,1 76,9 81,1 55,9 100,0
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Gréfico Viabilidade Celular (J774)
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Figura 37. Grafico de Viabilidade celular obtido para os compo26rsg

6.2.Avaliacdo da capacidade inibitéria na producdo de éxido nitrico

Em nosso organismo, uma grande variedade de células apresenidacapde produzir
oxido nitrico. Como exemplo pode-se citar células do musculo liso, rmgosffibroblastos e
células tumorais. Assim, o NO pode mudar bruscamente atividadekdisas, funcdes
vasculares, processos inflamatoérios e a resposta imunolégica (HENDER&QN999).

A concentracdo de NO foi mensurada através do método de Griesgpaqudica os
nitritos acumulados nos sobrenadantes de culturas celulares, uma welkiQuepresenta tempo
de meia vida muito curto e origina nitritos em solugéo aquosa.

Devido a similaridades estruturais dos compostos sintetizadosrepmsto FTY720 {2-
amino-2-[2-(4-octilfenil)etil]-1,3-propanodiol}, esse método foi utilizadoapadeterminar a
producdo de oxido nitrico das células quando tratadas com os compesipsEsses foram
testados por este método nas concentracées de 1,0; 10,018 .25.,0 e os resultados podem
ser analisados através do gréfico mostrado na figura 38.

Todos os compostos mostraram elevada inibicdo de NO a partir dantragéo de 10,0
ng.mL* (tabela 12 e figura 38). E importante lembrar que o composto néo pai@&eico na
concentracdo responsavel pela auséncia de NO porque, se iSSO essaeauséncia estara
ligada a morte celular e ndo a inibicdo causada pelo compostot@he.Somo mostrou o
estudo de viabilidade celular, com exceca@@loe 26g 0os demais compostos ndo apresentaram

citotoxicidade na concentracdo de 19gomL™.

60



Ensaios de Viabilidade Celular e Avaliagédo da capacidade Inibitoria da Producéo de NO

Podemos observar que a capacidade de inibicdo de NO para os con2postoé

superior a 80% a partir da concentracéo de [16.0L" (tabela 12).

Tabela 12. Resultados da capacidade inibitéria de NO (%) obtidos para produgdxidde

nitrico por macrofagos J774 estimulados com LPS + Interfe@m-U/mL e tratados com o0s
composto6c¢-g

Capacidade Inibitoria (%)

26¢ 26d 26e 26f 269
1,0pg.mL* 6,6 5,2 16,5 0 0
10,0pg.mL* 86,2 83,3 86,6 82,7 78,8
25,0pg.mL* 86,6 86,2 86,7 85,4 81,1
Meio + LPS 0 0 0 0 0

Podemos concluir que os compos?ég, 26d e 26e apresentam um promissor potencial

anti-inflamatorio, visto que exibem maior viabilidade celular enanegproducdo de NO na
concentracdo de 10,0g.mL™. Assim, a avaliacdo da producdo de citocinas, intimamente
relacionadas ao processo inflamatério, tais como o dNFa IL-13, é 0 passo primordial a ser

seguido nas proximas etapas de nossos estudos na area da imunologia.

Producéo de NO
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Figura 38. Producao de oxido nitrico por macrofagos J774 estimulados com LPS + Intgrferon-

20 U/mL e tratados com 0s composkés-g
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7 Analisein silico dos Parametros ADMET

Compostos estruturalmente parecidos tendem a apresentar atividadi@gicds
similares, mas podem apresentar diferentes poténcias, eribasefolaterais e em alguns casos
até mesmo atividades diferentes. As diferencas estrutrgl@isionadas sé@o referidas como
relacdo estrutura atividade. Estas relacbes sdo determfaadado-se pequenas alteracdes nas
estruturas dos prototipos, seguidas da avaliacdo do efeito queiest@as sobre a atividade
bioldgica (GARETH, 2003).

Existem diversas formas de realizar modificagbes estrutwaimzes de alterar a
atividade, com possibilidade de melhorar ou diminuir os efeitos dedadii A alteracdo do
namero de grupamentos metileno em uma cadeia, alteracédo do greatdeacao, introducao
ou remogao um sistema de anel representam formas de reatzestudo estrutura atividade
(GARETH, 2003).

A acdo de um farmaco, quando administrado a humanos ou animais, pode ser dividida em
trés fases: fase farmacéutica, farmacocinética e fadirgimica. Na fase farmacéutica, ocorre a
desintegracdo da forma de dosagem, seguida da dissolucdo da subsi@acid dhase
farmacocinética esta relacionada com os processos de absorgdoyichst, metabolismo e
excrecdo (ADME) e a fase farmacodinamica abrange a ¢atrdo farmaco com seu alvo
(receptor, enzimas etc.) e a consequente producédo do efeito terapéutico (PERBIRA

Como existem diversas modificacdes possiveis no estudo estrutudadsi para um
determinado composto, a abordagarsilico € comum no desenvolvimento de novos farmacos.
Assim, é feita uma previsdo do processo de ADME junto com a toxécideDMET) a fim de
acelerar o processo de descoberta, desenvolvimento de farmacos,etig@nicie, economia e
ética neste processo. Este método pode ainda definir a biodisponibiliddéeitos toxicos de
uma molécula (HANSCIHét al, 2004; VAN DE WATERBEEMD e GIFFORD, 2003).

A boa biodisponibilidade oral € um dos atributos mais desejaveis de unfanmaco. A
predicdo desta propriedade foi realizada pela primeira vez pwnski e colaboradores
(LIPINSKI et al, 2001) através da “regra dos cinco de Lipinski” que define pardsnedpazes
de identificar compostos com problemas de absorcéo e permeabiliHatieregra define que
para uma boa absorcdo e permeabilidade uma molécula deve ateadeepes$ trés dos cinco
parametros a seguir:

> numero de grupos aceptores de ligacdo hidrogénio (nALH) é menor ou itial a

(expresso pela soma dos atomos Nre®nolécula);
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> namero de grupos doadores de ligagdo hidrogénio (nDLH) menor ou igual a 5
(expresso pela soma de @HNHna molécula) ;
> massa (MM) molecular menor ou igual a 500 g/mol,

> logP calculado menor ou igual a 5.

Outro fator que interfere na biodisponibilidade oral e pode ser iatadar como uma
extensdo das regras de Lipinski é a area de superficie p8kar ¢B ingléspolar surface arep
A PSA é definida como a soma da superficie de atomos em whéauta polar e deve ser
menor ou igual a 140A para resultar em uma boa permeabilidade dadanmanembrana
celular.

A porcentagem de absorcdo pode ser calculada a partir do valBSAleusando a
seguinte equacao (ZHAE& al, 2002):

% ABS =109 - 0,345 x PSA

Os dados tedricos a serem relacionados ao potencial comportamerdooi@Enético e
toxicologico dos compostos sintetizadd6a-g e 32a-g foram obtidosin silico usando o
programa Osiris® Property Explorer da Actelion Pharmaceutichifp:/{www.organic-
chemistry.org/prog/peo/). Esse programa utiliza uma lis&806 fragmentos moleculares, onde
a frequiéncia de ocorréncia de cada fragmento é determinada coenbasna colecdo de 3300
farmacos comerciais e 15000 compostos ndo comerciais da colecao Fluka.

Os dados obtidos estdo relacionados ao risco de toxicidade (mutagémicmgénico,
irritante e efeitos no sistema reprodutorgruglikeness (semelhanca com farmacos) e
“drugscoré (indice de aproximacgéo para se tornar um potencial candidato a farmaco).

Os valores de area de superficie polar (PSA) foram calculathses do programa
Molinspiration (http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties).

Os dados obtidos nesse estudo encontram-se nas tabelas 13, 14 e 15.

De acordo com a tabela 13, todos os derivados apresentam nimero deageppaes
de ligacao hidrogénio entre 5 e 7, numero de grupos doadores de ligagcdoniodmgd a 3 ou
4 e massa molecular entre 283,4 e 437,3 g/mol, dentro dos padrbes @dt@beler Lipinski.
Os compostos apresentaram valores de lipofilicidade que variardn6@e 5,20dentro ou
muito proximos dos padrdes recomendados. Os compostos citados néo violésado pae
uma das regras de Lipinski, podendo-se sugerir que esses compostrsanaproblemas com

a biodisponibilidade oral.
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Os compostos apresentaram ainda valores de PSA inferiores A2 1(80,95< PSA
<99,02) indicando uma boa permeabilidade do farmaco através da membraréiqgdaselular,
com valores de porcentagem de absorcéao variando de 74,8 a 80,7%. Bbdergar que 0s
valores de absorcdo sdo superiores ao valor apresentado pelo clorgniessciferiores aos
valores apresentados para o FTY720.

A solubilidade de um composto em agua afeta caracteristieasonadas a distribuicao
e absorcdo. De maneira geral, 80,0% dos farmacos do mercado aplegsrduperior a -4. Os

menores resultados de logS foram obtidos para os compRésteS2g.

Tabela 13.Regras de Lipinski, porcentagem de absor¢cdo e area de sappolEr para os

composto6a-ge 32a-g

Comp. %ABS IZ;)A Regras de Lipinski

nALH  nDLH  logP MM violg(;ées 38&“;’)'
26a 80,70 81,95 5 4 1,02 283,36 0 -1,62
26b 80,70 81,95 5 4 1.86 311,42 0 -2,16
26¢ 80,70 81,95 5 4 2,69 339,48 0 -2,70
26d 80,70 81,95 5 4 3,11 353,26 0 -2,97
26e 80,70 81,95 5 4 3,53 367,52 0 -3,24
26f 80,70 81,95 5 4 4,36 395,59 0 -3,78

269 80,70 81,95 5 4 5,20 423,64 1 -4,32
32a 74,84 99,02 6 4 0,60 297,16 0 -1,75
32b 78,99 86,99 5 3 1,43 325.15 0 -2,29
32c 78,99 86,99 5 3 2.27 353,22 0 -2,83
32d 78,99 86,99 5 3 2.69 357,24 0 -3,10
32e 78,99 86,99 5 3 31 381,51 0 -3,37
32f 78,99 86,99 5 3 3,94 409,28 0 -3,91
329 78,99 86,99 5 3 4,77 437,31 0 -4,45
cloranfenicol 69,20 115,38 7 3 -0,18 282,12 0 -2.37
FTY720 86,06 66,48 4 3 4,01 307,25 0 -3,65
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A tabela 14 apresenta 0s riscos toxicologicos para 0os compostestedo. Deve-se
ressaltar que mesmos as substancias que ndo apresentansatopadem apresentar efeitos
Nocivos ao organismo, uma vez que estes estudos apenas auxilianifieaici&ntde compostos
com potencial biolégico.

Todos os compostos sintetizados apresentaram um baixo potencial nuataigétainte e
de reproducédo. Apenas 0s compo&bse 32b apresentaram alto risco tumorogénico e irritante,
respectivamente. Os resultados desta analise mostram que ostosmspstizados apresentam
toxicidade tedrica inferior ao cloranfenicol. O composto FTY720 tamim@sirou alto risco

irritante.

Tabela 14.Toxicidade tedrica obtida a partir do progra@eiris® Property Explorer

_ o Risco _ _ Risco
Composto Risco Mutagénico Tumorogénico Risco Irritante Reprodutibilidade
26a Baixo Baixo Baixo Baixo
26b Baixo Baixo Baixo Baixo
26¢ Baixo Alto Baixo Baixo
26d Baixo Baixo Baixo Baixo
26e Baixo Baixo Baixo Baixo
26f Baixo Baixo Baixo Baixo
269 Baixo Baixo Baixo Baixo
32a Baixo Baixo Baixo Baixo
32b Baixo Baixo Alto Baixo
32c Baixo Baixo Baixo Baixo
32d Baixo Baixo Baixo Baixo
32e Baixo Baixo Baixo Baixo
32f Baixo Baixo Baixo Baixo
32¢g Baixo Baixo Baixo Baixo
Cloranfenicol Alto Alto Baixo Alto

FTY720 Baixo Baixo Alto Baixo

Um valor positivo para druglikeness mostra que o composto contémnpireantemente
fragmentos que estdo freqlientemente presentes em medicamené&rsiatsne indica se a

substéancia tem potencial para se tornar um farmaco.
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Valores positivos de drugscore entre 0,1 e 1,0 indicam que a moléculanconté
predominantemente grupos farmacofoéricos, que sdo freqlientementegaresemhedicamentos
comerciais. O valor de drugscore combina registros de druglikdipesdicidade, solubilidade,
massa molecular e riscos de toxicidade em um Unico valor prategode ser utilizado para
predizer o potencial global dos compostos como candidatos a novos far@aaot mais
préximo de 1,0 for o resultado, maior sera a probabilidade de sucesso (HANSICE004)

Os valores de druglikeness e de drugscore estdo na tabelapdiera ser mais bem
interpretados através dos graficos da figura 39. Os valores giecdre variaram de 0,10 a 0,47

e os valores de druglikeness de -36,79 a -4,61.

Tabela 15. Valores de druglikeness e drugscore obtidos pelo programas®diioperty

Explorer.
Composto Druglikeness Drugscore

26a -20,89 0,47

26b -28,78 0,27

26¢ -36,79 0,43

26d -36,79 0,41

26e -36,79 0,39

26f -36,79 0,32

269 -36,79 0,25

32a -15,08 0,47

32b -22,96 0,27

32c -30,97 0,42

32d -30,97 0,40

32e -30,97 0,37
32f -30,97 0,24

329 -4,61 0,10
Cloranfenicol -15,08 0,47
FTY720 -25,86 0,23
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Druglikeness Drugscore

-10
-15
-20
-25
-30
-35
-40

Figura 39. Valores de Druglikeness e Discore dos compost@6a-ge 32a-g cloranfenicol e
FTY720.

Levandose em consideracéo os resultados obtidcdrugscore @ruglikeness, o melhor
resultado foi obtido para o compo<26a e 323 pois apresentaram maiores resultados pa
valores de druglikeness e valores de Drugscore pradisimos a 1,0. Através da avaliac
biolégica realizadas nessrabalho vimos que ses compostos nédo apresentaram bons resu!
para os testes abzados (antibacterianos e antifingicos). Asspodemos evidenciar
importancia de realizagdo de tesin vitro contra outras atividades biologicas, como te

anticancerigenos, antiparasitarios, imunossupressdentre outrc
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8 Testes Fisico-quimicos

O estudo das propriedades surfactantes de compostos da sériégndas@mealizado no
departamento de quimica da Universidade Federal de Vigosa, carilio do Prof. Dr. Luis
Henrique Mendes da Silva.

Foram realizados:

Determinacdo da temperatura Krafft (compo2@s-1);

Estudo da CMC por medidas de espectroscopia UV-VIS (compéeto
Estudo da CMC por medidas de condutividade (com&do

Estudo da CMC por experimentos de calorimetria (ITC) (com&&do

D N N NN

Para esses testes foi utilizado o comp@&mda série das aminas devido a similaridade
estrutural dos compostos e também devido ao tempo reduzido para @ealipactestes. As

amidas nado foram testadas por ndo apresentarem solubilidade em agua.

8.1. Determinacdo da Temperatura Krafft dos surfactantes

Em certa concentracdo (CMC), os surfactantes iniciam o pooo#ssagregacao
formando estruturas denominadas micelas. A temperatura promosedes do tipo cristais
hidratados>-mondmeros-micelas, caracterizando a temperatura Krafft de um surfactant
ibnico. Essa transicdo é caracterizada por uma rapida mudarmpap@esdades fisico-quimicas,
em particular a solubilidade. Na Temperatura Krafft observaraeaumento drastico na
solubilidade da solucéo de surfactante em um pequeno intervalo de temperatura.

A solubilidade dos surfactantes foi determinada de maneira visoalpanhando-se a
turbidez das solugdes.

Uma solugdo aquosa 6,0 mg/mL do composto analisado foi preparada e aquecida
lentamente até completa dissolugdo. Em seguida, o tubo contendo @ dolugesfriado e
deixado a temperatura ambiente até surgimento de turvacdo. Aratun@eda solucao foi
anotada e foi adicionado um pequeno volume de agua ao tubqu@Gim de obter solucdes
mais diluidas. Esse procedimento foi repetido até ndo observar turvacéo da solucao.

Os composto26a e 26b ndo foram testados devido sua maior solubilidade em solugéo, o
que exigiria uma quantidade maior de amostra para o0 tesEBN@bsto26g apresentou baixa

solubilidade em agua e por isso néo foi testado, uma vez que sedassar@as temperaturas
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elevadas para realizagdo do teste. O aumento brusco na temgpera influenciar nas
concentracbes em estudo devido a perdas do solvente por evaporacaouldadés de
visualizacao da precipitacao.

O gréfico da temperatura (°C) x solubilidade (mgnabtido para o compos@Bc esta

representado na figura 40 e foi utilizado para determinar a temperatuita Kraf

11

10 L

©
1

Solubilidade / mg L™

sL—
20 24 28 32 36

Temperatura/ T

Figura 40. Grafico da temperatura (°C) x solubilidade (mghabtido par£26c

Considerou-se como temperatura Krafft o primeiro ponto da curva omibseseou uma
mudanca brusca na solubilidade da solugcdo de surfactante. Osdesswlbdidos (tabela 16)
mostram que a temperatura Krafft quase ndo muda com o aumentedalipofilica presente

na estrutura.
Como se trata de um método visual, alteracfes de temperaturar@sfe um grau sao

dificeis de observar.

Tabela 16.Determinacéo da temperatura Krafft dos compadast.

Tensoativo Temperatura Krafft (°C)

26¢C 30,0
26d 30,0
26e 30,0
26f 32,0
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8.2. Determinacdo da CMC por medidas de condutividade

A condutometria € uma técnica que mede o fluxcodeiate elétrica através de uma solucdo
eletrolitica. Fatores como a voltagem aplicadacereentracdo, carga e mobilidade dos ions em
solucéo podem afetar a intensidade do fluxo dectarelétrica. A mobilidade dos ions em solucao
depende da viscosidade, temperatura e do volunredmdmico (geometria e intensidade de
solvatacdo) (SHEDLOVSKY e SHEDLOVSKY, 1971). Comoamndutividade depende do nimero
de ions em solucéo, so é possivel a determinac@®d@apara surfactantes ibnicos (FRAHMal,
1980).

O aumento da concentragdo de surfactante na scungdisada ocasiona um aumento na
condutividade especifica, a relacdo obtida entreadracdo e condutividade especifica € uma
relacéo linear.

A Figura 41representa um grafico tipico da condutividade especiéiceusconcentracao
molar de surfactante (MORAES e REZENDE, 2004). O aumento ddutweidade abaixo da
CMC depende da condutividade molar das espécies em solucdo. Paiitoslefiortes a
concentracdo de ions na solucdo é proporcional a concentracdo deosletditionados. Para
eletrolitos fracos a concentracdo de ions em solucdo, e conseqerdsteancondutividade,
depende do grau de dissociacdo do eletrélito adicionado. Acima da CMCon@snaros
adicionados a solucdo serdo responsaveis pela formacdo das miocglastoPhaverad uma
variacdo brusca do perfil da curva de condutividadesusa concentracdo de surfactante
adicionado em solucdo, uma vez que o incremento da condutividade da solughadicao de
surfactante € menor. A CME€ definida como a concentracdo do surfactante no ponto que o
perfil de condutividade muda.
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Figura 41. Variagcdo da condutancia em funcdo da concentracao de surfactante
adicionado em aguazd °C (MORAES e REZENDE, 2004).

Para a determinacdo da CMC do comp@&imem meio aquoso preparou-se uma solucao
aquosa 0,01 mol:t do produto. Aliquotas (50,0L) dessa solucdo foram adicionadas sobre
20,00 mL de agua deionizada, sob agitacdo, medindo-se o valor da condutbbtddeapos
cada adigéao.

A variacdo da condutividade em funcdo da concentracd@6desta representadaa

figura 42. Nao se observou mudanca no valor da condutancia em nenhum pontacdagnafi
aumento da concentracao do tensoativo.
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Figura 42. Gréfico da variagdo da condutancia em funcdo da concentragédo do sur@tante
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8.3. Estudos da CMC por medidas de espectroscopia UV-VIS

O método de determinacdo da CMC atraves de espampia de absorcdo UV-VIS para
uma concentracao fixa do corante esta relacionaddgagdardo espectro de absorcédo do corante em
funcdo de acréscimos do surfactante a solucao.rigdanca se deve a incorporacdo do corante
dentro das micelas formadas a partir da CMC atépomto maximo, que se refere a total
solubilizacdo do corante dentro das micelas. Costé epresentado na figura 43, este ponto
maximo representa o valor da CMC (MORAES e REZENEIDA).

0,30+

a)
CMC = 6 mmol/L
s SDS em agua
@ 025 '.}\
: ™\
@ f \
a2 /
D )
8 o020 [ \
< IIII TTe— -— g 3
II|I
=
0,15
0 5 10 15 20 25 30
[SDS] (mmol/L)

Figura 43. Medidas de absorbéancia para diferentes concentragcfes de surfactantes (SDS
C12H250SGNa) utilizando o corante sudan 111 (504 nm) em agua (MORAES e REZENDE,
2004).

Uma solucdo estoque do compos?6c na concentracdo de 2,665tol.L™" foi
preparada e diluida em agua ultra-pura para obter solucdes de caidesntta ordem de P&
10° mol.L™. O corante utilizado foi 1-nitroso-2-naftol (1-N-2-N).

As medidas de absorbancia mostradas a partir do grafico obtidoa(fggd) nédo
permitiram uma determinacédo exata da CMC, uma vez que o copater@ou solubilidade
parcial em agua causando interferéncia nos resultados obtidos. Omgoabeo da curva foi

obtido para uma concentracdo de 0,5 mM. Planeja-se repetir as mesdidde o corante Sudan

[l (MORAES e REZENDE, 2004), pois este apresenta total insolubilidade em agua
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Figura 44. Grafico de absorbancia x Concentracéo de tensazéivfmol.L™).

8.4. Determinacdo da CMC por Titulacdo Microcalorimétrica Isotérmic@)(

A entalpia associada a mistura de duas solu¢cdes de composi¢cOentehfgrode ser
medida por ITC (do inglésothermal titration calorimetry)JTC). Dessa forma, 0s processos
fisicos e quimicos podem ser acompanhados pela liberacdo ou absorgiergi@. O
calorimetro € composto, basicamente, de uma cela de referé&mntia eela de amostra (figura
45). Pequenas aliquotas de um determinado composto sao injetadas atuavéseenga a cela
de amostra e a energia produzida ou consumida é medida em funcApddHEERKLOTZ e
SEELIG, 2000). O sistema também contém um sistema de agit@@@o garantir a

homogeneidade da amostra.
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Figura 45. Descricao do calorimetro CSC 4200: a) foto da parte exterior do calorimetro; b)
Esquema do funcionamento do calorimetro ITC; c) torres e cela da amosti@eciaf
(MAGESTE, 2009).

Cada medida de fluxo de energia gera um pico que representa a exsm@tiada a
injecdo de um pequeno volume da solucéo da seringa na solucdo presséhidarde amostra.
Os valores de entalpia de reacdo sdo obtidos por integracdo léadetedcorridas a partir da
linha base (curva de fluxo de cal@rsuso tempo), como esta representado na figura 46. Sinais
positivos de poténcia resultam de fendmenos endotérmicos e sinaitzvazegasultam de
fendbmenos exotérmicos (GOMES, 2009).
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Figura 46. a) Variacdo de poténcia durante injecbes consecutivas de solucdo de
surfactante; b) Resultado de integracdo de cada pico resudtatitelacdo a partir da
linha base correspondente a variacdo de entalpiui¢al.s") versusa concentracdo do
titulante na cela (mmol) (NIEMIEC, 2008).

74



Tested-isico-quimicos

As titulagdes foram realizadas utilizando-se o calorimetro com uma faixa de
concentracéo de Foa 10" mol.L™*, porém n&o houve deteccéo de variacdo de energia durante as
titulacdes.

Como conclusdo, as técnicas empregadas até o momento nao foraemtssfipara
determinar a CMC. Outras analises, como de espalhamento dinamlieo (@S - do inglés
dynamic light scattering estdo sendo realizadas com objetivo de identificar presenca de
agregados formados em solucdo aquosa. Esta é uma técnica na@,iussipermite a analise
da distribuicdo e medida do tamanho dos agregados formados no processeratgant
(PECORA, 1985; KASZUBA, 2004, MENDOZA-ESPINOS# al, 2007).
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9 Parte Experimental

9.1. Materiais e Métodos

As reacdes foram monitoradas por cromatografia em camagaddeltilizando como
fase estacionaria silica gel 60G (com ou sem fluoresceina)ammas de vidro. Como
reveladores utilizou-se vapores de iodo e lampada ultravioleta (UV).

A verificagdo do andamento e pureza reacional foi realizadaéatde cromatografia em
camada delgada. Utilizou-se silica gel 60G em laminas de vidro.

Os reagentes utilizados para a sintese dos compostos bem comoeosesoP.A.
utilizados na purificacdo sao das marcas: Merck, Vetec e Sigma Aldrich.

Os solventes anidros empregados foram obtidos por destilacdo. @lrdaéirano foi
previamente destilado sob sddio/benzofenona e estocado em frasco com peneaitamdeldcO
A. O tolueno foi refluxado sob sddio/benzofenona por 3 h, destilado e armazssiado
nitrogénio em peneira molecular 4,0 A ativada. O metanol foi xaflo e destilado com
magnésio metalico/iodo. Todos os tratamentos seguiram procedimestogodena literatura
(PERRINet al.,1987).

Os espectros no infravermelho foram registrados em um espectrdfadme
BOMEMFTIR MB-120 no departamento de quimica da UFJF na faixa de 4@D0 cnt
usando discos de KBr.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ¥oate cB3 foram
obtidos a 300 MHz e 75 MHz, respectivamente, em um espectrometrEBRAOVANCE
DRX/300 no departamento de quimica da UFJF.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho digital de ponto dedéusa
Microquimica, modelo MQAPF do departamento de quimica da UFJF.

As numeracdes para os atomos de hidrogénio e de carbono dos composipadsisitet
neste trabalho utilizados para atribuicdo dos sinais nos especkdéNlde’H e de**C, podem
nao corresponder aquela utilizada na nomenclatura [IUPAC.

Os espectros de massa de alta resolugdo (HRMS) foram aditiideés do espectrdmetro
Micromass LCT (ICSN — Franga) usando ionizagéo eletrospemaksador por tempo de v6o
(ESI-HRMS).

Para os testedrt silico”, os valores de logP (coeficiente de particdo) foram obtidos a
partir do simulador Chemdraw 11.0, versdo 2007. Para predizer os efeitogicidade das
substéancias sintetizadas foi utilizado o programa Osiris Prdpeptgrer. O estudo relacionado
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a biodisponibilidade oral foram realizados através do Molinspirationeoplioperty calculation

toolkit, disponivel em http://www.molinspiration.com.

9.2. Sintese e caracterizacao dos aldeidos alquilados 24a-g

9.2.1. Procedimento geral

A uma mistura dep-hidroxibenzaldeidd®3 (13,5 mmol) em 10,0 mL de DMF foram
adicionados 27,0 mmol de,BOs. A reacao foi deixada a 70°C sob agitacdo magnética por 1h.
Em seguida, adicionou-se 20,3 mmol haleto de alquila e 6,8 mmol de iodet@skqdd meio
reacional foi aquecido a 80°C sob agitagdo magnética por 4 horas.

Verificou-se o término da reacdo por CCD (Hexano/AcOEt 7,0/3,0 %v/vine®
reacional foi diluido com 50,0 mL de agua e extraido 3,0 vezes conmB8Qj@ éter etilico. A
fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada, o selkembvido por evaporagéo
sob presséao reduzida e o material obtido foi purificado por cromatografcoluna de silica gel
(AcOEt/Hexano).

Com excecado do compostilg os demais compostos apresentaram-se na forma de

liquidos incolores, em rendimentos satisfatorios que variaram de 56 a 81% (Tabela 17)

Tabela 17.Estequiometria e rendimentos da sintese dos aldeidos alqudgs

Compostos CH(CH,),X (20,3 mmol) Kl (6,8 mmol) Rendimentos (%)
24a n=3; X=Br; (2,8 ) 119 81,0
24b n=5; X=CI; (2,5 g) 119 71,0
24c n=7; X=Cl; (3,0 g) 11g 69,0
24d n=8; X=Br; (4,2 g) 11g 74,0
24e n=9; X=Cl; (3,6 9) 11g 59,0
24f n=11; X=ClI; (4,1 g) 11¢9 56,0
249 n=13; X=CI; (4,7 ) 11¢9 75,0

9.2.2. Caracterizacao dos aldeidos alquilados 24a-g

Os dados fisico-quimicos e espectrométricos dos aldeidos alqui2ddeg estéo
descritos a seguir. No apéndice 1 encontram-se disponiveis seus respqutieinees

4-(butoxi)-benzaldeido (24a)
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o}
8 11 Formula Molecular: C{{H;4,0,
2 4 6 10 H Massa Molar: 178,10 g/mol
NN 9 Estado fisico: 6leo
1 3 9577
24a

RMN de *H (300 MHz, CDC}) d(ppm): J 0,94 (t,J = 7,5 Hz, 3H, H-1); 1,46 (seX,= 7,5 Hz,
2H, H-2); 1,75 (quiJ = 7,5 Hz, 2H, H-3); 3,99 () = 7,5 Hz, 2H, CH); 6,94 (d,J = 8,7 Hz, 2H,
H-6 e H-7); 7,78 (dJ = 8,7 Hz, 2H, H-8 e H-9); 9,83 (s, 1H, COH).

RMN de *3C (75 MHz, CDC}) d(ppm): 513,9 (C-1); 19,3 (C-2); 31,2 (C-3); 68,3 (C-4); 114,9
(C-6 e C-7); 129,9 (C-10); 132,1 (C-8 e C-9); 164,4 (C-5); 190,9 (C-11).

4-(hexiloxi)-benzaldeido (24b)

(6]
8 19 13H Férmula Molecular: C5H;50,
2 4 6 12 Massa Molar: 206,13 g/mol
1/\3/\g\o 21 Estado fisico: 6leo
24b

RMN de H (300 MHz, CDC4) d(ppm): & 0,86 (t,J = 6,8 Hz, 3H, H-1): 1,26-1,33 (m, 4H, H-2
e H-3); 1,37-1,43 (m, 2H, H-4); 1,76 (qui= 6,8 Hz, 2H, H-5); 3,98 (tJ = 6,8 Hz, 2H, H-6);
6,94 (d,J = 8.6 Hz, 2H, H-8 e H-9); 7,76 (d,= 8,6 Hz, 2H, H-10 e H-11); 9,82 (s, 1H, COH).
RMN de *°C (75 MHz, CDC}) &(ppm): 5 14,1 (C-1); 22,7 (C-2); 25,8 (C-3); 29,1 (C-4); 31,6
(C-5); 68,5 (C-6); 114,9 (C-8 e C-9); 129,9 (C-12); 132,1 (C-10 e C-11); 164,4 (OKY (C-
13).

4-(octiloxi)-benzaldeido (24c)
0

10 13 1}2 Formula Molecular: C;5H,,0,
2 4 6 8 14 Massa Molar: 234,16 g/mol
NN o7 12 Estado fisico: éleo

1 3 5 7

24c
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RMN de *H (300 MHz, CDC}) d(ppm): d 0,86 (t, J = 6,6 Hz , 3H, H-1); 1,26-1,48 (m, 10H,
H-2 a H-6); 1,78 (quiJ = 6,6 Hz, 2H, H-7); 4,00 (t) = 6,6 Hz, 2H, H-8); 6,95 (d] = 8,8 Hz,
2H, H-10 e H-11); 7,79 (d} = 8,8 Hz, 2H, H-12 e H-13); 9,84 (s, 1H, COH).

RMN de °C (75 MHz, CDC}) J(ppm): 14,3 (C-1); 22,8 - 31,9 (GHhlifaticos); 68,6 (C-8);
114,9 (C-10 e C-11); 129,9 (C-14); 132,2 (C-10 e C-11); 164,5 (C-9); 191,0 (C-15).

4-(noniloxi)-benzaldeido (24d)

12 1345 Formula Molecular: C;cH,40,
16 H Massa Molar: 248,18 g/mol

1\}\/5\/7\/9\ isico: ¢
o 14 Estado fisico: éleo

2 4 6 8 10 14
24d

RMN de H (300 MHz, CDC4) d(ppm): d 0,85 (t,J = 6,6 Hz, 3H, H-1); 1,25-1,45 (m, 12H, H-
2 a H-7); 1,77 (quij = 6,6 Hz, 2H, H-8); 4,00 (t) = 6,6 Hz, 2H, H-9); 6,95 (d] = 8,6 Hz, 2H,
H-11 e H-12); 7,78 (d] = 8,6 Hz, 2H, H-13 e H-14); 9,84 (s, 1H, COH).

RMN de **C (75 MHz, CDC}) d(ppm): J14,3 (C-1); 22,8 - 32,0 (GHhlifaticos); 68,6 (C-9);
114,9 (C-11 e C-12); 129,9 (C-15); 132,1 (C-13 e C-14); 164,5 (C-10); 190,9 (C-16).

4-(deciloxi)-benzaldeido (24e)

0]

15 17 Formula Molecular: C{7H,60,
> 4 6 8 10 12 6 H Massal\/[o_lar: %62,19 g/mol
NN 14 Estado fisico: 6leo
1 3 5 7 9o -~ Mhu3
24e

RMN de *H (300 MHz, CDC}) d(ppm): J 0,85 (t,J = 6,8 Hz, 3H, H-1); 1,24-1,46 (m, 14H, H-
2 a H-8), 1,75 (quiJ = 6,8 Hz, 2H, H-9); 4,00 () = 6,8 Hz, 2H, H-10); 6,96 (d} = 8,7 Hz, 2H,
H-12 e H-13); 7,79 (d] = 8,7 Hz, 2H, H-14 e H15); 9,85 (s, 1H, COH).

RMN de *°C (75 MHz, CDC}) d(ppm): J14,3 (C-1); 22,9-32,1 (CHhlifaticos); 68,6 (C-10);
114,9 (C12 e C-13); 129,9 (C-16); 132,2 (C-14 e C-15); 164,5 (C-11); 190,9 (C-17).
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4-(dodeciloxi)-benzaldeido (24f)

(0]
16 19H Foérmula Molecular: C9H;(0,
2 4 6 8 10 12 15 18 glaszal}/lolar: 2]90,22 g/mol
NN stado fisico: 6leo
% s 7 9 11 913
24f

RMN de *H (300 MHz, CDC4) d(ppm): J 0,85 (t,J = 6.6 Hz, 3H, H-1); 1,23-1,45 (m, 18H, H-
2 a H-10); 1,76 (qui) = 6,6 Hz, 2H, H-11); 3,99 (] = 6.6 Hz, 2H, H-12); 6,95 (d]l = 9.0 Hz,
2H, H-14 e H-15); 7,78 (d= 9.0 Hz, 2H, H-16 e H-17); 9,83 (s, 1H, COH).

RMN de *C (75 MHz, CDC}) d(ppm): J14.2 (C-1), 22.8-32.1 (CHhlifaticos), 68.5 (C-12),
114,9 (C-14 e C-15); 129,9 (C-18); 132,1 (C-16 e C-17); 164,4 (C-13); 190,8 (C-19).

4-(tetradeciloxi)-benzaldeido (249)

0]
1@)@; Formula Molecular: C5;H340,
2 4 6 8 10 12 14 20 Massa Molar: 218,26 g/mol
1/\3/\5/\7/\9/\11/\13/\0 157 19 Estado fisico: sélido
24g

RMN de 1H (300 MHz, CDC}) J(ppm): 0,84 (t,J = 6,0 Hz, 3H, H-1); 1,22-1,44 (m, 22H, H-2
a H-12); 1,79 (quiJ = 6,0 Hz, 2H,H-13); 3,99 (f] = 6,0 Hz, 2H, H-14); 6,94 (d, = 9,0 Hz, 2H,
H-16 e H-17); 7,78 (d] = 9,0 Hz, 2H, H-18 e H-19); 9,82 (s, 1H, COH).

RMN de *°C (75 MHz, CDC}) d(ppm): 014,2 (C-1); 22,9 - 32,1 (Chhlifaticos); 68,6 (C-14);
114,9 (C-16 e C-17); 129,9 (C-20); 132,2 (C-18 e C-19); 164,5 (C-15); 190,9 (C-21).

9.3.Preparacéo e caracterizacdo dos cloridratos de aminas 26a-g

9.3.1. Procedimento geral

Uma mistura de 2,0 mmol de aldeido alquilado e 2,0 mmol de Tris (0,24%)0eml de
metanol foi aquecida a temperatura de refluxo por 5 horas sob agitegnética. O meio
reacional foi entéo resfriado com banho de gelo e adicionou-se 2,0 egtesalle NaBH(0,15

g), em pequenas por¢des. A reacao foi mantida a temperatura ambiengsgohoras.
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O meio reacional foi concentrado sob pressédo reduzida e diluido ,6omL5de agua
destilada e 3,00 mL de solugdo HCI 4M. Adicionou-se ao meio reacional 25je QHCl; e
deixou-se o baldo por mais uma hora sob agitacdo e a temperaigatar(XIEet al, 2009).

Observou-se a formacéo de um solido branco que foi recristalizado em acetddo de et

Tabela 18.Estequiometria e rendimentos das sinteses dos cloridratos de 26@fas

Aldeido alquilado

Compostos Rendimentos (%)
(2,0 mmol)
26a 0,35¢g 74
26b 0,419 62
26¢C 0,479 83
26d 0,509 61
26e 0,52 ¢ 63
26f 0,58 g 72
269 0,639 87

9.3.2. Caracterizacdo das aminas 26a-g

Os dados fisico-quimicos e espectrométricos das arBag estdo descritos a sequir.

Os espectros podem ser conferidos no apéndice 2.

Cloreto de N-(4-butoxibenzil)-1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil) propan-2-aminio (26a)

° O:j Formula Molecular: C;5H,cCINO,
6 8 a0 M1 OH Massa Molar: 319,16 g/mol
) 4 /@AH 15 HCl | Estado fisico: s6lido branco
NN N 8 OH Faixa Fusdo: 129.8-130.1°C
1 3 7
26a

IV (KBF) (v, cm): 3356 (O-H); 3065 (N-H); 2966 (Clidn); 2872(CHiur); 1259(C-N); 1061(C-
0).

RMN de *H (300 MHz, CROD) &(ppm): & 0,98 (t,J = 7,2 Hz, 3H, H-1); 1,44-1,56 (nd,= 7,2

Hz 2H, H-2); 1,75 (quiJ = 7,2 Hz, 2H, H-3); 3,80 (s, 6H, H-13, H-14, H-15); 3,99(t 6,3

Hz, 2H, H-4); 4,25 (s, 2H, H-11); 6,96 @@= 8,4 Hz, 2H, H-6 e H-7); 7,44 (d,= 8,4 Hz, 2H,

H-8 e H-9).
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RMN de *3C (75 MHz, CQOD) J(ppm): 14,2 (C-1); 20,4 (C-2); 32,5 (C-3); 46,8 (C-11); 59,4
(C-13, C-14, C-15); 67,8 (C-12); 68,9 (C-4); 116,0 (C-6 e C-7); 125,1 (C-10); 133 e (C9);
161,6 (C-5).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para gH,sCINO,318,1472; encontrado 318,1471 (M-H).

Cloreto de N-[4-(hexiloxi)benzil]-1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)-propan-2-aminio (26b)

15 01'; Formula Molecular: C;;7H;(CINO,
19 4 1 OH Massa Molar: 347,19 g/mol
8 ” “N17 HCI | Estado fisico: solido branco
AAA A OH Faixa Fusdo: 126,5-126,8°C
9
1 3 5 26b

IV (KBr) (v, cm'Y): 3346 (OH); 3055 (NH); 2939 (Gkn); 2869 (CHii); 1247 (C-N); 1060 (C-

0).

RMN de *H (CDs;OD; 300 MHz) é(ppm): 60,89 (sl, 3H, H-1); 1,33 (sl, 6H, GHilifaticos);

1,74 (2H, quiJ = 6,5 Hz, H-5); 3,78 (s, 6H, H-15, H-16 e H-17); 3,96)&, 6,5 Hz, 2H, H-6);

4,22 (s, 2H, H-13); 6,93 (d,= 8,0 Hz, 2H, H-8, H-9); 7,42 (d,= 8,0 Hz, 2H, H-10, H-11).

RMN de 13C (CD;OD; 75 MHz) dppm: 614,5 (C1); 23,8 (C2); 26,9 (C3); 30,4 (C4); 32,8
(C5); 46,8 (C13); 59,4 (C14, C15 e C16); 67,8 (C17); 69,2 (C6); 116,0 (C10 e C11); 1251
(C12); 132,9 (C8,C9); 161,5 (C7).

HRMS (ES+) m/z(M-H) encontrado para;@H,oNO4: 312,2161 (M+H).

Cloreto de 1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)- N-[4-(octiloxi)benzil)propan-2-aminio (26c¢)

7 -OH

1 Formula Molecular: CgH;, CINO

12 15 18 19H34 4
1 N OH Hc| | Massa Molar: 375,22 g/mol
4 8 Dﬁ\H 16 119 Estado fisico: solido branco
M\O 9 13 OH Faixa Fusdo: 129,4-130,5°C

1 3 5 7 11

26¢

IV (KBr) (v, cm™): 3326 (OH); 3072 (NH); 2919 (Gkn); 2848 (CHu); 1257 (C-N); 1058 (C-
0).

RMN de *H (CDsOD; 300 MHz) o (ppm): 00,90 (3H, sl, H-1); 1,33-1,49 (10H, m, H-2 a H-6);
1,75- 1,79 (2H, m, H-7); 3,80 (6H, s, H-17, H-18, H-19); 3,90 (2H, sl, H-8); 4,25 (2H, s,;H-15)
6,90 (2H, dJ=7,5 Hz, H-10, H-11); 7,44 (2H, d=7,5 Hz, H-12, H-13).
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RMN de 3C (CD;0D; 75 MHz) d(ppm): 14,5 (C-1); 23,8 a 33,1 (GHhlifaticos); 46,9 (C-

15); 59,5 (C-17, C-18 e C-19); 67,9 (C-16); 69,3 (C-8); 116,1 (C-10 e C-11); 125,1 (C-14); 133,0
(C-12,C-13); 161,6 (C-9).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para gH3,CINO, 374,2098; encontrado 374,2092 (M-H).

Cloreto de 1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)-N-[4-(noniloxi)benzil)propan-2-aminio (26d)

OH

177 Férmula Molecular: C,,H;cCINO,
P J%\OH Massa Molar: 389,23 g/mol
1 s s 7 o 14 N 16 119  .HCI Estado fisico: solido branco
SN G 13 OH Faixa Fusdo: 130,2-130,8°C
2 4 6 8 11 26d

IV (KBr) (v, cmil): 3336 (OH); 3064 (NH); 2929 (Gkn); 2848 (CHii); 1257 (C-N); 1050 (C-

0).

RMN de H (CDs;OD; 300 MHz) &(ppm): 0,89 (3H, sl, H-1); 1,30 (12H, m, H-2 a H-7); 1,76
(2H, m, H-8); 3,80 (6H, s, H-17, H-18 e H-19); 3,98 (2H, sl, H-9); 4,25 (2H, s, H6198);(2H,

d, J=6,7 Hz, H-10, H-11); 7,45 (2H, d+6,7 Hz, H-12,H-13).

RMN de 13C (CD;0OD; 75 MHz) d(ppm): 614,6 (C-1); 23,8 a 33,1 (GHhlifaticos); 46,8 (C-

15); 59,4 (C-17, C-18 e C-19); 67,8 (C-16); 69,2 (C-9); 116,0 (C-10 e C-11); 125,1 (C-14); 132,9
(C-12,C-13); 161,6 (C-20).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para £gH3sCINO, 388,2255; encontrado 388,2257 (M-H).

Cloreto de N-[4-(deciloxi)benzil)-1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)-propan-2-aminio (26e)

13 17
12 76 N18721 HCI
2 4 6 8 10 OH
P N N NN 14
i 3 % 7 @ 015y
26e

OH
122\0 Férmula Molecular: C,;H;3CINO,

Massa Molar: 403,25 g/mol
Estado fisico: solido branco
Faixa Fuséo: 127,5-128,2°C

IV (KBr) ( v,cm™): 3340 (OH); 3047 (NH); 2923 (Ckdn): 2853 (CHur): 1272 (C-N); 1055 (C-

0).
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RMN de *H (CDsOD; 300 MHz) d(ppm): 00,88 (3H, sl, H-1); 1,29-1,52 (14H, m, H-2 a H-8);
1,77 (2H, sl, H-9); 3,80 (6H, s, H-19, H-20 e H-21); 3,98 (2H, sl, H-9); 4,26 (2H15);H6,96
(2H, d,J=7,5Hz, H11,H12); 7,44 (2H, d=7,5 Hz, H13-H14).

RMN de 13C (CD;OD; 75 MHz) é(ppm): 014,5 (C-1); 23,8 a 33,1 (CGHalifaticos); 46,9 (C-
17); 59,5 (C-19, C-20 e C-21); 67,9 (C-18); 69,3 (C-10); 116,1 (C-11 e C-12); 1254);(C-
132,9 (C-13,C-14); 161,6 (C-15).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para £H3sCINO,402,2411; encontrado 402,2413 (M-H).

Cloreto de N-[4-(dodeciloxi)benzil]-1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)-propan-2-aminio (26f)

16 18 21OH Formula Molecular: Co3Hy,CINO,
14 53 N19Y22  Hc| | Massa Molar: 431,28 g/mol
1 2 4 8 8 10 12 17 H  oH Estado fisico: sélido branco
P A e PV . .
3 5 7 9§ 11 018 26f Faixa Fuséo: 127,7-128,6°C

IV (KBr) ( v,cm™): 3352 (OH); 3062 (NH); 2918 (GHn); 2848 (CHiyi); 1255 (C-N); 1058 (C-

0).

RMN de *H (CD3;OD; 300 MHz) d(ppm): 00,90 (3H, sl, H-1); 1,29-1,51 (18H, m, H-2 a H-
10); 1,77 (2H, quiJ = 6,3 Hz, H-11); 3,80 (6H, s, H-20, H-21 e H-22); 3,98 (2H,%,6,3 Hz,
H-12); 4,25 (2H, s, H-18); 6,97 (2H, 87,9 Hz, H-14,H-15); 7,45 (2H, d=7,9 Hz, H-16,H-

17).

RMN de 3C (CDsOD; 75 MHz) J(ppm): 014,6 (C-1); 23,8 a 33,2 (GHulifaticos); 46,8
(C18); 59,5 (C-20, C-21 e C-22); 67,9 (C-19); 69,3 (C-12); 116,1 (C-14 e C-15); 125,);(C-23
132,9 (C-14,C-15); 161,6 (C-13).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para £H4,CINO,430,2724; encontrado 430,2720 (M-H).

Cloreto de 1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)-N-[4-(tetradeciloxi)benzil)propan-2-aminio (26g)

2
18 o 4 Formula Molecular: C,5H,sCINO,
16 N2 250"' ‘Hcl | Massa Molar: 459,31 g/mol
}\)\/6\/8\/10\/12\/14\ 20 H OH Estado fisico: solido branco
AR R S i e 19 Faixa Fusdo: 124,6-125,9°C

26g
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IV (KBr); ( v,cm®): 3336 (OH); 3055 (NH); 2919 (GHn); 2848 (CHiir); 1244 (C-N); 1050 (C-
0).

RMN de H (CDsOD; 300 MHz) d(ppm): 0,90 (3H, t,J = 6,6 Hz, H-1); 1,29-1,48 (22H, m,
H-2 a H-12); 1,77 (2H, m, H-13); 3,79 (6H, s, H-23, H-24 e H-25); 3,98 (2H-$#)H4,24 (s,
2H, H-14) 4,24 (2H, s, H-21); 6,95 (2H, sl, H-16,H-17); 7,44 (2H, sl, H-18,H-19).

RMN de 13C (CD;0D; 75 MHz) d(ppm): d14,6 (C-1); 23,9 a 33,2 (GHalifaticos); 46,8 (C-
21); 59,4 (C-23, C-24 e C-25); 67,8 (C-22); 69,3 (C-14); 116,1 (C-16 e C-17); 128Q);(C-
133,0 (C-18,C-19); 161,6 (C-15).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para £H46CINO,458,3037; encontrado 458.3034 (M-H).

9.4.Preparacédo do 4-hidroxibenzoato de etila (28)

Uma mistura de 7,2 mmol de acigehidroxibenzoico27 (1,0 g) dissolvido em alcool
etilico (20,0 mL) e 0,3 mL de acido sulfurico 98% foi deixada soluxeflpor 24h. Apos
resfriamento neutralizou-se a reacdo com uma solucdo saturduleadsonato de sédio. O
etanol foi evaporado sob pressdo reduzida e foi realizada extcgfo20,0 mL de
diclorometano. A fase orgéanica foi seca empregando sulfato de stichdafie concentrada sob
presséao reduzidérnecendo o éster desejado de forma pura com rendimentos de 85%.

Os espectros de RMN de 'H e 3C estao no apéndice 3.

; 0 Formula Molecular: CoH ;O
2 .
; 4 AN Massa Mp_lar. 1§6_,O6 g/mol
Estado fisico: s6lido branco
Faixa Fusdoeyperimental: 113,6-114,9°C

HO 6 28

Faixa de FUuS&geratura 112-115 °C (MAGANCet al, 2006).

RMN de *H (CDCls; 300 MHz) d(ppm): 81,36 (t,J = 7,2 Hz, 3H, H-1); 4,34 (4] = 7,2 Hz,
2H, H-2); 6,89 (dJ) = 8,7 Hz, 2H, H-7,H-8); 7,93 (d,= 8,7 Hz, 2H, H-5, H-6).

RMN de 13C (CDCk; 75 MHz) (ppm): 14,6 (C-1); 61,3 (C-2); 115,6 (C-7 e C-8); 122,3 (C-
4); 132,1 (C-5,C-6); 160,9 (C-9); 167,7 (C-3).

9.5.Sintese e caracterizacdo dos ésteres alquilados 29a-g

9.5.1. Procedimento geral
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Uma mistura de 4-hidroxibenzoato de etl8)((2,2 g, 13,0 mmol) e ¥COs; (3,1 g, 26,0
mmol) em 20 mL de DMF (HASEGAWALt al, 2005) foi agitada a 70°C por 1 hora. Em
seguida, o haleto de alquila (20 mmol) e Kl (0.9 g, 6.5 mmol) foracoadidos e a reacéo ficou
sob agitacdo e aquecimento por mais 24 horas. A reacdo foi mdaitateavés de CCD
(Hexano/AcOEt 7,0/3,0 %v/v). O solvente foi removido por evaporacdo sob predsdmla e o
residuo foi diluido com 30,0 mL de agua e extraido 3 vezes com 20,0 rtdr @¢iléco. As fases
organicas combinadas foram secas com sulfato de sodio, fileadascentradas sob pressao
reduzida. Os Oleos obtidos foram purificados por cromatografiakemeacde silica gel (eluente:
AcOEt/Hexano).

9.5.2. Caracterizacao dos ésteres alquilados 29a-g

Os dados fisico-quimicos e espectrométricos dos ésteres alq@igedgestdo descritos

a seguir. No apéndice 4 encontram-se disponiveis seus respectivos espectros.

4-butoxibenzoato de etila (29a)

5 2 Formula Molecular: C{3H;3O
4 1311803
7 307 Massa Molar: 222,13 g/mol
12 10 9 Estado fisico: éleo
/\/\O 6
13 11 8
29a

RMN de *H (CDCls; 300 MHz) &(ppm): J 0,97 (t,J = 7,5 Hz, 3H, H-13); 1,35 (] = 6,9 Hz,
3H, H-1); 1,47 (sex] = 7,5 Hz, 2H, H-12); 1,73 (qud = 7,5 Hz, 2H, H-11); 3,98 (8 = 7,5 Hz,
2H, H-10); 4,29 (g, = 6,9 Hz, 2H, H-2); 6,91 (d) = 9,0 Hz, 2H, H-5, H-6); 7,92 (dl = 9,0
Hz, 2H, H-7, H-8).

RMN de *C (CDCk; 75 MHz) (ppm): & 14,3 (C-13); 14,8 (C-1); 20,3 (C-12); 32,5 (C-11);
61,9 (C-2); 69.1 (C-10); 115,3 (C-7; C-8); 123,7 (C-4); 132,6 (C-5; C-6); 164,7 (C-9); (B8
3).

4-(hexiloxi)benzoato de etila (29b)

5 2
U on 8°N13 O/\1 Férmula Molecular: CysH,04
/\/\/10\ 5 6 Massa Molar: 250,16 g/mol
15 3 1 977 Estado fisico: oleo
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RMN de *H (CDClIs; 300 MHz) é(ppm): o0 0,89 (t,J=6,0 Hz, 3H, H-15); 1,30 - 1,45 (m, 9H,
CH; aliféticos e H-1); 1,73 (qud = 6,0, 2H, H-11); 3,95 (] = 6,0, 2H, H-10); 4,29 (g1 =7,2
Hz, 2H, H-2); 6.91 (d) = 9,0 Hz, 2H, H-5, H-6); 7,92 (d,= 9.0 Hz, 2H, H-7, H-8).

RMN de 13C (CDCk; 75 MHz) d(ppm): 6 14,5 (C-15); 14,8 (C-1); 23,8 (C-14); 26,9 (C-13);
30,3 (C-12); 32,8 (C-11); 61,8 (C-2); 69,4 (C-10); 115,3 (C-7; C-8); 123,7 (C-4); 132,6QC-5;
6); 164,6 (C-9); 168,0 (C-3).

4-(octiloxi)benzoato de etila (29¢)

i Formula Molecular: C;7H,505
Massa Molar: 278,19 g/mol
7 Estado fisico: 6leo

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz) d(ppm): J 0,88 (t,J = 6,6 Hz, 3H, H-17); 1,25 a 1,44 (m,
13H, CH alifaticos e H-1); 1,73 (quil = 6,6, 2H, H-11); 3,95 (1] = 6,6 Hz, 2H, H-10); 4,29
(q, J=6,9 Hz, 2H, H-2); 6,90 (dl1 = 8,7 Hz, 2H, H-5, H-6); 7,92 (d,= 8,7 Hz, 2H, H-7, H-8).
RMN de 13C (CDCk; 75 MHz) d(ppm): & 14,3 (C-17), 14,8 (C-1), 23,8 - 32,1 (ghlifaticos);
61,8 (C-2); 69,4 (C-10); 115,3 (C-7; C-8); 123,7 (C-4); 132,6 (C-5; C-6); 164,6 (CH) (G-
3).

4-(noniloxi)benzoato de etila (29d)

5 2
8 16 14 1 843 07 |Férmula Molecular: CgH,505
W\/\/IO\ o6 Massa Molar: 292,20 g/mol
715 3o 977 Estado fisico: 6leo
29d

RMN de *H (CDCl3; 300 MHz) o(ppm): 6 0,86 (t,J = 7,0 Hz, 3H, H-18); 1,25 a 1,45 (m,
15H, CH alifaticos e H-1); 1,76 (qud = 7,0, 2H, H-11); 3,96 (11 = 7,0, 2H, H-10); 4,29 (ql
=7,2 Hz, 2H, H-2); 6,86 (dl = 8,7 Hz, 2H, H-5, H-6); 7,96 (d,=8,7 Hz, 2H; H-7, H-8).

RMN de 13C (CDCk; 75 MHz) d(ppm): 0 14,3 (C-18), 14,6 (C-1), 22,8 - 32,0 (&#lifaticos);
60,7 (C-2); 68,4 (C-10); 114,2 (C-7; C-8); 122,9 (C-4); 131,7 (C-5; C-6); 163,1 (C-9); (36,6
3).
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4-(deciloxi)benzoato de etila (29¢e)

Férmula Molecular: CigH370;
P Massa Molar: 306,22 g/mol
19 17 15 13 11 7 Estado fisico: 6leo

RMN de *H (CDCls; 300 MHz) o(ppm): o 0,86 (t,J = 6,6 Hz, 3H, H-19); 1,25 a 1,45 (m,
17H, CH alifaticos e H-1); 1,77 (quil = 6,6 Hz, 2H, H-11); 3,97 (f = 6,6, 2H, H-10); 4,32
(q,J=6,9 Hz, 2H, H-2); 6,87 (dl = 8,7 Hz, 2H, H-5, H-6); 7,96 (d|= 8,7 Hz, 2H, H-7, H-8).
RMN de 13C (CDCk; 75 MHz) d(ppm): & 14,3 (C-19); 14,6 (C-1); 22,9 - 32,1 (gHlifaticos);
60,7 (C-2); 68,4 (C-10); 114,2 (C-7; C-8); 122,9 (C-4); 131,7 (C-5; C-6); 163,1 (C-9); (36,6
3).

4-(dodeciloxi)benzoato de etila (29f)

8 16 14 D 8°N13 O/\I Férmula Molecular: Cy;H;405
/20\/\/\/\/\/10\ 5 5 Massa Molar: 334,25 g/mol
a9 1715 3o 977 Estado fisico: dleo

29f

RMN de *H (CDCls; 300 MHz) d(ppm): ¢ 0,86 (t,J = 6,3 Hz, 3H, H-21); 1,24 a 1,42 (m,
21H, CH alifaticos e H-1); 1,72 a 1,79 (m, 2H, H-11); 3,92 a 3,99 (m, 2H, H-10); 44285a
(m, 2H, H-2); 6,87 (dJ = 9,0 Hz, 2H, H-5, H-6); 7,96 (d,= 9,0 Hz, 2H, H-7, H-8).

RMN de 13C (CDCl; 75 MHz) o(ppm): & 14,3 (C-21); 14,6 (C-1); 22,9 - 32,1 (eHlifaticos);
60,8 (C-2); 68,4 (C-10); 114,2 (C-7; C-8); 122,9 (C-4); 131,7 (C-5; C-6); 163,1 (C-9); (36,6
3).

4-(tetradeciloxi)benzoato de etila (299)
24 /2\
8 4 .
» a0 18 16 14 12 10 /©)%\O i i/;)rmula Mol'ecular. Cy3H3403
O N6 assa Molar: 362,55 g/mol

P N e N NN
23 21 19 17 15 13 11 7 Estado fisico: d6leo
29g

RMN de *H (CDCl3; 300 MHz) o(ppm): 6 0,86 (t,J = 6,6 Hz, 3H, H-23); 1,24 a 1,39 (m,
25H, CH alifaticos e H-1); 1,77 (m, 2H, H-11); 3,97 {t= 6,6, 2H, H-10); 4,31 (m, 2H, H-2);
6,87 (d,J=9,0 Hz, 2H, H-5, H-6); 7,96 (d=9,0 Hz, 2H, H-7, H-8).
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RMN de 13C (CDCl; 75 MHz) o(ppm): 6 14,3 (C-23); 14,6 (C-1); 22,8 - 32,1 (eHlifaticos);
60,8 (C-2); 68,4 (C-10); 114,2 (C-7; C-8); 122,9 (C-4); 131,7 (C-5; C-6); 1639, (16,6 C-
3).

9.6.Sintese e caracteriza¢do dos acidos carboxilicos alquilados 30a-g

9.6.1. Procedimento geral

Uma solucéo de éster etilico alquilado (14,0 mmol) e hidréxido de mo{adsO mmol)
em etanol foram agitados sob refluxo por 12h. Apés neutralizagdo consalug@o de HCI
4,0M o meio reacional foi extraido 3 vezes com 20,0 mL deCGHAs fases organicas
combinadas foram secas com sulfato de sédio, filtradas e concentradas subrpokssda até a
formacdo de um precipitado branco. Esse precipitado foi filtrado eldagam hexano,

fornecendo os acidos carboxilicg®a-gdesejados em rendimentos quantitativos.

9.6.2. Caracterizacao dos acidos carboxilicos alquilados 30a-g

Os dados fisico-quimicos e espectrométricos dos acidos carbexliquilados30a-g
estdo descritos a seguir. No apéndice 5 encontram-se disponiveis seus resppetitas e

Acido 4-(butoxi)benzoico (30a)

(0]
4 1
5 5 “OH Férmula Molecular: C;H,,0;
10 8
PN 3 Massa Molar: 194,09 g/mol
11 9 07 7% Estado fisico: sélido branco

30a

RMN de H (CDCls; 300 MHz) 8(ppm): & 0,98 (t,J = 7,5 Hz, 3H, H-11); 1,44 a 1,57 (m, 2H,
H-10); 1,76 (quiJ = 6,5 Hz, 2H, H-9); 3,99 (@ = 6,5 Hz, 2H, H-8); 6,85 (d,= 8,8 Hz, 2H, H-
5, H-6); 7,88 (d,J = 8,8 Hz, 2H, H-3, H-4).

RMN de 13C (CDCk; 75 MHz) &(ppm):& 14,3 (C-11); 20,4 (C-10); 32,6 (C-9); 68,9 (C-8);
114,5 (C-5, C-6); 131,4 (C-2); 132,2 (C-3, C-4); 162,6 (C-7); 175,6 (C-1).

Acido 4-(hexiloxi)benzoico (30b)
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O
4 1
3 5 “OH Formula Molecular: C3H;gO5
10 8
/'2\/\/\ 3 Massa Molar: 222,13 g/mol
3 11 9 977% Estado fisico: s6lido branco

30b
RMN de 'H (CDsOD; 300 MHz) d(ppm): J 0,92 (sl,3H, H-13); 1,36 a 1,48 (m, 6H, GH
alifaticos); 1,76 (sl, 2H, H-9); 3,99 (sl, 2H, H-8); 6,84 J¢&; 7,0 Hz, 2H, H-5, H-6); 7,88 (dl=
7,0 Hz, 2H, H-3, H-4).
RMN de 13C (CDs0OD; 75 MHz) d(ppm):d 14,5 (C-13); 23,8 (C-12); 26,9 (C-11); 30,5 (C-10);
32,6 (C-9); 69,2 (C-8); 114,5 (C-5, C-6); 131,5 (C-2); 132,2 (C-3, C-4); 162,6 (C-7); T75,6 (
1).

Acido 4-(octiloxi)benzoico (30c)

5 4 1 Férmula Molecular: C;5H,,04
4 12 10 8 2 ©OH Massa Molar: 250,33 g/mol
AN 3 Estado fisico: s6lido branco
15 13 11 9 776
30c

RMN de 1H (CD;OD; 300 MHz) d(ppm): & 0,89 (sl, 3H, H-15); 1,31 a 1,47 (m, 10H, £H
alifaticos); 1,78 (qui,J = 6,5 Hz, 2H, H-9); 4,03 (1 = 6,5 Hz, 2H, H-8); 6,95 (d] = 9,0 Hz,
2H, H-5, H-6); 7,95 (dJ = 9,0 Hz, 2H, H-3, H-4).

RMN de 13C (CD;0OD; 75 MHz) é(ppm):d 14,5 (C-15); 23,8-33,1 (GhHhlifaticos); 69,5 (C-8);
115,3 (C-5, C-6); 123,9 (C-2); 132,9 (C-3, C-4); 164,7 (C-7); 170,1 (C-1).

Acido 4-(noniloxi)benzoico (30d)

s 4 1 Foérmula Molecular: C;gH»,0;3
6 14 12 10 8 2 OH Massa Molar: 264,17 g/mol
S N g 3 Estado fisico: solido branco
15 137 11 9 7%
30d

RMN de 1H (CDsOD; 300 MHz) &(ppm): & 0,90 (s, 3H, H-16); 1,32 a 1,48 (m, 12H, H-10 a
H-15); 1,76 (sl, 2H, H-9); 3,99 (sl, 2H, H-8); 6,85 (sl, 2H, H-5, H-6); 7,89 (s, 2H, H-3, H-4).
RMN de 13C (CD;0OD; 75 MHz) é(ppm):d 14,5 (C-16); 23,8-33,2 (GhHhlifaticos); 69,2 (C-8);
114,5 (C-5, C-6); 131,4 (C-2); 132,2 (C-3, C-4); 162,6 (C-7); 175,6 (C-1).
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Acido 4-(dodeciloxi)benzoico (30f)

O
5 4 1 Formula Molecular: C;gH3,05
18 16 14 12 10 8 2 OH Massa Molar: 306,22 g/mol
NN TN N T g 3 Estado fisico: solido branco
o 17 15 137 11 9 7%
30f

RMN de H (TFA; 300 MHz) &(ppm): & 0,86 (t,J = 4,5 Hz, 3H, H-19); 1,29 a 1,51 (m, 18H,
H-10 a H-18); 1,85 — 1,91 (m, 2H, H-9); 4,23 — 4,25 (m, 2H, H-8); 7,08 (d] 28,0 Hz, H-5 e
H-6); 8,12 (d,J = 8,0 Hz, 2H, H-3 e H-4).

Acido 4-(tetradeciloxi)benzéico (30g)

(0]
5 4 1 Férmula Molecular: C,;H3405
20 18 16 14 12 10 8 2 OH Massa Molar: 334,25 g/mol
IS TN 3 Estado fisico: solido branco
20 19 17 15 137 11 9 776
30g

RMN de 'H (CD3s0OD; 300 MHz) o(ppm): J 0,91 (sl, 3H, H-21); 1,29 a 1,50 (m, 22H, H-10 a
H-20); 1,77 (sl, 2H, H-9); 3,99 (§ = 6,6 Hz, 2H, H-8); 6,85 (d] = 7,5 Hz, 2H, H-5 e H-6);
7,89 (d,J=7,5Hz, 2H, H-3 e H-4).

9.7.Procedimento geral para a sintese dos cloretos de acido 31a-g

Ao acido carboxilico alquilado (17,7 mmol) dissolvido em tolueno anidro (20,0 mL)
foram adicionados algumas gotas de DMF e cloreto de oxa@da (mmol) (REZENDE
JUNIOR, 2010). A reacéo ocorreu inicialmente a 0°C e foi deixadagitait@o a temperatura
ambiente por 24 horas, quando se observou total solubilizagdo e formeaganadsolucao
amarela. O solvente foi evaporado sob presséo reduzida, fornecendo tos deréacid@la-g

que foram utilizados imediatamente na sintese das aBfdag.

9.8.Sintese e caracterizacao das amidas 32a-g e 42

9.8.1. Procedimento geral para a sintese das amidas 32a-g e 42
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O haleto de acila, obtido a partir de 4,0 mmol de acido carboxilico, foi dissolvido em 10,0
mL de DMA foram adicionados Tris (4,0 mmol) eGO; (8,0 mmol). A reacéo foi agitada a
60°C por 72 horas. Verificou-se o término da reacdo por CCD (Hexanohack,0/1,0 % viv).
O meio reacional foi resfriado e filtrado, seguido da adicdo de 10deratetona. O precipitado
branco foi filtrado e a dgua-méae foi deixada na geladeir24tor havendo mais precipitagéo.
Apds uma nova filtracdo a dgua-mae foi concentrada sob press@ideee adicionou-se mais
5,0 mL de acetona. Novamente a mistura foi deixada na geladeigapoEsse processo foi
repetido até ndo haver mais precipitacao.

Os compostos assim obtidos foram purificados por cromatografiaokmacde silica

usando um gradiente de g, e MeOH.

Tabela 19.Estequiometria e rendimentos obtidos na sintese das amidasdalsjaitxivadas do

Tris.

Compostos Cloreto de &cido Tris KCO; Rend. (%)
32a 28a(0,8g - 4,0mmol) 0,5g (4,0 mmol) 1,19 (8,0 mmol) 66
32b 28b (0,99 - 4,0mmol) 0,5g (4,0 mmol) 1,19 (8,0 mmol) 60
32c 28c(0,5g - 4,0mmol) 0,5g (4,0 mmol) 1,19 (8,0 mmol) 65
32d 28d (1,1g - 4,0mmol) 0,5g (4,0 mmol) 1,19 (8,0 mmol) 70
32e 28e(1,2g - 4,0mmol) 0,5g (4,0 mmol) 1,19 (8,0 mmol) 76
32f 28f (1,29 - 4,0mmol) 0,5g (4,0 mmol) 1,19 (8,0 mmol) 69
32¢g 28g(1,3g - 4,0mmol) 0,59 (4,0 mmol) 1,19 (8,0 mmol) 87

42 34(0,6g - 4,0mmol) 0,59 (4,0 mmol) 1,19 (8,0 mmol) 51

9.8.2. Caracterizacao das amidas 32a-g e 42

A caracterizacdo foi realizada através da determinacéoidada fusdo e através de
técnicas espectroscopicas como IV, RMN de H e 13C e espegi@sie massas. A seguir,
encontra-se a descricdo desses dados espectroscOpicos e nceapérgiresentam-se 0s

espectros da série de composida-ge 42

4-butoxi-N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-iljbenzamida (32a)
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OH
Formula Molecular: C;5Hp3NOs
14 OH Massa Molar: 297,16 g/mol
Aspecto fisico: solido branco

Faixa Fusdo: 131,2-132,9 °C

2a

IV (KBr) ( v,cmiY): 3278 (OH e NH); 2945 (Ckbn); 2883 (CHyir); 1633 (C=0); 1259 (C-N).

RMN de 1H (CDsOD; 300 MHz) & (ppm): 0,98 (3H; t,J = 6,0 Hz, H-1); 1,52 (2H, m, H-2);
1,76 (2H, quiJ = 6,9 Hz, H-3); 3,83 (6H, s, H-13, H-14 e H-15); 4,02 (2H,%,6,0 Hz, H-4);

6,95 (2H, dJ = 8,7 Hz, H-6,H-7); 7,76 (2H, d,= 8,7 Hz, H-8,H-9).

RMN de 13C (CD;0D; 75 MHz) & (ppm): 14,3 (C-1); 20,4 (C-2); 32,5 (C-3); 62,9 (C-13,Cl4 e
C15); 63,8 (C-12); 69,1 (C-4); 115,4 (C-6 e C-7); 128,0 (C-10); 130,3 (C-8,C-9); 163,7 (C-5)
170,8 (C-11).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para gH2oNOs 296,1498; encontrado 296,1494 (M-H).

N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il]-4-(hexiloxi) benzamid a (32b)

5 ~OH

1
0 Formula Molecular: C1,H,7NOs
ﬁ 16~ OH Massa Molar: 325,19 g/mol
13 N4 —0H oy 1
H 17
1
79

Aspecto fisico: sélido branco

4
WO 1 Faixa Fusdo: 124,7-125,9°C

32b

IV (KBr) ( v,cm'l): 3282 (OH e NH); 2941 (Cdhn); 2872 (CHiir); 1637 (C=0); 1258 (C-N) cm

1

RMN de 'H (CDsOD; 300 MHz) d(ppm): 0,91 (3H, sl, H-1); 1,34 a 1,46 (6H, m, €H
alifaticos); 1,76 (2H, m, H-5); 3,82 (6H, s, H15, H16 e H17); 3,99 (2H=16,0 Hz, H-4); 6,94
(2H, d,J = 7,0 Hz, H-8, H-9); 7,75 (2H, d,= 7,0 Hz, H-10, H-11).

RMN de 3C (CD;OD; 75 MHz) o(ppm): 14,5 (C-1); 23,8 (C-2); 26,9 (C-3); 30,4(C-4); 32,9
(C5); 62,9 (C15, C16 e C17); 63,8 (C-14); 69,4 (C-6); 115,4 (C-8 e C-9); 128,0 (T30,
(C-10,C-11); 163,7 (C-7); 170,8 (C-13).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para GH26NOs324,1811; encontrado 324,1816 (M-H).

N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il]-4-(octiloxi) benzamid a (32c)
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OH

'3 o f 18, Férmula Molecular: C;oH;;NO5
114 N7 oy Massa Molar: 353,22 g/mol
2 4 6 8 H Aspecto fisico: sélido branco
SN0 12 Faixa Fusdo: 133.1-134.2°C
1 3 5 7 10
32¢

IV (KBr) (v,cm): 3289 (OH e NH); 2917 (CHn); 2858 (CHiir); 1633 (C=0); 1249 (C-N) cm

1

RMN de tH (CDsOD; 300 MHz) o(ppm): 0,87 (t,J =6.5 Hz, 3H, H-1); 1,32 a 1,53 (10H, m,
CH; alifaticos); 1,79 (quiJ = 6,5 Hz, 2H, H-7); 3,84 (6H, s, H-17, H-18 e H-19); 4,03 &,6,5

Hz, 2H, H-8); 6,96 (2H, d] = 8,7 Hz, H-10,H-11); 7,77 (2H, d,= 8,7 Hz, H-12, H-13).

RMN de 3C (CD;OD; 75 MHz) d(ppm): 14,6 (C-1); 23,8 - 33,1 (GHhlifaticos); 62,9 (C17,

C18 e C19); 63,8 (C-16); 69,4 (C-8); 115,4 (C-10 e C-11); 128,0 (C-14); 130,4 (C-12,C-13);
163,7 (C-9); 170,8 (C-15).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para {gH30NOs 352,2124; encontrado 352,2141 (M-H).

N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il]-4-(nonaloxi) benzamida (32d)

Formula Molecular: C,,H33NOjs
216 N Massa Molar: 367,24 g/mol
W Aspecto fisico: solido branco
Faixa Fusdo: 140,2-141,0 °C

32d

IV (KBr) (v,cm): 3278 (OH e NH); 2930 (CHyn); 2858 (CHiir); 1633 (C=0); 1254 (C-N) cm

1

RMN de H (DMF; 300 MHz) d(ppm): 0,87 (t,J = 6,3 Hz, 3H, H-1); 1,27 a 1,47 (m, 12H,
CH; alifaticos); 1,77 (m, 2H, H-8); 3,84 (s, 6H, H-18, H-19 e H-20); 4,07 t6,3 Hz, 2H, H-

9); 5,17 (sl, 3H, OH); 7,02 (d,= 8,5 Hz, 2H, H-11,H-12); 7,45 (sl, 1H, NH); 7,89 (2HJd;

8,52 Hz, H-13, H-14).

RMN de 3C (DMF; 75 MHz) d(ppm): 13,8 (C-1); 22,7 - 35,7 (CHhlifaticos); 62,1 (C-18, C-

19 e C-20); 63,3 (C-17); 68,3 (C-9); 114,2 (C-11 e C-12); 127,4 (C-15); 129,4 (C-13,C-14)
162,5 (C-10); 167,8 (C-16).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para £gH3,NOs 366,2280; encontrado 366,2270 (M-H).
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4-(deciloxi)-N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il] benzamida (32e)

0 OOH Formula Molecular: C5;H35NO5

10 A6 > N@%OH Massa Molar: 381,25 g/mol

o 4 6 8 10 H 27 ©OH Aspecto fisico: sélido branco

NN 15 Faixa Fusdo: 140,2-141,0 °C
1 3 5 7 9 13

32e

IV (KBr) ( v,cm'l): 3283 (OH e NH); 2935 (Cian); 2848 (CHiir); 1627 (C=0); 1243 (C-N) cm
1

RMN de H (CDsOD; 300 MHz) o(ppm): 0,89 (t,J = 6,3 Hz, 3H, H-1); 1,30 a 1,48 (m, 14H,
CH; alifaticos); 1,78 (qJ = 6,9 Hz, 2H, H-9); 3,83 (s, 6H, H-19, H-20 e H-21); 4,02 &,6,3
Hz, 2H, H-10); 6,95 (d) = 9,0 Hz, 2H; H-11, H-12); 7,77 (2H, d= 9,0 Hz, H-14, H-15).

RMN de 13C (CD;OD; 75 MHz) d(ppm): 14,6 (C-1); 23,9 - 33,2 (GHhlifaticos); 62,9 (C-19,
C-20 e C-21); 63,8 (C-18); 69,4 (C-10); 115,4 (C-12 e C-13); 128,0 (C-16); 1308 (CL5);
163,7 (C-11); 170,8 (C-17).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para £H34/NOs 380,2437; encontrado 380,2427 (M-H).

4-(deciloxi)-N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il] benzamida (32f)

o 2 OH -
22 Foérmula Molecular: Cy3H39NO5

16 .
14 B NS 23OH Massa Molar: 409,28 g/mol

/?\/4\/6\/B\M H  on Aspecto fisico: solido branco
0713, 17 Faixa Fusdo: 132,4- 133,4 °C

1 3 5 7 9 11

32f

IV (KBr) ( v,cm): 3278 (OH e NH); 2930 (Ckbn); 2848 (CHii); 1627 (C=0); 1243 (C-N) cm
1

RMN de H (DMF; 300 MHz) &(ppm): 0,88 (t,J = 6,3 Hz, 3H, H-1); 1,28 a 1,47 (m, 18H,
CH, alifaticos); 1,78 (quiJ = 6,0 Hz, 2H, H-11); 3,84 (s, 6H, H-21, H-22 e H-23); 4,08 &,
6,0 Hz, 2H, H-12); 5,10 (] = 6,0 Hz, 3H, OH); 7,04 (d] = 9,0 Hz, 2H, H-14, H-15); 7,41 (sl,
1H, NH); 7,87 (2H, dJ = 9,0 Hz, H-16, H-17).
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RMN de 3C (DMF; 75 MHz) d(ppm): 13,9 (C-1); 22,7 - 35,7 (GHhlifaticos); 62,2 (C-21, C-

22 e C-23); 63,3 (C-20); 68,3 (C-12); 114,3 (C-14 e C-15); 127,5 (C-18); 129,5 (C-16,C-17);
162,6 (C-13); 167,9 (C-19).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para £gH3sNOs408,2750; encontrado 408,2730 (M-H).

N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il]-4-(tetradeciloxi) ben zamida (329g)

2
9 S Foérmula Molecular: C,5Hy3NOs
1820 OH
16 ST N"22N 25 Massa Molar: 437,31 g/mol
2 4 e 8 10 12 14 H  on Aspecto fisico: sélido branco
NN NN NN N 19
1 3 5 7 9 11 13 17

Faixa Fusdo: 129,6- 130,1 °C

32g

IV (KBr) ( v,cmY): 3292 (OH e NH); 2916 (Clbn); 2854 (CHyi); 1634 (C=0); 1267 (C-N) cm

1

RMN de 'H (DMF; 300 MHz) d(ppm): 0,90 (m, 3H, H-1); 1,29 a 1,48 (m, 22H, £H
alifaticos); 1,79 (m, 2H, H-13); 3,87 (s, 6H, H-23, H-24 e H-25); 4,09tp,0 Hz, 2H; H-14);

5,14 (sl, 3H, OH); 7,04 (dl = 9,0 Hz, 2H, H-16, H-17); 7,43 (sl, 1H, NH); 7,89 (2HJd; 9,0

Hz, H-18, H-19).

RMN de 13C (DMF; 75 MHz) d(ppm): 14,7 (C-1); 23,5 - 36,5 (GHhlifaticos); 62,9 (C-23, C-

24 e C-25); 64,1 (C-22); 69,1 (C-14); 115,2 (C-16 e C-17); 128,3 (C-20); 130,2 (C-18,C-19);
163,4 (C-15); 168,6 (C-21).

HRMS (ES-) m/z(M-H) calculado para £H4o,NOs436,3063; encontrado 436,3044 (M-H).

N-[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-illbenzamida (42)

o 17 Formula Molecular: C;{H;sNO,
76 OH Massa Molar:225,10 g/mol
8 5 N 473 Aspecto Fisico: Solido Branco
9 Ho on Faixa de Fusao: 130.7- 131.1
11
10
42

RMN de *H (CDsOD; 300 MHz) é(ppm): 3,86 (6H; s; H-1, H-2 e H-3); 7,42 - 7,48 (3H; m;
H-8, H-9, H-10); 7,79 - 7,82 (2H; m; H-7, H-11).
RMN de 3C (CD;OD; 75 MHz) o (ppm): 62,7 (C-1, C-2 e C-3); 63,9 (C-4); 128,4 (C-7, C-
11); 129,7 (C-8, C-10); 132,9 (C-9); 136,2 (C-6); 171,2 (C-5).
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9.9.Preparacdo e  Caracterizagdo do  2-(hidroximetil)-2-{metil[4-(tetraeciloxi)
benzillamino}propano-1,3-diol (339)

A 1,4 mmol da amin26gdissolvida em 4,0 mL de metanol anidro foram adicionados 7,0
mmol de iodeto de metila e 2,8 mmol dgdO;. A reacao foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 24 horas. O solvente e o excesso de iodeto de miatileefcaporados sob pressao
reduzida. O material obtido foi purificado através de coluna crondditoarde silica gel
(diclorometano e metanol) e obteve-se 29% de rendimento.

A seguir estdo descritos os dados espectroscopicos obtidoss attavanalise dos

espectros de RMN de 1H e 13C. Os espectros do comp@gancontra-se no apéndice 7.

24 -OH
18 o 25 Formula Molecular: C,cHy7NO,
160 N3 OH Massa Molar: 437,35 g/mol
2 4 6 8 10 12 14 | Of_? Aspecto fisico: éleo
P N N NN g
1 3 5 7 oy qz O1sp1e 2
33g

RMN de *H (CDsOD; 300 MHz) é(ppm): 0,89 (t;J = 6,0 Hz; 3H; H-1); 1,29 a 1,49 (m; 22H;
CH; alifaticos); 1,76 (sl; 2H; H-13); 2,55 (s; 3H; H-22); 3,85 (s; 6H24-H-25 e H-26); 3,96
(t; J=6,0 Hz; 2H; H-14); 4,12 (sl; 2H; H-21), 6,91 (s 8,5 Hz; 2H; H-16, H-17); 7,78 (d;=
8,5 Hz; 2H; H-18, H-19).

RMN de 3C (CD;OD; 75 MHz) & (ppm): 14,6 (C-1); 23,8 a 33,2 (GHulifaticos); 35,8 (C-
22); 56,5 (C-21); 61,5 (C-24, C-25, C-26); 62,4 (C-23); 69,3 (C-14); 115,8 (C-16, C327%; 1
(C-18, C-19); 136,5 (C-20); 160,8 (C-15).

9.10. Sintese e Caracterizacdo do &cido 4-(nonilamino)benzdico (36d)

Uma mistura do &cidp-aminobenzéic@®5 (0,9 g, 7,0 mmol), 1-bromononano (1,4 g, 7,0
mmol) e KI (0.6 g, 3,5 mmol) foi solubilizada em DMF e a reacé@xatla sob agitacdo e
aquecimento (70°C) por 5 horas. A reacdo foi monitorada através de(l@&@no/AcOEt
7,0/3,0 %vlv). O solvente foi removido por evaporacdo sob pressédo reduzidssielum foi
diluido com 30,0 mL de &gua e extraido 3,0 vezes com 20,0 mL de iétar. éts fases
organicas combinadas foram secas sobre sulfato de sddio, fileamasentradas sob presséo
reduzida. O sélido obtido foi purificado por cromatografia em colunasitiea gel
(diclorometano e metanol) com rendimento de 41%.

Os espectros de RMN de 'H e 13C estao no apéndice 8.
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O
13 15 Foérmula Molecular: C;4H,sNO,
3 s 7 I 160H Massa Molar: 263,19 g/mol
\/\/\/\/9\,\1 1057 14 Estado fisico: sélido branco
2 4 6 8§ H 12
36d

RMN de *H (CDCls; 300 MHz) &(ppm): 50,89 (t,J = 6,9 Hz, 3H, H-1); 1,29 a 1,52 (m, 12H,
H-2): 1,62 (quiJ = 6,6 Hz, 2H, H-8); 3,10 (] = 6,9 Hz, 2H, H-9); 6,56 (d = 9,0 Hz, 2H, H-
11,H-12); 7,77 (dJ = 9,0 Hz, 2H, H-13, H-14).

RMN de 13C (CDCk; 75 MHz) d(ppm): 514,6 (C-1); 23,9 (C-2); 28,4 (C-3); 30,3 (C-4); 30,6
(C-5); 30,7 (C-6); 30,8 (C-7); 33,2 (C-8); 44,2 (C-9); 112,1 (C-11 e C-12); 11718)C:32,9
(C-13,C-14); 154,8 (C-10); 170,9 (C-16).

9.11. Sintese e Caracterizacdo dos compostos 39 e 40

9.11.1.Procedimento geral

Uma mistura de acidp-hidroxibenzoéico 27) (0,7 g, 5 mmol) e KCO; (1,2 g, 10 mmol)
em 10 mL de DMF (HASEGAWALt al, 2005) foi agitada a 70°C por 1 hora. Em seguida, o 1-
clorooctano (0,7 g, 5,0 mmol) e KI (0,4 g, 2,5 mmol) foram adicionadoseacdo ficou sob
agitacdo e aquecimento por mais 24 horas. A reacdo foi monitotealggsa de CCD
(Hexano/AcOEt 7,0/3,0 %v/v). O solvente foi removido por evaporacdo sob predsdmla e o
residuo foi diluido com 30,0 mL de agua e extraido 3,0 vezes com 20,0 nidr dwiléco. As
fases organicas combinadas foram secas sobre sulfato de s@@idadile concentradas sob
pressdo reduzida. O Oleo obtido foi purificado por cromatografia em cdeirglica gel
(eluente: AcOEt/Hexano) e obteve-se os compo3fbe 40 com 23 e 45% de rendimento

respectivamente

9.11.2.Caracterizacao do 4-hidroxibenzoato de octila (39)

(0]
12 49 8 6 4 2 Férmula Molecular: C,5H,,0;
14 9 o/\7/\5/\3/\ Massa Molar: 250,16 g/mol
1 Estado fisico: 6leo amarelo
HO™ 5 e 11

39
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RMN de *H (CDClIs; 300 MHz) o (ppm): 00,92 (sl, 3H, H-1); 1,30 a 1,46 (m, 10H, H-2 a H-
6); 1,76 (quiJ = 6,7 Hz, 2H, H-7); 3,98 (] = 6,5 Hz, 2H, H-8); 4,27 (1] = 6,8 Hz, 2H, H-16);
6,89 (d,J=9,0 Hz, 2H, H-13,H-14); 7,97 (d,= 9,0 Hz, 2H, H-11, H-12).

9.11.3.Caracterizacao do 4-(octiloxi)benzoato de octila (40)

(0]
12 14 1618 20 2 Férmula Molecular: C,3H;505
N N
s 4 ¢ g 1© 150" 17 19 1 33 Massa Molar: 362,28 g/mol
1 Estado fisico: 6leo amarelo

RMN de *H (CDCls; 300 MHz) é(ppm): 00,90 (m, 6H, H-1, H-23); 1,30 a 1,46 (m, 20H, H-2
a H-6 e H-18 a H-22); 1,76 (qui= 6,4 Hz, 4H, H-7 e H-17); 4,31 (= 6,7 Hz, 2H, H-9); 6,93
(d,J=8,7 Hz, 2H, H-12,H-13); 7,96 (d,= 8,7 Hz, 2H, H-10, H-11).

9.12. Ensaios Biolbgicos
9.12.1.Avaliacao antibacteriana através do Método de diluicdo em Agar

Células bacterianas foram cultivadas em Tryptic Soy AgaA ( Slimedia laboratories,
Mumbai, India), incubadas em condi¢c6es aerdbicas a 37°C, por 24 horas. Ossifid@rn
ajustados na escala de turbidez de 0.5 McFarland (£ B80/mL). Com o auxilio de um swab
estéril os indculos foram disseminados na superficie das plaep®se 10 minutos foram
confeccionados pogos de 5mm de diametro no Agar. Dentro destes foraonamthei 5QUL da
solucéo a ser testada em uma concentracdo de 5mg/mL. Toplasass foram incubadas sob
condi¢cdes aerdbicas a 37°C por 24 horas e o0 halo de inibicdo foi medMAKO et al,
2008).

9.12.2.Avaliacao antibacteriana através do Método de diluicdo em caldo

A atividade antibacteriana dos compostos sintetizados foi investigadgi®o usando o
meétodo de diluicdo em caldo. Foram usadas duas culturas purast@@bdsram-negativas
(ATCC - American Type Culture Collectiongcherichia coliATCC 11229 ePseudomonas
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aeruginosaATCC 27853), e duas ATCC de bactérias Gram-positi®aaphylococcus aureus
ATCC 29213 eStaphylococcus epidermiddsTCC 12228). O estudo foi realizado também com
vinte e uma amostras clinicas de MRSA isoladas de pacientéssgital Universitario (Juiz de
Fora, Brasil). Os testes foram realizados em duplicata.

Os ind6culos utilizados nos testes, previamente cultivados em conde@dscas em
TSA (Triptic Soy Agar) a 35.5°C por 24h foram ajustados para ezbae 0.5 McFarland
(1.5x1¢ CFU/mL) com solucdo salina estéril (0.85% NaCl). Os compossiado26ag (20
mg) foram dissolvidos em etanol (2 mL) e os compo3&asg (20 mg) foram dissolvidos em
DMSO: Teween80 (2:1) (2 mL). As solucdes foram diluidas em Mueller Hintathh Para obter
as concentracbes de 0,0625 a oL, em um volume final de 3,0 mL. Nos tubos foram
inoculados 10QuL da cultura bacteriana e incubados aerobicamente a 37.0°C por 24h.

O CIM foi definido como a menor concentracdo dos compostos testadosajtemena
inibicdo total do crescimento bacteriano (taxa de inibicdo de 100%bex@erimentos foram
realizados utilizando apenas solucdo de salina estéril inoculadadueller Hinton Broth.

Cloranfenicol foi utilizado como agente antimicrobiano para fins de comparacao.

9.12.3.Atividade bactericida e bacteriostatica

Para determinar as concentracdes bactericidas foram trdasfeom um auxilio de um
swab estéril para uma placa de Petmtendo meio Agar Mueller Hinton (AMH — Himedia
Laboratories, Mumbai, India) aliquotas das diluic6es selecionadas @@berminacdo do CIM
através do método de diluicio em caldo. Foram selecionadas duas didligdbesdo CIM, a
concentracdo relativa a CIM e duas diluicdbes superiores ao BINlaca de Petri foi
previamente demarcada de acordo com as posicoes das diluigcdes das solugikzsdese]

A placa foi incubada em estufa sob condi¢cdes aerdbicas a 37°C por 24aksificacdo
de concentracdo bactericida minima foi feita a partir da memreatracdo de solucdo do
composto em analise que ndo permitiu o desenvolvimento dos micemnganiOs compostos
para 0S quais o crescimento bacteriano foi observado em todas astregdes foram

classificados como bacteriostaticos.
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9.12.4 Avaliagdo da atividade antifungica

A atividade inibitéria foi determinadan vitro frente a quatro estirpes de leveduras
(Candida albicansATCC 18804,Candida tropicalis750, Candida parapsilosi22019, and
Candida glabrate00030).

O método usado foi o de microdiluicio em caldo no formato CLSI M27-K3& A2
para orientacdo de experimentos com leveduras e bolores em nidl&0 com glutamina,
vermelho de fenol e sem bicarbonato (KlinLab, republica Checg)ot@awo a pH 7,0 com
0,165M de acido 3-morfolino-propano-1-sulfénico (Sigma-Aldrich, Alemanha)so®ente
usado no preparo das solucdes foi etanol. O inoculo de fungo foi preparadabiesrama
concentracéo final de 5010 0,2 CFU/mL. Itraconazol foi usado com droga de referéncia. O

CIM foi determinado ap0s 24 e 48 horas de incubacéo e foram determinados em duplicata.

9.12.5.Cultura celular da linhagem de macrofagos murinos J774

Para avaliar a producdo de NO (Oxido nitrico) bem como a viatdlidzlular, foi
realizada cultura de células da linhagem celular murina J77€QAT. TIB 67). Aliquotas de
células J774 contidas em suspensdo com DMSO em criotubos, armazmadastambor de
nitrogénio liquido, foram descongeladas em fluxo laminar e transdepata tubos tipo Falcon
contendo 8,0 mL de meio RPMI completo (RPMI 1640 com 5 % de soro fetal bbwhale L-
glutamina, 1% de aminoacidos nédo essenciais e 0,5 % de penastreptomicina (GIBCO —
Invitrogen, CA, USA)) para lavagem. Essas suspensdes de célaas dentrifugadas a 1200
RPM por 10 min em uma temperatura de 4° C; os sobrenadantes foaardeéss e ogellets
formados foram ressuspendidos em 5,0 mL de RPMI completo. O conteuddadsuspenséao
formada foi transferido para um frasco de cultura (garrafa plasticaltdea estéril) e incubado a
37° C em estufa de GO

Para manutencdo das células em cultura, 0 meio contido nos ffasaws trocados
quando necessario: o0 meio consumido foi desprezado e 5,0 mL de meio cerlgleto,
adicionado ao frasco de cultura. Quando o grau de confluéncia de células feasco foi igual
ou superior 80%, as células foram coletadas e lavadas em maéid &Pnpleto, por
centrifugacdo a 1200 rpm a 4°C por 10 minutos e a viabilidade deternuitiiaiando o corante
vital Azul de Trypan (MERCK, Sé&o Paulo, SP) pela contagem enareéade Neubauer. As
células foram ressuspendidas em meio RPMI completo e distriberdgsacas de 96 pocos

(100,0uL/poco- NUNC) na concentracdo 2,0 xX°t@lulas/poco. Em seguida, as células foram
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cultivadas por 48 horas, na presenca ou ndo dos compostos testadosulI90¢0) nas
diversas concentracdes avaliadas.

Para avaliagdo da producéo de Oxido Nitrico, o meio de culturarfqueaido com 1,0
png/mL de lipopolissacarideo (LPS) deéscherichia coli (Sigma) e 20,0 u/mL de IFN-

ymurinorecombinante (R&D systems).

9.12.6.Viabilidade Celular

A viabilidade dos macrofagos foi determinada pelo método coloramétto MTT
(coranteThiazol Blue Tetrazolium Bromide Sigma, St. Louis, MO, USA). O MTT é reduzido
em células metabolicamente ativas por desidrogenases mitocordesia. reacdo € formado
cristal de formazan, um produto de cor roxa solivel em DMSO e em alcool acidos.

Apos 48h de cultura celular, o sobrenadante foi retirado para dosagenddenidico
(NO), como descrito acima. As células que permaneciam nos pogtacdaforam adicionados
90,0 uL de meio RPMI completo e 104 de uma suspensdo de MTT (Sigma Chemical, St.
Louis, MO-USA) a 5,0 mg/mL. Essas suspensdes celulares foraubadas por 4 horas, a
temperatura de 37° C e 5% de £Bpobs esse periodo, o sobrenadante foi removido e 100,0
de uma solucéo a 0,1 M de DMSO foram adicionadas em cada pocogsaiaedio formazan
formado. A viabilidade celular foi quantificada pela medida da denséj#ab® no comprimento
de onda de 570 nm, determinada por um leitor de microplacas (Spectt@tha Molecular
Device). A média dos valores das absorbancias obtida nas c#nldsatadas foi considerada

como 100 % de viabilidade.

9.12.7.Determinacéo da producdo de NO

A producédo de NO foi avaliada vitro pela dosagem do seu produto de degradacédo mais
estaveis, nitrito, pelo método colorimétrico indireto conhecido como Rebgdsriess. Neste
método, o nitrito, quando presente na amostra, reage com a sulfani&amiaeio acido para
formar um composto intermediario, o sal de diazénio. Em seguidasasteage coml-naftil-
etilenodiamina (NED) formando um composto azo estavel de coloragiargpodendo assim
ser analisado em espectrofotdometro em comprimento de onda de 550 nm.

Foram adicionados 0,1 mL de reagente de Griess a 0,1 mL dos sobrenadantes das cultur
(obtidos e processados como descrito acima). Esse reagente @iconpeta mistura de duas

solucdes A e B na proporcao 1:1, que eram preparadas imediatamestécanso. A solucédo A

102



Parte Experimental

€ constituida por: naftiletiienodiamino 0,1% (p/v) em &cido orto-fosféB® % (v/v), e a
solucdo B por sulfonamin@aaminobenzeno 1,0% (p/v) em é&cido fosférico 5,0 % (v/v) (MERCK
BIOSCIENCES, Germany). Ap0s o reagente de Griess reagid@anin a 26° C com as
amostras, foi realizada a leitura em leitor de micropladizando filtro de 550 nm em leitor de
microplaca (SPECTRAMAX 190 — Molecular Device). Os resultados jdvh foram
determinados pela comparacdo com a curva padrdo (realizada cam dhétrisédio nas
concentracdes de 200,0; 100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,3; 3,0ud).,5
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10 Conclusodes

Neste trabalho foram sintetizados quarenta e seis compostos, serutrequmtditos, a
saber: a série das aminas alquila2@e-ge a série das amidaga-g.

A série de amina®6a-g foi sintetizada por aminacdo redutiva. Entretanto, algumas
modificacdes precisaram ser feitas devido a dificuldade de spagdib do Tris. A dificuldade
maior desta sintese apresentou-se na purificagdo dos compostos,zugug \eecromatografia
por coluna de silica ndo nos deu resultados satisfatorios (baxisieatos e decomposicéo). A
alternativa encontrada foi a obtencéo dos cloridratos de amina.#esgstam em mistura de
agua/ diclorometano, e sdo purificados através de recristalizacfestato de etila.

Na sintese das amid&2a-g derivadas do acidp-hidroxibenzoéico, houve uma grande
dificuldade para se estabelecer as condicbes adequadas. Ini@afoigoioposta uma sintese
direta entre o Tris e 0s esteres alquila@®a-g Entretanto, foi necessario realizar a clivagem
dos ésteres formados para obtencdo dos &cidos carboglieege a sintese de cloretos de
acidos3la-g devido a maior reatividade destes haletos frente ao ataque nucleofilico.

A proposta de metilagdo das aminas previamente sintetizadashiargdo dos sais
guaternarios33a-g também ndao foi atingida. O agente alquilante empregado foi o iodeto de
metila. Apenas uma metila foi incorporada as estruturas dem@msadas como material de
partida, mesmo com excesso de iodeto de metila e o uso de diferentes bases.

Foi realizada a tentativa de sintese de amidas alquiladas dderivdo acidop-
aminobenzodico38a-g. Entretanto, a sintese s6 se mostrou efetiva fredtalquilacdo do acido
p-aminobenzoico36d). A etapa de formacdo do haleto de acila néo foi eficiente, umguee
nao foi observada a sintese das amidas almejadas.

A atividade antibacteriana foi testada para os comp@sas) e 32a-gfrente a bactérias
Gram-negativas Hscherichia coli e Pseudomonas aerugingsabactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureuws Staphylococcus epidermidlisalém de bactériaS. aureusmeticilino
resistente (MRSA) isoladas de pacientes do Hospital UnivéositarJuiz de Fora. A série de
amidas32a-g ndo apresentou atividade antibacteriana contra as ATCC’s e né&o tkstados
contra MRSA, fungos, citotoxicidade e producdo de NO devido a dificuldadmlubilizacdo
destes compostos. As amin2Ba-g apresentaram resultados promissores, principalmente com
relacdo as bactérias Gram-positivas (CIM = 2,0-10p4,el" ). O melhor resultado foi para
26g com CIM = 2,0 pg.mit contra S. aureuse S. epidermides Os compostos26c-g
apresentaram-se mais efetivos que o cloranfenicol. As subst&uascadeias alifaticas

menores Z6a e 26b) foram as que se apresentaram menos ativas. Através dosdasulta
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antibacterianos, pode ser estabelecida uma forte correlacao poftlieiiade dos compostos e a
atividade biolégica.

Os resultados dos testes antifungicos também foram muito animadoessio
comparados aos resultados do padréo utilizado (Itraconazol). Os conf@estaz6f foram os
mais ativos, com CIM entre 2,0 e §6.mI*. De forma similar aos testes antibacterianos, os
aminoalcoois26a e 26b também se apresentaram menos ativos contra os fungos testados.
Entretanto, 0 compos@6g com maior cadeia lipofilica, mostrou perda de atividade nestte te
quando comparado com os resultado2&kse 26f.

A partir dos resultados dos testes de citotoxicidade, observa-ses quenposto26c-e
ndo sdo citotbxicos em concentracdes inferiores a [§.0L". Nota-se que este valor é
superior a muitos resultados de CIM obtidos nas avaliacOes contitaidsme fungos. Isto torna
esses compostos promissores na busca de novas substancias ativas essafra
microorganismos.

Na concentracdo de 10i@.mL*, os composto26c-g apresentaram forte inibicdo na
producdo de NO. A viabilidade celular destes compostos esta seratlatest concentracdes
intermediarias a 10,0 e 25@.mL™". Os resultados obtidos nesse estudo incentivam & pesquisa
mais aprofundada dos compostos contra atividade anti-inflamatoria.

A partir da andlisén silico dos parametros ADMET é possivel inferir que os compostos
nao apresentam problemas de biodisponibilidade oral, bem como apresentam boa paadesabili
na membrana celular, j& que os valores obtidos para PSA éiinéerl40 A2 Todos os
compostos apresentaram baixo risco frente aos efeitos mutagé&micosygénico, irritante e de
reproducdo, exceta26c e 32b que apresentaram alto risco tumorogénico e irritante,
respectivamente. Os compos8a-ge 32a-gapresentam potencial frente a diversas atividades
biolégicas, o que torna imprescindivel a continuidade dos estudos biol6gicos desses compostos.

Os compostos 26a-g apresentaram resultados biolégicos satisfatorios, mesmo
apresentando uma sintese relativamente simples. A purificacdeqstalizacdo € um fator
vantajoso do ponto de vista econémico e ambiental. Pode-se citar tarvbétagem de serem
solaveis em diversos solventes organicos, como metanol, etanol e DMBQJleaapresentarem
solubilidade moderada em agua.

Com relacao os testes fisico-quimicos, néo foi possivel deteran@®BIC a partir destes
experimentos iniciais. A determinacdo da CMC de substancias tensoatgsadde relevancia
para o estudo de varias propriedades termodinamicas, porém essardefio nem sempre €
facil de ser realizada. A formacdo de espuma das solu¢cdes aduesammposto26a-gé um

forte indicio de que se trata de substancias com propriedadesasugs.cE possivel que a faixa
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de concentragcédo estudada esteja acima da CMC dos compostos, u@ veo se observou
variagcéo brusca de nenhum dos parametros investigados. Logo, adinoaérar a CMC destes
compostos, estudos com diferentes concentracfes continuam sendo reaizsads das
mesmas técnicas citadas anteriormente.

A partir do desenvolvimento desse trabalho foi possivel desenvolver um coehtci
entre varias areas da ciéncia. Propiciou o aprendizado teoéricdi@ pdn sintese organica,
como a utilizacdo e interpretacdo de diversas técnicas espéticas necessarias para a
caracterizacdo dos compostos sintetizados. A realizacdo dos episddgscos € de grande
importancia na sintese organica, uma vez que o conhecimento destes ratodoe gerar
maior autonomia na obtenc¢do dos resultados auxilia na melhor intefjpretas mesmos. Os
testes fisico-quimicos, apesar de ndo terem apresentadodesulteediatos relativos a CMC,

proporcionaram uma Visdo mais abrangente da quimica presente no trabalho.
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Apéndice I Secdo de espectros de RMN del e de**C dos aldeidos alquilados 24a-g
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Apéndice 1.1 Espectro de RMN d&H (CDCl, 300 MHz) do 4-(butoxi)-benzaldei@da.
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Apéndice 1.2.Espectro de RMN d¥C (CDCE, 75 MHz) do 4-(butoxi)-benzaldeidata
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Apéndice 1.3 Espectro de RMN diH (CDCl, 300 MHz) do 4-(hexiloxi)-benzaldeidtb.
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Apéndice 1.5Espectro de RMN dtH (CDCL, 300 MHz) do 4-(octiloxi)-benzaldeiddic.
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Apéndice 1.6 Espectro de RMN d¥C (CDC}, 75 MHz) do 4-(octiloxi)-benzaldeidic.
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Apéndice 1.7 Espectro de RMN d¥H (CDClk, 300 MHz) do 4-(noniloxi)-benzaldeidaid.
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Apéndice 1.8 Espectro de RMN d¥C (CDCE, 75 MHz) do 4-(noniloxi)-benzaldeidztd.
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Apéndice 1.9 Espectro de RMN d¥H (CDClL, 300 MHz) do 4-(deciloxi)-benzaldeidde.
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Apéndice 1.10Espectro de RMN d€C (CDCk, 75 MHz) do 4-(deciloxi)-benzaldeidate.
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Apéndice 1.13Espectro de RMN d&H (CDCls, 300 MHz) do 4-(tetradeciloxi)-benzaldeido
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Apéndice 2 Secdo de espectros de Massas, IV, RMN *H e de'*C das aminas 6a-g
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Apéndice 2.1.Espectro na regido de infravermelho do comp26a(KBr).
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Apéndice 2.2 Espectro de RMN *H (C;0D; 300 MHz) do composi26a
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Apéndice 2.3 Espectro de RMN 13C (C{@D; 75 MHz) do compost26a
Single Mass Analysis
Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min=-1.5, max = 100.0
Element pradiction; Off
Number of isotope peaks used fori-FIT =9
Monoisoiopic Mass, Even Electron ons
420 formulale) evaluated with | results within limits (up to 50 best isotopic matches for 2ach mass)
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Apéndice2.4.Espectro de alta resolucdo (HRNESH) do compost26a
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Apéndice 2.5 Espectro na regido de infravermelho do compa6to(KBr).
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Apéndice 2.7 Espectro de RMN 13C (GJOD; 75 MHz) do compostaéb.
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Apéndice 2.9 Espectro na regido de infravermelho do comp26¢(KBr).
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Apéndice 2.10Espectro de RMN H (C30D; 300 MHz) do composi26¢
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Apéndice 2.11Espectro de RMN 13C (C30D; 75 MHz) do compost26¢

Elemental Composition Report
Single Mass Analysis

Tolerance =5.0PPM | DBE: min =-1.5, max = 100.0
Element prediction; Off
Humber of isotope peaks used for FFIT =8

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
112 formula(e} evaluated with 1 results within limits {up to 50 best isotopic matches for each mass)

Elements Uszd:
C:0-100 H:0-10 M:1-4 @17 Ch4
DE-ASSIS MeOH 1302012 1E:51:54
D0 Ja-amds 27 (0.707) Cm 27:35) T TOF M3 EB-
46024003
4 3742092
e
376.2058
752119

T4 ] 3743548 7 | 37526m2 377205 3 1
Y ... AL . UL SRS I o NI ... WO oo AR

0.0 ETili] 7 730 740 3750 HED Enii 8D g e ¥l 3820
Minimus: -1.5
Maximum: 5.0 5.0 100.0
Mage Cale. Mase 03 PEY DEE 1-FIT 1-FIT [Norm) Formula
I74.2082 3742088 -0.5 1.8 1.5 728.1 0.0 C14 W3 K o0

Apéndice 2.12Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost26c¢
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Apéndice 2.13Espectro na regiao de infravermelho do comp26d (KBr).
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Apéndice 2.14Espectro de RMN *H (C30D; 300 MHz) do composi26d.
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Apéndice 2.15Espectro de RMN 13C (C3OD; 75 MHz) do compost26d.

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance =5.0PPM | DBE:min=-15, max=100.0
Element prediction: OF

Mumber of isotope peaks used for FFIT =8

Monaisatopic Mass, Even Electron lons
£44 formulale) evaluated with 1 results within limits {up to 50 best isotopic matches for each mass)

Elements Used:
C:0-100 H:0-110 M:D-18 O:1-18 CE4
DEAZSIS 420K 13012 150030
DO.fa-anl6 24 {063 Cm (219)  TOF MS E5-
B57e4003
- 38257
ﬁ-
B0
28
LA 1274 L REHA IZI WIS o 3BT
ol TS aTiel 3 assss o 375649 ; 182,296 ; : B weags vl
3840 30 350 70 30 0 #00 B0 0 1 340 31 1 00
Minims: 1.5
Maximm: 50 50 100.0
Maza Cale. Mass  m0a  PPM DEE 1-FIT  1-FIT (Norm) Formuia
3\0.2257  3BE.2255 0.2 b5 35 9M. 0.0 Cnoms N M0

Apéndice 2.16 Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost26d.
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Apéndice 2.17 Espectro na regiao de infravermelho do comp26e(KBr).
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Apéndice 2.18 Espectro de RMN H (C30D; 300 MHz) do composi26e

137



Apéndices

E 3 e g f‘g @ON@@COQO{'JHQF—@L’!QﬁﬁF\IL"’N
e “ @ S & PEEIR T I TR IS PR Y
@ ] o~ - GO gwwNwwrmoocooo M~ Y
- - - - DO N N= Freroe o0 MOOQ0 00NN -
S / ':—:;/
T NS N
g 8 & 1q.0H
13 7
12 s N8 LM Ha
/2\/4\/6\./8\/}9\ H OH
14
i 3 85 ¥ § o
|
19,20, 21
11,12
| 13,14
2.9
10 17 [
I
| l 1
1s |16 |12 | |
| N
" | LJ——J'—u --—‘;J
e e e e LA e e e e e e e e e e e e B e e e e e e A
BE 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Apéndice 2.19Espectro de MN 13C (CD;0D; 75 MHz) do compost26e

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 PPM [ DBE: min=-1.5, max = 100.0
Element prediction: Off

Mumber of isotope peaks used for +FIT =8

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
8 formulaie) evaluated with 1 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)

Elements Used:

C:0-100 H:0-110 M:0-15 Q0115 ChE1

DE-ASSIS MeCH 132012 16:03:29

DO _|a-amd7 25 [0.672) Cmi21:28) ZTOFMSES-
75404003

24
10 4022413

404.2331

412.2696

TER.E138

55.1329 £14,0838

£523705 7011712 7335363

Minimus: =15

Maximus: 5.0 5.0 100.0

Magg Calc. Mass ma FPM DBE 1-FIT 1-FIT [Norm) Formula

402.2413  402.2411 0.2 0.5 1.5 9176 0.0 1 m7T ¥ O (1

Apéndice 2.20Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost26e
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Apéndice 2.21Espectro na regiao de infravermelho do comp26f (KBr).
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Apéndice 2.22 Espectro de RMN H (C;0D; 300 MHz) dacompostc26f.
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Apéndice 2.23Espectro de RMN 13C (COD; 75 MHz) do compost26f.

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance =5.0FPPM | DBE: min=-15, max=100.0
Element prediction: Off

Mumber of isotops peaks used for +FIT=§

Manoisotopic Mass, Even Electron lons
410 formutale) evaluated with 1 results within fimits {up to 50 best isobopic matches for each mass)

Elements Us=d:

C:0-100 H:0-110 M:1-10 ©:1-10 CL 1A

DE-ASSIS MeCH 162012 163816

DO Jz-anlé_B 24 (0.634) om {12:30) 2 TOF M3 ES-
2.55e+003

I 430271

i EErhar
sqapey  MLOETE ypypayy SMAETSBADSMED  snezsmy  go7287 433 8561

410 220 4230 440 4250 4250 427.0 4280 40 43040 4310 4320 4330 440 4350 4360

Minimim: -1.5

Maximum: 5.0 5.0 100.0

Mazg Calc. Masg =02 PEM DEE 1-FIT 1-FIT {Norm) Formula

430.2720  430.27H -0.4 -0.9 1.5 5B8.8 0.0 23 Bl N M O

Apéndice 2.24 Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost26f.
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Apéndice 2.25Espectro na regiao de infravermelho do comp26g (KBr).
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Apéndice 2.26 Espectro de RMN tH (C3;0D; 300 MHz) do composi26g
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Apéndice 2.27 Espectro de RMN 13C (C;0D; 75 MHz) do compost26g.

Elemental Composition Repart

Single Mass Analysis

Tolerance =50 PPM { DBE: min=-1.5, max= 100.0
Element prediction: Off

Humber of isotope peaks used for FFIT = §

Menoisctopic Mass, Even Electron lons
B84 formulaje) evaluated with 1 results within limits {up to 50 best isotopic matches for each mass)

Elements Lsed:
G000 HOMD N5 0:1-15 CE1-1
DE-ASSIS MaCH 1302012 16:1234
DO, je-amil 24 (0635) Cm (20:30) T TOF M5 E5-
S03e+003
10 458,303
e 460.3034
4613045 45\5.331?‘55. o
ST ABMIASINGS 4s6In [ peam 538 | ¢ i3 SIZSEIIMY IS0 g gy B0SIE
o A B B 0 e ] e o211 1 TR ] e A s LB o
4400 4425 4450 M75 4500 4535 4350 4ErS 4600 4625 4850 4675 400 4725 4750 4T 4B00 4825 4850 dB0S 400D
¥inimom: -1.5
¥aimis. 5.0 5.0 100.0
Mass Calc. Mazs =z PPH DEE 1-FIT 1-FIT (Nom) Formula
450.3034  458.3037 -1.3 -0.7 3.5 318.9 0.0 C25 HEE N O O

Apéndice 2.28 Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost26g
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Apéndice 3 Secdo de espectros de RMN ¢‘H e de**C do composto 8
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Apéndice 3.1.Espectro de RMN *H (CDt; 300 MHz) do compost28.
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Apéndice 3.2 Espectro de RMN 13C (CD3; 75 MHz) do compost28.
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Apéndice 4 Secdo de espectros de RMN ¢‘H e de*C dos ésteres alquilados9a-g
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Apéndice 4.1.Espectro de RMN *H (C;0D; 300 MHz) do composi29a
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Apéndice 4.2 Espectro de RMN 13C (C;OD; 75 MHz) do compost29a
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Apéndice 4.3 Espectro de RMN *H (C;OD; 300 MHz) do compost29b.
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Apéndice 4.4 Espectro de RMN 13C (C;0D; 75 MHz) do compost29b.
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Apéndice 4.5 Espectro de RMN tH (C30D; 300 MHz) do compost29c
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Apéndice 4.6.Espectro de RMN 13C (C3OD; 75 MHz) do compost29c
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Apéndice 4.7 Espectro de RMN *H (CCls; 300 MHz) do compost29d.
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Apéndice 4.8 Espectro de RMN 13C (CDg; 75 MHz) do compost29d.
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Apéndice 4.9 Espectro de RMN tH (CDt; 300 MHZz) do compost29e
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Apéndice 4.10Espectro de RMN 13C (CDg3; 75 MHz) do compost29e
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Apéndice 4.11Espectro de RMN tH (CDt; 300 MHz) do compost29f.
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Apéndice 4.12Espectro de RMN 13C (CDg3; 75 MHz) do compost29f.

149



Apéndices

Apéndice 5 Secéo de espectros de RMN ¢H e de™*C dos &cidos alquilado30a-g
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Apéndice 5.2 Espectro de RMN 13C (C;OD; 75 MHz) do compost30a
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Apéndice 5.3 Espectro de RMN *H (C3OD; 300 MHz) do compost30b.
an a -+ o =t
g o O - 0 C} MNOODOONNOD™MOOO®WN~
g 5 o ox - =SSR RRS28L1
~ Q0 M - OOV OVONODDMT
~— - — - -~ u\,iu:'q'vv'q’vv{':t‘l&\l(\l:—
| Y | VYT (T o
4 0|
5 5 “OH
N
137 11 9 977%
|
3,4 5.6
| |
SI gin
| 12
| ]
7
1 | 2
| | J
PRESHORNETPOPRITTrR e ST AR sl o vy iy
LIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIIIII'IIIIIIIIII
20 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Apéndice 5.4 Espectro de RMN 3C (C;OD; 75 MHz) do compost30b.
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Apéndice 5.6 Espectro de RMN 3C (C;0OD; 75 MHz) do compost30c
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Apéndice 5.8.Espectro de RMN 13C (C30D; 75 MHz) do compost30d.
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Apéndice 5.9 Espectro de RMN *H (TFA; 300 MHz) do compo30f.
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Apéndice5.10.Espectro de RMN 13C (GOD; 75 MHz) do compost30g
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Apéndice 6 Secdo de espectros de massas, IV e RMN'H e de'C das amidas 32a-g e 42
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Apéndice 6.1.Espectro na regido de infravermelho do comp32a(KBr).
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Apéndice 6.2.Espectro de RMN *H (C;0D; 300 MHz) do composi32a
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Apéndice 6.3 Espectro de RMN 13C (C;OD; 75 MHz) do compost32a
Elemental Compasition Report
Single Mass Analysis
Tolerance =5.0FPM | DBE: min=-1.5 max=100.0
Element prediction; Off
Humber of isotope peaks used for FFIT =8
Meonoisotopic Mass, Even Electren lons
B2 fomulale) evaluated with 1 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:
C:0-100 H 0110 N:1-5 @15
DE-AGSIS MeCH 13u-2012 1621136
DO_Ja-anvdf 27 [0.706) Cm (27:3) I TOFMSES-
f.29e+003
o0 2361434
-

TR L]

N BGT2 gy gnes  ZTE 2354057

21578 208 {484

010368 apogsy e WMTEye e ey
w0 M0 20 B0 mED 200 MED 0 20 W0 W0 W20 330 M40 W50 Wl WO

Rinimog: =15

Maximom: 5.9 5.0 100.0

Masg Calc. ¥ass =la FPX DEE 1-FIT 1-FIT (Nomm) Formula
295.1434  296.1498 -0.4 -1.4 5.5 28E.% 0.2 C1E H2Z N 05

Apéndice 6.4 Espectro d alta resolu¢cdo (HRME&SI) do compost32a

miz
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Apéndice 6.5 Espectro na regido de infravermelho do comp82tn(KBr).

Elemental Compaosition Report

Single Mass Analysis

Tolerance =50 PPM | DBE:min=-15, max= 1000
Element prediction: Off

Mumber of isotope peaks used for -FIT =8

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
108 formulafe| evaluated with 1 results within imits {up to 50 best isotopic matches for each mass)

Elements Used:
C:0-100 H: 0110 N:1-4 @17
DE-ASSIS HeoH 1302012 1425
DO Ja-ani2h 25 (0672} Cim (20:30] T TOF M3 ES-
1.2e+004
- 2041816
B
35,1848
ol e woowe ewes e 3t S uefed W apygy BV e psims mmepn 3T ”
R0 AR IR PR IR L AL TS HRE % ML IR PG AR R ) Il LR | R Y T VA 33 Sl L 7 T ELAL A vl
3140 3181 3181 200 320 140 360 180 300 L 340 33610 30 100
1.5
5.0 5.0 100.0
Mags cale. Mass ol ey el {-FIT {-PIT [Norm) Formila
1241816 324.1811 0.5 1.5 0134 0.0 17 W K GG

Apéndice 6.6.Espectro de alta resolu¢cdo (HRMS-ESI) do compd2in
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Apéndice 6.7 Espectro na regido de infravermelho dmposto32c(KBr).
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Apéndice 6.8.Espectro de RMN *H (C;0D; 300 MHz) do compost32c

158



- he 4 o w @
g 2 3 2% g EIYEEY PEERE RERET
a s = o o 5 THBECIYRBK/TELTEIS
r~ il o N - DOONTODPOOOMOOO h M=
-~ - —-I— — 35‘51:1‘1'- '*'::,fu’&ﬂﬂ.ﬁ“\l';_
| | || | Y F Y77 |
17-OH
o 18
13 4 OH
" 15 N1~ 12 oH
2 4 6 8 2 H
P N
7 3 5 7 997
17, 18, 19
|

ppm 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

Apéndice 6.9.Espectro de RMN 13C (C;0D; 75 MHz) do compost32c

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 PPM { DBE: min=-1.5, max = 100.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for +FIT =8

Monoisatopic Mass, Even Electran lons
B5 formulafe) evaluated with 1 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)

Elements Used:
C:0-100 H:D-110 M:1-5 025
DE-ASSIE MelH 13JUR202 18183
D0 ja-anv2d 23 (0.616) Cm (2129 Z TOF M3 ES-
74124003
10 124
5."‘.
3532142
1540 331586 351, 218 55.2165 355 b 30807 . .
D— AR 344 1609 346.1139 3478513 349 6040 350 4056, 51353% ‘ 3-54|2 62, S Ik ?nﬂ?m 3301495 ESEBJDT 362173 AR08 3\:-1.9':51.36E.I:u1EHIz
Pt g o ppers g RaREERES
20 3440 3460 D 3500 3821 3540 3560 3580 300 320 3640 3660
Minimus: -1.5
Maximum: 5.0 5.0 100.0
Mazs Calc. Mase mla Py DEE 1-FIT 1-FIT (Norm) Pormula
352.2141  352.21H4 1.7 1.8 5.5 B6E.5 0.2 C19 HI0 N 05

Apéndice 6.10Espectro d alta resolu¢do (HRM&SI) do compost32c

Apéndices
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Apéndice 6.11Espectro na regido de infravermelho do comp32d (KBr).
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Apéndice 6.12Espectro de RMN *HDMF; 300 MHz) do compost32d.
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Apéndice 6.13Espectro de RMN 3CDMF; 75 MHz) do compost32d.

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance =5.0PPM | DBE: min=-1.5 max = 100.0
Element prediction: Off

Humber of isotope peaks used for kFIT= 8

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

B4 formulale) evaluated with 1 results within limits {up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:

C:0-100 H:O-110 M1 025

DE-ASSIS MeCH
D0, aan¥32 26 [0.725) Cm (26:38)

s 36,270
K-
37230
Y BER0N3 gy 1o ™70 IRED o ccg  amnonay  3paase %8233 POBE 0 pogy
30 30 BE0 0 #E0 MO0 %20 %40 ED A0 aM0 20 34D
Miims: -1.5
Maximus: 5.0 5.0 100.0
Mazs Calc. Maes oA PEM DEE 1-FIT 1-FIT (Norm) Pormila
366.2270  366.2280 1.0 -7 B 9515 0.0 00 W2 ON OB

1752090 S50 wpprs 3 gy

13U-2M2 152836
T TOF M3 ES-
5.42e+003

3641778 iz
3840

Apéndice 6.14 Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost32d.
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Apéndice 6.15Espectro na regiao de infravermelho do comp32e(KBr).
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Apéndice 6.16 Espectro de RMN H (C30D; 300 MHz) do composi32e
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Apéndice 6.17 Espectro de RMN 13C (C;0OD; 75 MHz) do compost32e

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 PPM | DBE: min=-1.5, max= 100.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for FFIT=8

Monoisotopic Mass, Even Electran lons
15 formulafe) evaluated with 1 results within imits {up to 50 best Isotopic matches for each mass)

Elements Used:
C:0-100 H:0-110 M:18 Oa1T7
DE-ASSIS WzoH {3012 163850
DO fe-anvt 24 {1536} O 16:25) 2 TOF MG E5-
B ESEIO3
o waun
T
312478
1 ]

TAURL gy prgy 5107 TGN JCUED oy pnge . gmseig | FO4IZE WU s o S o s wmon
Y SEDURDIN G 7Y SOOI SOMORMIRN 1. RS L A AR OO B 2. B :

w0 a0 D W0 ¥eD . aS0 0 W0 ¥ M0 W0 340 0 60 W0 0
Minimus. -1.5
Mim, 50 50 100
Was=  calc. ks w2 P DB LMIT 4-FIT [Norm) Formal:
WO.MIT OIOMT 10 L6 55 BB 00 oMt W 05

Apéndice 6.18Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost32e
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Apéndice 6.19Espectro na regidao de infravermelho do comp32f (KBr).
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Apéndice 6.20Espectro de RMN *HDMF; 300 MHz) do compost32f.
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Apéndice 6.21Esgectro de RMN 3C (DMF75 MHz) do compost32f.

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0 PPM [ DBE: min=-1.5, max= 100.0
Element prediction: Off

Mumber of isotope peaks used for FFIT =3

Monoisatopic Mass, Even Electron lons
BB formulale) evaluated with 1 results within imits (up to 50 best isotopic matches for each mass)

Elements Used:
C:0100 H:0-110 M:1-5 025
DE-ASSIS Ma0H 13Ju-2012 16:30:47
D0 Ja-amas 30 {0.775) Cm {25:37) Z TOF M3 E5-
3554003
it 4062730
ﬁ_
408.2756
40775 ; "
ol mas B Y ) T T [ SRR g S poasipusone 4252004 sogey i
/G0 W5 W00 WIS WS WS MO0 AR5 A0S0 ADTS MO0 M2 M50 475 A0 4205 450 4375 A0 4325
Minimum: -1.5
Maximus: 5.0 5.0 100.0
Mazg Calc. Maze 20a o DEE 1-F1T 1-FIT {Norm] Formola
403.2730  408.2750 -2.0 -4.9 5:5 662.2 0:0 €23 H8 N 5

Apéndice 6.22 Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost32f,
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Apéndice 6.23Espectro na regiao de infravermelho do comp32g (KBr).

: 82EY 5 35
— -0 0 s] =
T T o™ N
|
18 o0 M OH
1617 7 21 N22™N25
2 4 3 8 0 12 14 | P H OH
N e N s S Ll .
1 3 5 7 g 11 13 17 2-12

(= 1 H —_ H H H — H

22 1,0 23 3,0 2160 20 24 32
T T Ll I Ll I I I | T T T T I T Ll Ll I | I I 1 T I T T T L) I Ll I I I T T T T I T T T Ll |
ppm 8 7 6 5 3 2 1 0

Apéndice 6.24 Espectro de RMN *HDMF; 300 MHz) do composti32g
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Apéndice 6.25Espectro de RMN 3CDMF; 75 MHz) do compost32¢g

Elemental Composition Report
Single Mass Analysis

Tolerance = 5.0PPM | DBE: min=-1.5 max=100.0
Element prediction; Off
Humber of isotope peaks used for FFIT =8

Manoisotopic Mass, Even Electron lons
105 formula(e} evaluated with 1 results within limits {up to 50 best isotopic matches for each mass)

Elements Used:
C:0-00 H:O-10 M:1-B 25
DE-AS3IS MeCH 13002012 18:33:46
D0 Ja-anvi6 30 {0780 Cm [334) Z TOF M3 E5-
I0e+003
10 436.3044
%
4373103
i £
n m.w& 13135 432455 3237 iy gesm B "3"'“{ iar.ms ‘”8‘?"2 4832 440098 ¢41.1zﬁa;‘:‘1' "
e R e R B e e B IO, L BN R T o R A A o Sl P T DRt L R B
a18 820 4330 4340 4350 431 4371 4380 4390 400 410 420
Minimum: -1.5
Maximum: 5.4 5.0 100.0
Maze Calo. Mase 23 PEM DEE 1-FIT 1-FIT [Norm) Formula
436,304 436.3061 -1.89 -4.4 5.5 4518 0.0 C25 H42 N 08

Apéndice 6.26 Espectro d alta resolucdo (HRM&SI) do compost32g
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Apéndice 6.27 Espectro de RMN H (C{®D; 300 MHz) do composté2.
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Apéndice 6.28 Espectro de RMN 3C (GOD; 75 MHz) do composté2.
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Apéndice 7 Secdo espectrose RMN de'H e de’*C do compostc 33g
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Apéndice 7.1.Comparacao entre os estros de RMN de 'H (CEDD; 300 MHz) dos

composto6ge 339
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Apéndice 7.2 Espectro de RMN de 3C (GOD; 75 MHz) do compost33g
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Apéndice 8 Sec&o espectros de RMN d#i e de’*C do composto 36d
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Apéndice 8.1.Comparacéao entre os espectros de RMN de *HQOD300 MHz) dos

compostos80d e 36d.
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Apéndice 8.1.Comparacéao entre os espectros de RMN de 13GQOD75 MHz) dos compostos
30d e 36d.
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