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RESUMO

Os produtos naturais bioativos sdo fontes em potencial para o tratamento de diversas doengas
associadas a altos indices de mortalidade na populagdo mundial como, por exemplo, o0s
canceres e doengas infecciosas. Alguns fenilpropanoides, em especial o eugenol, o qual esta
presente nos Oleos essenciais de diversas espécies vegetais, demonstram atividades relevantes
como antimicrobianos e antiparasitarios. Além disso, ha diversos relatos cientificos que
demonstram o potencial antiproliferativo do eugenol frente a linhagens distintas de células
tumorais. Da mesma forma, diversas substancias que contém o grupo funcional sulfonamida
foram citadas como bioativa, em vista de apresentarem efeitos bioldgicos importantes, como
antibacteriano, antifingico, antiparasitario e antitumoral. Buscando a obtencdo de novos
produtos bioativos e em vista das acdes bioldgicas relacionadas ao uso do eugenol e de
sulfonamidas, empregou-se nesse trabalho a estratégia de hibridacdo molecular para o
planejamento de substéancias inéditas que contemplassem residuos estruturais do eugenol ou
diidroeugenol e uma subunidade sulfonamidica. As oito substéncias finais propostas foram
obtidas com sucesso a partir da condensacdo do cloreto de p-acetamidobenzenossulfonila com
derivados orto e meta-aminofendis, originados por sua vez de derivados nitrados do eugenol
ou de seu analogo, diidroeugenol. Os produtos tiveram suas identidades confirmadas por meio
de espectroscopia no infravermelho, de ressonancia magnética nuclear e de massas. Na
sequéncia, foram avaliados como antimicrobianos contra bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium) e contra espécies
patogénicas ou oportunistas de Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C.
parapsilosis). Avaliou-se, ainda, a atividade anti-Trypanosoma cruzi em formas epimastigotas
do parasito e também a atividade antiproliferativa contra linhagens celulares derivadas de
canceres humanos (A549, HepG2, HT144 e MCF7). Trés derivados sulfonamidicos (7a, 7b e
7c¢) apresentaram atividade antibacteriana com valores de Clsy na faixa de 299,40 a 297,62
uM, frente Bacillus cereus e Staphylococcus aureus. Seis derivados sulfonamidicos (6a, 6c,
7a, 7b, 7c e 7d) exibiram atividade antifingica com valores de Cls, entre 664,89 a 748,50
uM, frente C. albicans, C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis. Na avaliacdo da atividade
tripanocida, todos os oito derivados sulfonamidicos mostraram-se ativos com valores de Cls
na faixa de 217,26 a 420,21 uM. Ja na avaliagdo da atividade antiproliferativa, apenas trés
derivados (6b, 6d e 7a) exibiram atividade promissora frente a linhagem de adenocarcinoma

de mama (MCF7) com valores de Cls entre 116,60 a 164,90 uM. Mesmo que os valores de



Clso encontrados nestes ensaios bioldgicos sejam maiores que aqueles obtidos para 0s
farmacos referéncia, é importante destacar que, em alguns, casos as substancias hibridas
propostas resultaram em produtos menos téxicos e com maior atividade que seus precursores
fenilpropanoides. Por conseguinte, representam moléculas inéditas passiveis de alteracdo

estrutural para otimizacao de atividade.

Palavras-chave: Eugenol. Sulfonamidas. Hibridacdo Molecular. Antimicrobianos.

Antiproliferativos. Tripanocidas.



ABSTRACT

Bioactive natural products are potential sources for the treatment of various diseases
associated with high mortality rates in the world population, such as cancers and infectious
diseases. Some phenylpropanoids, especially eugenol, which are present in the essential oils
of several plant species, demonstrate relevant activities as antimicrobials and antiparasitics. In
addition, there are several scientific reports that demonstrate the antiproliferative potential of
eugenol against distinct lines of tumor cells. Likewise, several substances containing the
sulfonamide functional group have been cited as responsible for important biological effects
such as antibacterial, antifungal, antiparasitic and anticancer. In order to obtain new bioactive
products and in view of the biological actions related to the use of eugenol and sulfonamides,
it was proposed herein the use of molecular hybridization strategy in the design of new
substances that contained structural motifs of eugenol or dihydroeugenol and a sulfonamide
subunit. The eight final proposed substances were successfully obtained from the
condensation of p-acetamidobenzenesulfonyl chloride with ortho and meta-aminophenols
derivatives, which came from nitrated derivatives of eugenol or dihydroeugenol. The products
checked by infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance and mass spectroscopy. They
were evaluated as antimicrobials against Gram-positive (Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus and Enterococcus faecalis) and Gram-negative bacteria (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa and Salmonella typhimurium) and against pathogenic or
opportunistic species of Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata and C.
parapsilosis). Anti-Trypanosoma cruzi activity in epimastigote forms of the parasite and
antiproliferative activity against cell lines derived from human cancers (A549, HepG2, HT144
and MCF7) were also evaluated. Three sulfonamides derivatives (7a, 7b and 7c) presented
antibacterial activity with 1Cso values ranging from 299.40 to 297.62 uM, against Bacillus
cereus and Staphylococcus aureus. Six sulfonamides derivatives (6a, 6¢, 7a, 7b, 7c and 7d)
exhibited antifungal activity with 1Csy values between 664.89 and 748.50 uM, against C.
albicans, C. krusei, C. glabrata and C. parapsilosis. In the evaluation of trypanocidal activity,
all eight sulfonamides derivatives were active with 1Csy values in the range of 217.26 to
420.21 pM. In the evaluation of antiproliferative activity, only three derivatives (6b, 6d and
7a) exhibited promising activity against the breast adenocarcinoma line (MCF7) with ICs
values between 116.60 and 164.90 uM. Even though the 1Csq values found in these biological
assays are higher than those obtained for the reference drugs, it is important to note that in

some cases the proposed hybrid substances have resulted in less toxic and more active



products than their phenylpropanoid precursors. Therefore, they represent new molecules that

can be altered structurally for optimization of activity.

Keywords: Eugenol. Sulfonamides. Molecular Hybridization. Antimicrobial drugs.
Anticancer drugs. Trypanocidal drugs.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos farmacos atualmente em uso terapéutico ou tem sua origem nos
produtos naturais ou foram planejados quimicamente a partir destes (BARREIRO, 2009;
COSTA-LOTUFO et al., 2010). O territorio brasileiro é riquissimo em substancias bioativas,
sendo de extrema importancia a sua preservacdo pelo enorme potencial como fonte na
descoberta de novos protdtipos a farmacos (BARREIRO, 2009).

Como exemplo de substancias bioativas presentes em plantas tém-se os Oleos
essenciais, amplamente estudados devido as inimeras atividades biologicas que apresentam
(BAKKALI et al.,, 2008). Neste contexto, alguns fenilpropanoides, como o eugenol,
destacam-se pela excelente acdo antimicrobiana (HEMAISWARYA; DOBLE, 2009) e
antiparasitaria (MACHADO et al., 2011). Da mesma forma, diversas substancias que contém
0 grupo funcional sulfonamida em sua estrutura foram citadas como bioativas, em vista de
apresentarem efeitos bioldgicos importantes, como antibacteriano, antifingico, antiparasitario
e antitumoral (IBRAHIM et al., 2014).

Buscando a obtencdo de novos produtos bioativos e em vista das acbes biologicas
relacionadas ao uso do eugenol e de sulfonamidas, empregou-se nesse trabalho a estratégia de
hibridacdo molecular para o planejamento de substancias ineditas que contemplassem

residuos estruturais do eugenol ou diidroeugenol e uma subunidade sulfonamidica.
1.1 SULFONAMIDAS E SEUS DERIVADOS

Os antibacterianos sulfonamidicos foram o0s primeiros agentes antimicrobianos
guimicamente sintetizados e que revelaram elevada eficacia, sendo utilizados no tratamento
de infeccbes por bactérias, fungos e protozoarios (IBRAHIM et al.,, 2014). Esta classe
antibacteriana apresenta amplo espectro de acdo, sendo ativa frente a uma variedade de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (TOLIKA; SAMANIDOU; PAPADOYANNIS,
2010).

A atividade antibacteriana das sulfas foi relatada pela primeira vez por Domagk (1935)
em seu trabalho intitulado como “Uma contribuicio para a quimioterapia de infecgdes
bacterianas”. A substancia responsavel pela atividade observada foi sintetizada por Mietzsch e
Klarer, em 1932, com base na quimica de compostos contendo grupos azo (-N=N-) e tratava-
se do derivado 4-((2,4-diaminofenil)diazenil)benzenossulfonamida (FIGURA 1), denominado

comercialmente de Prontosil rubrum, devido a sua coloragdo avermelhada. Por meio de seus
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estudos, Domagk percebeu que este derivado ndo apresentava atividade antibacteriana nos
testes in vitro contra Streptococcus hemolyticus, patdgeno relacionado a elevados casos de
sepse na época. Entretanto, nas avaliagdes in vivo, Prontosil rubrum mostrou seletiva agédo
antibacteriana, resultando em aumento do tempo de sobrevida dos animais infectados. Apesar
dos excelentes resultados para a época, ainda era incerto o modo de acdo de Prontosil. A
contribuicdo da descoberta de Domagk fortaleceu as pesquisas com base na obtencdo de
novos derivados sulfonamidicos com atividade antimicrobiana, vindo o autor a receber, em
1939, o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina (NOBEL LECTURE, 1947).

Figura 1 - Estrutura quimica de Prontosil rubrum,
descoberto por Domagk em 1935.

NH,
2
H,N N:N~©~§—NH2
o)
Fonte: Adaptado de DOMAGK (1935).

O modo de acdo das sulfas foi apresentado por Woods (1940) que sugeriu uma relacéo
estritamente competitiva entre o acido para-aminobenzoico (PABA) e a sulfanilamida nos

ensaios in vitro realizados, devido a similaridade estrutural de ambos (FIGURA 2).

Figura 2 - Estruturas quimicas do &cido para-
aminobenzoico (PABA) e da

sulfanilamida.
(0] (o)
NH
DR
H,N H,N
PABA Sulfanilamida

Fonte: Da autora.

Woods (1940) verificou que a sulfanilamida inibia o crescimento bacteriano e que esta
inibicdo poderia ser revertida com a adicdo de extrato leveduriforme contendo PABA, um
fator de crescimento para as coldnias bacterianas. Este antagonismo competitivo também foi
observado por Selbie (1940), relatando que o efeito terapéutico da sulfanilamida sobre os

animais infectados era antagonizado apds a administracdo de PABA. O trabalho de Tréfouél e
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colaboradores (1935) foi de grande importancia para o compreendimento do que se sabe,
atualmente, que o efeito antibacteriano ndo estava relacionado diretamente ao Prontosil
rubrum, e sim ao metabdlito decorrente da sua biotransformagdo. Prontosil, quando
administrado in vivo, era bioativado pelas enzimas azorredutases, responsaveis pela reducdo
do grupo azo ao grupo amino (NHy), liberando a substéncia precursora da classe dos
antibacterianos sulfonamidicos, a sulfanilamida (FIGURA 3) (STORK, 2005).

Figura 3 - Bioativacdo de Prontosil rubrum por acéo das azorredutases a sulfanilamida, protétipo da classe dos
antibacterianos sulfonamidicos.

NH,

(o)
dut
ON NOS NH, Zorredutases HZNONHZ - [N )—3-Nm,
o

Prontosil rubrum Sulfanilamida

Fonte: Da autora.

Apos avaliar a relagdo estrutura-atividade de derivados sulfonamidicos, Seydel (1968)
notou que o anel aromatico com os substituintes amino e sulfonamida em orientagcdo para,
conforme ilustrado na Figura 4, sdo essenciais para a atividade biologica. Para aperfeicoar as
propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas, Tolika, Samanidou e Papadoyannis (2010)
realizaram modificacGes estruturais e insercdo de outros grupos funcionais, geralmente no
grupo substituinte R,, por conseguinte, os melhores substituintes foram anéis aromaticos ou
heterociclicos (SEYDEL, 1968). O grupo substituinte R; € preferencialmente nao substituido,
exceto se 0 mesmo for um grupo biorreversivel, como no caso de amidas, iminas e

azocompostos que serdo convertidos in vivo ao grupo amino (SEYDEL, 1968).

Figura 4 - Estrutura quimica geral da classe das
sulfas. Os substituintes relacionados
com a atividade farmacolégica sdo o
grupo 4-amino e o0 grupo 1-
sulfonamida monossubstituido.

Fonte: Da autora.

As sulfas sdo antagonistas competitivos de PABA, substrato da enzima diidropteroato
sintase (DHPS) (BROWN, 1962; WOODS, 1940). Segundo Richey e Brown (1969), a enzima
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DHPS € responsavel por catalisar a condensacdo de PABA com 7,8-diidropteridinapirofosfato
(DHPP), formando 7,8-diidropteroato (DHP), passo fundamental para a biossintese do acido
tetraidrofélico (THF) e &cido folico pela bactéria e, consequentemente, para a sintese dos
acidos nucleicos (DNA e RNA), conforme ilustrado na Figura 5 (CAPASSO; SUPURAN,
2014).

Figura 5 - Biossintese do acido fdlico bacteriano. O THF atua fornecendo uma unidade
carbonica para a sintese das bases purinicas do DNA e RNA bacteriano.

OH
HO\ﬁ (o]
o o
N Hol OH o N dm
N 70" Yo o  DHPS N N
Ly == - @ - XTI
H,N" NN
2 NN H,N H,N H H
DHPP PABA DHP
DHFS
+ L-Glu
o) o
N OH DHFR
N N - N N\ N OH
)|\ | H HO o + NADPH /“\ | H HO o
H,N H u H,N” N7 N
o H H o
THF DHF

Fonte: Adaptado de CAPASSO; SUPURAN, 2014.
Notas: DHFS: diidrofolato sintase; L-Glu: glutamato; DHF: diidrofolato; DHFR: diidrofolato
redutase.

A via biossintética do acido félico estd presente em bactérias, plantas e organismos
eucariontes unicelulares, estando ausente em mamiferos, os quais adquirem o acido félico ou
vitamina B9, por meio da alimentacdo (KORNFELD; NICHOLS, 2005). Desta forma, 0s
antibacterianos sulfonamidicos sao melhor classificados como ‘“antimetabdlitos”, pois
impedem a biossintese de componentes essenciais para o desenvolvimento do micro-
organismo (CAPASSO; SUPURAN, 2014). Na auséncia do &cido félico, as bactérias séo
incapazes de sofrerem divisdo celular, portanto, as sulfas exibem um perfil bacteriostatico ao
invés de bactericida (BOUFAS et al., 2014; IBRAHIM et al., 2014).

As sulfas sdo, geralmente, combinadas com inibidores da enzima diidrofolato redutase
(DHFR), como o farmaco trimetroprima. Esta combinacdo, muito usada clinicamente, auxilia
no tratamento das infec¢des bacterianas mais comuns, como infeccBes do trato urinario,
conjuntivite, infeccdes de ouvido, sinusite aguda, bronguite crénica, septicemia € meningite

bacteriana, principalmente em pacientes com sensibilidade a penicilina (IBRAHIM et al.,



26

2014). Também auxilia na profilaxia e no tratamento da pneumonia provocada pelo micro-
organismo Pneumocystis carinii em pacientes imunocomprometidos e transplantados
(KORNFELD; NICHOLS, 2005; TOLIKA; SAMANIDOU; PAPADOYANNIS, 2010).

As sulfas utilizadas convencionalmente em infecgbes sistémicas sdo sulfatiazol,
sulfametoxazol,  sulfamerazina,  sulfadiazina,  sulfapiridina,  sulfabromometazina,
sulfaetoxipiridazina, sulfametazina, sulfametoxipiridazina, sulfadimetoxina e
sulfaclorpiridazina (TOLIKA; SAMANIDOU; PAPADOYANNIS, 2010). As estruturas
quimicas dessas sulfas estdo ilustradas na Figura 6.

Figura 6 - Estrutura quimica das principais sulfas utilizadas clinicamente.

o N o N o N_ N o N_ N
W\ S N N N
S- s N s S S X
@\\om (j\b@” (j\bﬁ/ (j\b@
H,N H,N H,N H,N

Sulfatiazol Sulfametoxazol Sulfamerazina Sulfadiazina
Yj Y Y\/L s
Q Q Q JQ -
H,N
Sulfapiridina Sulfabromometazina Sulfaetoxipiridazina Sulfametazina
H
%0, oy %0,
\ \\
(o}
H,N
Sulfametoxipiridazina Sulfadlmetoxma ~ Sulfaclorplrldazma

Fonte: Da autora.

Ao longo dos anos, a classe dos antibacterianos sulfonamidicos foi sendo substituida
por outros antimicrobianos, contudo, com o surgimento da resisténcia bacteriana as sulfas
foram novamente incluidas no mercado e, gracas a facil obtencdo e ao baixo custo, houve um
intenso crescimento no desenvolvimento de novos derivados sulfonamidicos (BORGES et al.,
2005).

Os derivados sulfonamidicos podem ser sintetizados de diversas maneiras, sendo o
método mais convencional a reacdo de ambnia ou aminas, primarias ou secundarias, com
cloreto de benzenossulfonila (SOLTANI RAD et al., 2009). O uso de suportes sélidos como
catalisadores nas reacdes convencionais também foi relatado na literatura, proporcionando
menores tempos reacionais e melhores rendimentos (CAMARGO-ORDENEZ et al., 2011).
As sulfonamidas também podem ser obtidas a partir da oxidacdo de derivados ti6licos com
hipoclorito de sédio (WRIGHT; HALLSTROM, 2006), peroxido de hidrogénio e cloreto de
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tionila (BAHRAMI; KODAEI; SOHEILIZAD, 2009) ou na presenca de 4&cido
triclorociandrico e cloreto de benziltrimetilaménio em meio aquoso (BONK; AMOS;
OLSON, 2007), gerando in situ os respectivos cloretos de benzenossulfonila que reagirdo,
posteriormente, com os derivados aminicos, obtendo-se as aril-sulfonamidas de interesse.

Outra metodologia envolve a reacdo de &cido sulfénico ou seu sal sédico e cloreto
ciandrico, com diferentes derivados aminicos sob irradiacdo de micro-ondas (DE LUCA,
GIACOMELLLI, 2008) ou a temperatura ambiente, em apenas uma etapa reacional (SOLTANI
RAD et al., 2009). Nestes Gltimos trabalhos, as metodologias ndo se limitaram apenas a
aminas primarias ou secundarias, sendo empregado também hidrazinas e derivados de
aminodcidos. A obtencéo de sulfonamidas a partir de ésteres sulfonatos, substituindo o uso do
cloreto de benzenossulfonila, é descrita como uma maneira eficaz para a reducdo da
toxicidade e da reatividade quando comparados ao uso do cloreto (WILDEN et al., 2007).

Derivados sulfonamidicos tém sido estudados, através de diferentes abordagens
sintéticas, devido as potenciais atividades biologicas apresentadas por essas substancias. Entre
as atividades terapéuticas atribuidas ao grupo sulfonamida estdo as atividades antibacteriana
(BOUFAS et al., 2014; KAMAL et al., 2013; WANG; WAN; ZHOU, 2010), antifingica
(MASTROLORENZO; SCOZZAFAVA; SUPURAN, 2000; WANG; WAN; ZHOU, 2010),
antitumoral (FACCHINETTI et al., 2014; KWON et al., 2015), anti-inflamatdria, analgésica
(CHEN; RAO; KNAUS, 2005), antiangiogénica (FUNAHASHI et al., 2002), antiglaucoma
(AGRAWAL et al., 2004), antiviral (SUPURAN et al., 2004), antimalarica (DOMINGUEZ et
al., 2005), diurética (NEFF; NAWARSKAS, 2010), hipoglicemiante (BOYD, 1988), anti-
hipertensiva (KANDA et al., 2001), anticonvulsivante (PARKER et al., 2009), antiprotozoaria
(CHIBALE et al., 2001), anti-Trypanosoma cruzi (BOCANEGRA-GARCIA et al., 2012),
como inibidores da anidrase carb6nica (GITTO et al., 2010) e da glicogénio fosforilase (TITE
et al., 2012), agonistas do receptor serotoninérgico 5-HT1D (CASTRO et al., 1994),
inibidores da colesterol aciltransferase (TAKAHASHI et al., 2010), da metaloproteinase de
matriz (CHENG et al., 2008), da cicloxigenase (CHEN; RAO; KNAUS, 2005) e da protease
do HIV (STRANIX et al., 2006).

Tendo como foco o potencial antimicrobiano, antiproliferativo e tripanocida do grupo
sulfonamida, diversos pesquisadores relataram seus achados na literatura e as estruturas gerais
de alguns dos produtos potencialmente ativos sintetizados por eles estdo representadas na

Figura 7.
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Figura 7 - Estruturas quimicas de alguns derivados sulfonamidicos descritos na literatura
com potencial atividade antimicrobiana, antiproliferativa e tripanocida.
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Fonte: Da autora.

Notas: A: adaptado de BOUCHAIN et al., 2003; B: adaptado de KAMAL et al., 2011; C: adaptado
de FORTIN et al., 2011; D: adaptado de LAL et al., 2013; E: adaptado de KAMAL et al.,
2013; F: adaptado de KWON et al., 2015; G: adaptado de FACCHINETTI et al., 2014; H:
adaptado de BOCANEGRA-GARCIA et al., 2012; I: adaptado de CHIBALE et al., 2001.

A atividade antiproliferativa de derivados sulfonamidicos foi descrita por Bouchain e
colaboradores (2003) (FIGURA 7, estrutura A) e apresentam atividade inibitéria contra as
histonas desacetilases, enzimas envolvidas nos processos de condensacdo da cromatina e na
transcricdo de importantes genes responsaveis pela diferenciacdo e progressdo do ciclo
celular. Os autores verificaram que a subunidade sulfonamidica é essencial, pois quando
substituida acarreta reducdo da atividade e que a presenca de grupos doadores de elétrons no
anel aromatico ligado ao grupo sulfonamida, principalmente o grupo metoxila, contribui,
significativamente, para a atividade observada.

Ao avaliar alguns derivados sulfonamidicos contendo um anel pirimidinico, Kamal e

colaboradores (2011) também observaram que a presenga do grupo sulfonamida, substituindo
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0 grupo amino, e que a metoxila contribuem para a acdo citotoxica, sendo o derivado
trimetoxilado (FIGURA 7, estrutura B), segundo os autores, um candidato promissor na
terapia do cancer, com valores de Clsop menores que 10 uM/mL para todas as linhagens
celulares analisadas (MCF7 e MDA-MB-231: adenocarcinoma de mama humano e K562:
leucemia mieloide cronica). No mesmo ano, Fortin e colaboradores relataram a agéo
antimitdtica de derivados oxoimidazolidinicos contendo o grupo sulfonamida (FIGURA 7,
estrutura C), ao invés do grupo sulfonato, como capazes de promover a parada do ciclo celular
na fase G2/M e a desorganizacdo do citoesqueleto. O derivado sulfonamidico representado
(FIGURA 7, estrutura C) apresentou excelente atividade antiproliferativa com Clsg na faixa de
13 a 21 nM/mL contra trés linhagens celulares malignas (MCF7, HT-29: carcinona de c6lon
humano e M21: melanoma humano).

Lal e colaboradores (2013) sintetizaram uma série de derivados curcuminoides
contendo uma subunidade sulfonamidica. Os testes antibacterianos e citotoxicos indicaram
que as moléculas de curcumina que apresentam o grupo carbonila ligado ao grupo
sulfonamida, especificamente ao sulfametoxazol (FIGURA 7, estrutura D), obtiveram
atividade biologica superior ao da propria curcumina. Este derivado inibiu o crescimento de
cepas bacterianas, como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, com concentracdo inibitéria minima (CIM) de
20 uM/mL, e mostrou-se citotoxico com Clsp entre 25 ¢ 50 uM/mL contra as linhagens
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), QG-56 (carcinoma de pulmdo humano) e HCT-
116 (carcinoma de c6lon humano).

Outro trabalho conduzido por Kamal e colaboradores (2013) avaliou a atividade
antimicrobiana de derivados oxazolidindnicos contendo um grupo sulfonamida (FIGURA 7,
estrutura E). Os resultados mostraram que a insercdo de grupos retiradores de elétrons em
orientacdo para ao grupo sulfonamida foram fundamentais para o aumento da acdo
antimicrobiana, que se mostrou eficaz contra cepas patogénicas Gram-positiva (Bacillus
subtilis, Staphylococcus MLS-16 e S. aureus) e Gram-negativa (P. aeruginosa), sendo
também eficiente contra o fungo oportunista Candida albicans. Ambos 0s ensaios
apresentaram valores de CIM equivalentes aos farmacos usados como referéncia, fluconazol e
linezolida.

Kwon e colaboradores (2015) investigaram as propriedades farmacocinéticas e a
atividade antiproliferativa de analogos sulfonamidicos da antofina e criptopleurina,
substancias naturais da classe dos alcaloides. Os autores concluiram a partir dos resultados

obtidos que o andlogo metanossulfonamida de criptopleurina (FIGURA 7, estrutura F)
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mostrou-se muito mais ativo que seu precursor com Clso menor que 0,8 nM/mL sobre todas as
linhagens celulares malignas avaliadas (A549: carcinoma de pulmdo humano, HCT-116,
SNU-638: carcinoma de estdmago humano, MDA-MB-231, SK-Hep-1: hepatocarcinoma
humano, PC-3: carcinoma de préstata humano, Caki-1: carcinoma renal humano), inibindo a
proliferacdo celular por uma via diferente daquela encontrada para os antineoplasicos
atualmente comercializados. Este analogo também exibiu excelentes propriedades
farmacocinéticas, apresentado boa biodisponibilidade por via oral.

A partir da avaliacdo da citotoxicidade de derivados aril-sulfonamidicos (FIGURA 7,
estrutura G), Facchinetti e colaboradores (2014) enfatizaram a importancia da presenca deste
potencial grupo, relacionando-o com a interessante acdo bioldgica encontrada. A substituicéo
do grupo sulfonamida acarretou diminuicdo da atividade e a inser¢do de grupos retiradores de
elétrons no anel aromatico conectado a sulfonamida contribuiu para a atividade observada. Os
valores de Clso encontrados foram menores que 10 uM/mL frente as linhagens derivadas de
canceres humanos de ovario (OVCAR-8), colon (HCT-116), leucemia (HL-60), glioblastoma
(SF-295) e para linfécitos normais (PBMC).

A respeito da atividade anti-Trypanosoma cruzi, Bocanegra-Garcia e colaboradores
(2012) planejaram uma série de derivados hibridos contendo a subunidade sulfonamidica e
um ndcleo quinolinico, e relataram em seu estudo a importancia do grupo sulfonamida sobre a
atividade tripanocida. O derivado representado (FIGURA 7, estrutura H) exibiu concentragédo
letal (CLso) superior aos farmacos referéncia benznidazol e nifurtimox, sobre duas diferentes
cepas da forma tripomastigota do parasito (LCso de 50,61 e 55,06 pug/mL sobre NINOA e
INC-5, respectivamente). Na avaliacdo antiprotozoéria realizada por Chibale e colaboradores
(2001), a série de analogos da quinacrina contendo a por¢do sulfonamidica (FIGURA 7,
estrutura 1) apresentou atividade superior em relagdo a molécula precursora contra a enzima
tripanotiona redutase, exclusivamente presente nos parasitos do género Trypanosoma e
Leishmania spp., sendo um alvo eficaz contra a tripanossomiase e leishmaniose (KHAN,
2007).

Frente ao exposto, percebe-se que a subunidade sulfonamidica € um importante grupo
funcional utilizado no planejamento, na pesquisa e sintese de novos farmacos, especialmente

pela diversidade de seu potencial terapéutico.
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1.2 EUGENOL

As plantas sdo fontes ricas de substancias bioativas que trazem beneficios a saude
sendo, tradicionalmente, utilizadas na prevencdo de doencas crdnicas. Os Gleos essenciais
presentes nas plantas, ao longo de anos, séo utilizados como agentes antimicrobianos naturais,
pelo fato de inibirem o desenvolvimento de um grande nimero de micro-organismos,
causando minimos efeitos colaterais (BASKARAN; PERIYASAMY; VENKATRAMAN,
2010).

O eugenol (1; 4-alil-2-metoxifenol; FIGURA 8) € o principal constituinte do éleo
essencial da espécie Eugenia caryophyllata, popularmente conhecida como cravo-da-india.
Pertencente a classe dos fenilpropandides, o eugenol apresenta-se como um liquido de
coloracdo amarelada e altamente volatil, estando presente também nos 6leos essenciais de
canela, louro, manjericdo e noz-moscada. Apresenta um aroma caracteristico e um sabor
picante, contudo o seu maior destaque é a excelente acdo antifingica e antibacteriana
(PARODI et al., 2012; BASKARAN; PERIYASAMY; VENKATRAMAN, 2010).

Figura 8 - Estruturas quimicas do eugenol (1; 4-alil-2-
metoxifenol) e diidroeugenol (2; 2-metoxi-4-

propilfenol).
6
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Fonte: Adaptado de BAKKALI et al., 2008.

O eugenol foi isolado pela primeira vez em 1929 e sua producdo comercial teve inicio
em 1940 nos Estados Unidos (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012). Pode ser
produzido sinteticamente, no entanto é predominantemente extraido a partir dos Oleos
essenciais das folhas, brotos e outras partes das arvores de cravo (familia Myrtaceae) por
hidrodestilacdo, destilacdo por arraste a vapor ou extracdo etandlica por Soxhlet
(KAUFMAN, 2015) A utilizacdo comercial do eugenol é variada, sendo empregado em
produtos inseticidas, na conservacdo de alimentos, na area cosmética e odontoldgica e na
producdo de vanilina (NAM; KIM, 2013; RENAULT et al., 2011).
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A caracteristica hidrofobica do eugenol permite a sua incorporacdo a membrana
citoplasmatica do micro-organismo, alterando a permeabilidade da membrana e resultando em
rompimento, extravasamento de conteldo intracelular e, consequentemente, morte celular
(DEVI et al, 2010; GILL; HOLLEY, 2006). Outro provavel mecanismo de acdo
antimicrobiano do eugenol relaciona-se com a supressdo, pela hidroxila fenélica, de enzimas
localizadas na superficie da membrana que sdo responsaveis por catalisar a sintese de
polissacarideos essenciais a estrutura microbiana (LI et al., 2015).

O eugenol pode interferir em vérias vias de sinalizacéo celular, especificamente com o
fator nuclear kappa B (NF-kB) que ¢é ativado por radicais livres. Esta ativacdo resulta na
expressao de genes que suprimem 0s processos apoptoticos e induzem os processos celulares,
como modificacdo celular, proliferacdo, invasdo tecidual e metastase (AGGARWAL,;
SHISHODIA, 2006).

Inimeras atividades bioldgicas do eugenol foram relatadas, incluindo atividade
antibacteriana (DAS et al, 2016; DEVI et al, 2010; DI PASQUA et al., 2006;
HEMAISWARYA; DOBLE, 2009; XU et al., 2016), antifangica (AHMAD et al., 2010a;
AHMAD et al., 2010b; AHMAD et al., 2010c), antiparasitaria (MACHADO et al., 2011;
UEDA-NAKAMURA et al., 2011), anti-inflamatoria, antinociceptiva (DANIEL et al., 2009),
anti-hiperglicemiante (JEONG et al., 2014), antiviral (BENENCIA; COURRGES, 2000),
antioxidante (GULCIN, 2011), antitumoral (ATSUMI; FUJISAWA; TONOSAKI, 2005;
JUNIOR et al., 2016; NAM; KIM, 2013; SLAMENOVA et al., 2009), anestésica (RENAULT
et al., 2011), neuroprotetora, como inibidor da enzima monoaminoxidase (KABUTO; TADA,;
KOHNO, 2007) e larvicida, sendo uma alternativa interessante no combate a0 mosquito
transmissor da dengue (BARBOSA et al., 2012).

A acdo antibacteriana do eugenol foi descrita contra varias espécies patogénicas, como
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Campylobacter
jejuni, Staphylococcus aureus, Lactobacillus sakei e Helicobacter pylori (HEMAISWARYA,;
DOBLE, 2009). O eugenol também se mostrou altamente ativo contra espécies de Candida,
sendo um agente promissor na profilaxia e tratamento da candidiase vaginal (CORTES-
ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2014).

Um estudo conduzido por Yoo e colaboradores (2005) confirmou a importancia da
hidroxila fenolica na acdo citotoxica do eugenol, pois o metil-eugenol mostrou-se muito
menos ativo. Os autores também concluiram que o eugenol induz a morte celular por
apoptose, através da geracdo de radicais livres sobre a linhagem celular maligna HL-60

(leucemia pro-mielocitica humana).
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Slameniova e colaboradores (2009) relataram os efeitos antioxidantes, citotdxicos e
genotdxicos do eugenol e borneol quanto a capacidade de modulagdo dos efeitos prejudiciais
do peroxido de hidrogénio (H20,) sobre o DNA de diferentes linhagens celulares derivadas de
canceres humanos malignos (HepG2: carcinoma hepatocelular humano e Caco-2:
adenocarcinoma de célon humano) e ndo malignos (VH10: fibroblastos humanos). O eugenol
apresentou excelente acdo antioxidante em todas as concentragdes testadas e a citotoxicidade
do mesmo foi mais elevada que a do borneol. Com relacdo a genotoxicidade, eugenol
mostrou-se ativo sobre VH10, com atividade moderada sobre Caco-2 e inativo sobre HepG2.

Um estudo de sinergismo sobre a interacdo do potencial antibacteriano do eugenol
com diferentes antibidticos hidrofobicos e hidrofilicos foi realizado por Hemaiswarya e Doble
(2009). Este estudo revelou que a agdo antibacteriana do eugenol, principalmente em romper a
membrana citoplasmatica, foi capaz de aumentar a atividade dos antibidticos testados.
Segundo os autores, pesquisas como esta auxiliam na descoberta de novas estratégias de
tratamento que diminuam a quantidade de antibioticos prescritos. Deste modo, reduz-se a
toxicidade e os efeitos colaterais e, consequentemente, a resisténcia microbiana por parte da
utilizacdo inadequada destes farmacos.

Outro estudo de sinergismo foi conduzido por Ahmad e colaboradores (2010) e
avaliou a interacdo do eugenol e metileugenol com o farmaco referéncia fluconazol frente
cepas patogénicas e oportunistas de Candida spp. Observou-se, com este estudo, uma maior
potencializacdo da atividade antifingica e reducdo da dose efetiva quando fluconazol
encontra-se em associagdo com estes fenilpropanoides.

Carrasco e colaboradores (2012) avaliaram a influéncia dos substituintes sobre a
atividade antifungica de uma série de derivados do eugenol contra espécies flangicas
patogénicas. A partir dos resultados obtidos, os autores concluiram que a presenca da cadeia
alilica é de extrema importancia para a acdo antifungica, pois a sua modificacdo causa
reducdo e, em alguns casos, perda total da atividade. Assim como, a substituicdo da metoxila
leva a um decréscimo da acdo. Ao contrario, constataram que a hidroxila fendlica ndo é
essencial para a atividade. Avaliaram ainda, a influéncia da presenca de grupos nitro em
diferentes posicdes, concluindo que quando esse grupo € inserido orto a hidroxila fendlica,
percebe-se maior atividade antifingica que quando outras posi¢oes livres sdo substituidas. Por
fim, observaram que a di-nitracdo do anel leva a uma diminuicdo na atividade antifingica.

Junior e colaboradores (2016) relataram em seu trabalho os efeitos pro-apoptoticos do
eugenol sobre linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231 e

MCF7). Notou-se que o eugenol induz bloqueio do ciclo celular na fase G2/M, associado a
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producdo de espécies reativas de oxigénio, toxicidade mitocondrial e, consequentemente,
apoptose.

Como observado, varios trabalhos confirmam as propriedades terapéuticas do eugenol,
sendo assim, essa substancia pode ser utilizada como ponto de partida na sintese de novos
candidatos a prototipos de farmacos com potencial a¢do bioldgica.

1.3 HIBRIDACAO MOLECULAR

A hibridagdo molecular, recente estratégia da Quimica Medicinal, surge atualmente
como uma importante técnica de planejamento racional de futuros farmacos, visto que hd um
crescente aumento de novas patologias e de micro-organismos resistentes aos farmacos
existentes no mercado (LAZAR et al., 2004).

Esta técnica consiste na unido de subunidades farmacoforicas, tanto de substancias
naturais quanto sintéticas, a fim de obter um derivado hibrido que conserve caracteristicas
pré-selecionadas das substancias que o originaram. Por conseguinte, espera-se que a nova
molécula apresente melhorias na acdo farmacoldgica, reduzidos efeitos colaterais e menor
toxicidade, além de um preco mais acessivel (BARBOSA et al., 2011; VIEGAS-JUNIOR et
al., 2007; YEMPALA et al., 2012).

Durante o planejamento de substancias hibridas, alguns aspectos importantes devem
ser levados em consideracdo, como os mecanismos de acdo das subunidades farmacoforicas
de interesse, o tipo de ligacdo quimica existente entre estas subunidades e, quando conhecida,
a geometria molecular adquirida no alvo de acdo (WALSH; BELL, 2009).

Quanto a atividade farmacoldgica, as moléculas precursoras podem apresentar a
mesma acdo bioldgica, porém com atuacdo em alvos distintos, fornecendo um hibrido com
acdo sinérgica; também podem exibir atividades diferentes, resultando em uma molécula com
dupla acdo sobre determina fisiopatologia; pode-se ainda unir moléculas onde uma delas
apresenta atividade bioldgica e a outra atua sobre determinado efeito adverso causado pela
primeira, obtendo-se um hibrido chamado de modulador (ARAUJO, 2015).

Como exemplos de substancias bioativas obtidas por meio da estratégia de hibridacdo
molecular, podem-se citar os farmacos benorilato, com acdo anti-inflamatéria, analgésica e
antipirética, planejado a partir da unido entre o paracetamol e o &cido acetilsalicilico
(ARAUJO et al., 2015); tropisetron (Navoban®), com acéo antiemética, desenhado a partir das
estruturas da cocaina e serotonina e o indinavir (Crixivan®), usado no tratamento da AIDS,

obtido através das sobreposi¢cdes das estruturas do saquinavir e do prototipo da Merck (L-
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689,502) (BARREIRO; FRAGA, 2008). As estruturas quimicas relacionadas com estes
farmacos estdo representadas na Figura 9.

Figura 9 - Exemplos de farmacos planejados a partir da técnica de
hibridagdo molecular.
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Fonte: Benorilato: adaptado de ARAUJO et al., 2015; Tropisetron e
Indinavir: adaptado de BARREIRO; FRAGA, 2008.

Vérios estudos recentes também abordaram a sintese e avaliacdo da atividade
antimicrobiana (ADDLA et al., 2012; KALARIA et al., 2014; RANE; TELVEKAR, 2010),
antiproliferativa (CHAUDHARY et al., 2015; CHEN et al., 2015; KARTHIKEYAN et al.,
2013) e tripanocida (BOCANEGRA-GARCIA et al.,, 2012; PORCAL et al.,, 2008) de
substancias hibridas obtidas pela unido de diferentes subunidades biologicamente ativas. Em
todos eles, pelo menos parte das substancias sintetizadas apresentou atividade superior
quando comparados aos Seus precursores.

Sendo assim, essa estratégia pode ser usada para obtencdo de moléculas hibridas de
eugenol e diidroeugenol com outras substancias que apresentem propriedades biologicas
semelhantes a eles, como os derivados sulfonamidicos, objetivando-se obter produtos com

acdo mais potencializada que as substancias de partida.
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2 OBJETIVOS

Face ao exposto, tem-se por objetivo com esse trabalho a obtencdo de derivados
hibridos que contemplem uma subunidade sulfonamidica e uma relacionada ao eugenol ou

diidroeugenol, que apresentem potencial acdo antimicrobiana, antiproliferativa e tripanocida.
Mais especificamente objetiva-se:

a) Sintetizar as substancias inéditas derivadas do eugenol e diidroeugenol
(FIGURA 10), por meio da estratégia de hibridacdo molecular;

b) Caracterizar as substancias obtidas por determinacgdo de suas faixas de fusdo e
pelos métodos convencionais de espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho (1V), de ressonancia magnética nuclear (RMN) e de massas (EM);

c) Avaliar a atividade antibacteriana dos derivados finais frente a bactérias Gram-
positiva (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Enterococcus faecalis) e Gram-
negativa (Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Escherichia coli);

d) Avaliar a atividade antifungica dos derivados finais frente a espécies
patogénicas ou oportunistas de Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis);

e) Avaliar a atividade antiproliferativa dos derivados finais frente as linhagens
derivadas de canceres humanos (carcinoma hepatocelular — HepG2, adenocarcinoma
de mama — MCF7, melanoma — HT144 e adenocarcinoma de pulméo — A549);

f) Avaliar a atividade tripanocida dos derivados finais frente a forma epimastigota
do Trypanosoma cruzi;

9) Avaliar a atividade citotoxica dos produtos finais e seus precursores frente as
linhagens celulares normais (fibroblasto de pele humana — CCD-1059Sk e fibroblasto
renal de hamster — BHK-21);

h) Estabelecer relacdes preliminares e qualitativas entre a estrutura quimica dos

derivados e a atividade bioldgica observada.



Figura 10 - Estruturas quimicas dos derivados sulfonamidicos hibridos do eugenol (6a, 6éc,

7a e 7c) e diidroeugenol (6b, 6d, 7b e 7d) propostos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

As etapas de sintese e caracterizacdo dos derivados sulfonamidicos hibridos do eugenol
e diidroeugenol propostos séo descritos a seguir.

3.1 QUIMICA

As oito substancias finais propostas foram sintetizadas no Laboratério de Pesquisa em
Quimica Farmacéutica (LQFar) da UNIFAL-MG. Estas substancias tiveram suas identidades
confirmadas por meio de espectroscopia no infravermelho, de ressonancia magnética nuclear

e de massas.

3.1.1 Procedimentos gerais

As determinaces das faixas de fusdo foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa em
Quimica Farmacéutica (LQFar) da UNIFAL-MG, obtidas em aparelho Blicher 535 (0-300
oC), calibrado com vanilina P.A. Merck® (F.F.: 80 — 81 °C, LAYEK et al., 2011).

As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho (IV) foram realizadas no
Nucleo de Controle de Qualidade ou no Laboratério de Analise Quimica de Farmacos, ambos
da UNIFAL-MG, obtidas em espectrometros Shimadzu-Affinity-1 ou Thermo Scientific
Nicolet-iS50 e os valores descritos em nimero de onda (ATR, & ma, cm™).

As anélises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e **C foram realizadas no
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da UNIFAL-MG, obtidas em espectrémetro
Bruker AC-300. Foi empregado como padrdo interno o tetrametilsilano (TMS) e como
solvente cloroférmio deuterado (CDCIs) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg), e 0s
valores descritos em deslocamento quimico (o, ppm).

As andlises de espectroscopia de massas (EM) foram realizadas na Universidade
Federal de Santa Catarina, obtidas em espectrometro Waters Xevo G2-S QTOF,
Massachusetts, EUA.

3.1.2 Métodos de sintese

As etapas sintéticas foram executadas segundo técnicas classicas de quimica organica
ou por adaptacdo das mesmas. A evolucdo das reagbes foi acompanhada por cromatografia

em camada delgada (CCD), utilizando placas de silica gel em suporte de aluminio com
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detector de fluorescéncia (Macherey-Nagel, DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra Sil G/UVas,).

As purifica¢des por cromatografia em coluna de silica (CCS) foram realizadas com silica gel

60, 70-230 mesh (Sorbline). Os eluentes empregados estdo descritos em cada procedimento.

Na Figura 11 esta esquematizado o roteiro sintético seguido.

Figura 11 - Roteiro sintético seguido para obtencdo dos derivados hibridos sulfonamidicos do eugenol (6a, 6c,

7a e 7c) e diidroeugenol (6b, 6d, 7b e 7d).
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R NO,
; OH
OCH,;

3aou3b
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Fonte: Da autora.
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Notas: 1, 3a, 3c, 4a, 4c, 6a, 6¢, 7a e 7c: R = CH,=CH-CH,-; 2, 3b, 3d, 4b, 4d, 6b, 6d, 7b e 7d: R = CH;-CH,-
CH,-. |) NaNO;, KHSOQO,, SlOZ/Hzo, CH2C|2, ta.; ||) Bl(NO3)35H20, SiOZ, CHC|3, refluxo; |||)
SnCl,.2H,0, Etanol, refluxo; iv) Piridina, refluxo; v) SOCl,, Metanol, t.a.
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3.1.2.1 Obtencdo do 4-alil-2-metoxi-6-nitrofenol (3a) e do 2-metoxi-6-nitro-4-propilfenol
(3b)

O procedimento realizado para a reacdo de nitragdo do eugenol (1) e do diidroeugenol
(2) (ZOLFIGOL; GHAEMI; MADRAKIAN, 2001) esta ilustrado na Figura 12.

Figura 12 - Reac&o de nitracdo do eugenol (1) e do diidroeugenol (2).

NO,
OH OH
/@i NaNO; KHSO, SiO,/H,0 /@:
R OCH;3 CH,CI,, t.a. R OCH,
10u2 3aou3b

Fonte: Da autora.
Notas: 3a: R = CH,=CH-CH,-. 3b: R = CH;-CH,-CH-.

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 50 mL de diclorometano, foram
adicionados eugenol (1) ou diidroeugenol (2) comerciais (marca SIGMA-ALDRICH®) e
quantidades equimolares de nitrato de sodio e bissulfato de potassio, alem de silica gel (3,3
eq.) previamente hidratada com agua destilada (TABELA 1). Deixou-se a mistura reacional
sob agitacdo magnética vigorosa, a temperatura ambiente (25 + 3°C), por cerca de 48 horas. A
reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente cloroférmio e metanol (9,5/0,5,
v/v). Apos o término, a mistura reacional foi filtrada por gravidade em papel de filtro e o
filtrado foi seco com sulfato de sddio anidro. Em seguida, o sal foi separado por filtracao
simples e o filtrado foi concentrado em evaporador rotatério. O produto foi purificado por

multiplas extracGes com hexano.

Tabela 1 - Quantidades dos reagentes utilizados para as reagdes de nitragao.

Material de partida NaNOs; KHSO4 SiO2/H,0

1 (5 mL; 32,53 mmol) 2,76 g (32,53 mmol) 4,43 g (32,53 mmol) 6,59/6,5mL

2 (5 mL; 31,26 mmol) 2,65 g (31,26 mmol) 4,26 g (31,26 mmol) 6,2 g/ 6,2 mL

Fonte: Da autora.
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3.1.2.1.1 Dados de caracterizagdo de 4-alil-2-metoxi-6-nitrofenol (3a)

NO, 4-alil-2-metoxi-6-nitrofenol
5 & _OH .
| 1 Oleo amarelo
4
3~ 2 OCH; Massa obtida: 2,38 g (11,38 mmol, 35%)
3a F.M.: C;oH11NO;  M.M.: 209,1986 g.mol™

IV (ATR, & max, cM™): 3520 (O-H), 3000 (C-H sp?), 1515, 1440 (NO), 1270 (C-O-C).

RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 10,63 (s; 1H; O-H), 7,48 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H5), 6,95
(d; 1H; J = 1,8 Hz; H3), 5,95-5,83 (m; 1H; CH,=CH-CH,), 5,14-5,07 (m; 2H; CH,=CH-CH),
3,91 (5; 3H; OCHg), 3,34 (d; 2H; J = 6,6 Hz; CH,=CH-CHb,).

RMN de 13C (3; CDCls; 75 MHz): 149,8 (C6), 144,8 (C1), 135,9 (CH,=CH-CH,), 133,5
(C2), 131,2 (C4), 118,5 (C5), 117,1 (CH,=CH-CH,), 1150 (C3), 56,6 (OCH3), 39,3
(CH,=CH-CH,).

3.1.2.1.2 Dados de caracteriza¢do de 2-metoxi-6-nitro-4-propilfenol (3b)

NO, 2-metoxi-6-nitro-4-propilfenol
5 18 OH .
1 Oleo amarelo
4
5. 2 OCH,3 Massa obtida: 4,42 g (20,93 mmol, 67%)
3b F.M.: CyoH13NO;  M.M.: 211,2145 g.mol™

IV (ATR, & max, cM™): 3250 (O-H), 2960 (C-H sp®), 1541, 1448 (NO), 1260 (C-O-C).

RMN de 'H (9; CDCls; 300 MHz): 10,62 (s; 1H; O-H), 7,49 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H5), 6,96
(d; 1H; J = 1,8 Hz; H3), 3,93 (s; 3H; OCHsa), 2,56 (t; 2H; J = 7,2 Hz; CHs-CH,-CHy), 1,70-
1,57 (m; 2H; CHs-CH,-CHy), 0,95 (t; 3H; J = 7,2 Hz; CH3-CH,-CHy).

RMN de *C (6; CDCls; 75 MHz): 149,7 (C6), 144,5 (C1), 133,8 (C4), 133,6 (C2), 118,7
(C5), 114,8 (C3), 56,7 (OCH3), 37,3 (CHs-CHz-CH), 24,1 (CHg-CH,-CHj), 13,5 (CHs-CH,-
CHy).



42

3.1.2.2 Obtengdo do 4-alil-2-metoxi-5-nitrofenol (3¢) e do 2-metoxi-5-nitro-4-propilfenol
(3d)

O procedimento geral realizado para a reacdo de nitracdo do eugenol (1) e do
diidroeugenol (2) (CANALES; BANDYOPADHYAY; BANIK, 2011), esta ilustrado na
Figura 13.

Figura 13 - Reac&o de nitracdo do eugenol (1) e do diidroeugenol (2).

OH
@i Bi(NO5);.5H,0, SiO, °2N:©:°H
R OCH, CHCl3, 60 °C R OCH,

10u2 3c ou 3d

Fonte: Da autora.
Notas: 3c: R = CH,=CH-CH,-. 3d: R = CH3-CH,-CH,-.

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 50 mL de cloroférmio, foram
adicionados eugenol (1) ou diidroeugenol (2) comerciais (marca SIGMA-ALDRICH®) e
quantidade equimolar de nitrato de bismuto penta-hidratado, além de silica gel (8 eq.)
(TABELA 2). Deixou-se a mistura reacional sob agitacdo magnética vigorosa, em refluxo, por
30 minutos. A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente cloroférmio e
metanol (9,5/0,5, v/v). Apos o término, a mistura reacional foi filtrada por gravidade em papel
de filtro e o filtrado foi seco com sulfato de sddio anidro. Em seguida, o sal foi separado por
filtracdo simples e o filtrado foi concentrado em evaporador rotatorio. O produto foi

purificado por maltiplas extracbes com hexano.

Tabela 2 - Quantidades dos reagentes utilizados para as reagdes de nitraco.

Material de partida Bi(NO3)3.5H,0 SiO,

1 (5 mL; 32,53 mmol) 15,78 g (32,53 mmol) 15,63 g (260,24 mmol)

2 (5 mL; 31,26 mmol) 15,16 g (31,26 mmol) 15,02 g (250,08 mmol)

Fonte: Da autora.



43

3.1.2.2.1 Dados de caracterizagdo de 4-alil-2-metoxi-5-nitrofenol (3¢)

4-alil-2-metoxi-5-nitrofenol

Oleo amarelo escuro

Massa obtida: 2,92 g (13,96 mmol, 43%)
F.M.: C1oH1;NO;  M.M.: 209,1986 g.mol™

IV (ATR, & max, cm™): 3231 (O-H), 3000 (C-H sp?), 1538, 1444 (NO,), 1261 (C-O-C).

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 10,65 (s; 1H; O-H), 7,52 (s; 1H; H6), 6,97 (s; 1H; H3),
5,96-5,87 (m; 1H; CH,=CH-CH,), 5,17-5,10 (m; 2H; CH,=CH-CH), 3,94 (s; 3H; OCHs),
3,37 (d; 2H; J = 5,0 Hz; CH,=CH-CH,).

RMN de °C (6; CDCls; 75 MHz): 149,7 (C5), 145,0 (C1), 136,0 (CH,=CH-CH,), 133,0
(C2), 131,1 (C4), 1186 (C6), 117,1 (CH,=CH-CH,), 1151 (C3), 56,8 (OCHs), 39,5
(CH2,=CH-CHy,).

3.1.2.2.2 Dados de caracteriza¢do de 2-metoxi-5-nitro-4-propilfenol (3d)

O,N_5 & OH 2-metoxi-5-nitro-4-propilfenol
4 Oleo amarelo
2"0OCH
s Massa obtida: 1,42 g (6,72 mmol, 21%)

3d
F.M.: CoH13NO;  M.M.: 211,2145 g.mol™

IV (ATR, & max, cM™): 3221 (O-H), 2960 (C-H sp®), 1541, 1448 (NO;), 1260 (C-O-C).

RMN de 'H (d; CDCls; 300 MHz): 10,62 (s; 1H; O-H), 7,49 (d; 1H; J = 2,0 Hz; H6), 6,96
(d; 1H; J = 1,8 Hz; H3), 3,93 (s; 3H; OCHa), 2,58 (t; 2H; J = 7,5 Hz; CHs-CH,-CHy), 1,70-
1,58 (M; 2H; CHs-CH,-CHy), 0,97 (t; 3H; J = 7,2 Hz; CH3-CH,-CHy).

RMN de *C (6; CDCls; 75 MHz): 149,8 (C5), 144,7 (C1), 133,9 (C2), 133,7 (C4), 118,8
(C6), 115,0 (C3), 56,8 (OCHs), 37,5 (CHs-CHz-CH), 24,3 (CHg-CH,-CHj), 13,7 (CH3-CH,-
CHy).
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3.1.2.3 Método geral de obten¢do dos intermedidrios aminicos 4a, 4b, 4c¢ ¢ 4d

Apos a reagdo de nitracdo, os derivados nitrados 3a, 3b, 3c e 3d foram submetidos a
reacdo de nitro-reducdo (BELLAMY; OU, 1984), levando aos intermediarios aminicos 4a,
4b, 4c e 4d, conforme o procedimento ilustrado na Figura 14.

Figura 14 - Reac&o de nitro-reducdo das substancias 3a, 3b, 3c e 3d.

NO, NH,
Rs R4 SnCl,.2H,0 Rs Ry
o >
R; R, Etanol, 70 °C R; R,
R3 R;
3a, 3b, 3c ou 3d 4a, 4b, 4c ou 4d

Fonte: Da autora.

Notas: 3a, 3c, 4a e 4¢c: R; = OH; R, = OCH;3; Rz = H; R4 = CH,=CH-
CHZ'; R5 = H, 3b, 3d, 4b e 4d Rl = H, Rz = OH, R3 = OCHg, R4
= H, R5 = CH3-CH2-CH2-.

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL contendo 50 mL de etanol, foram
adicionados as substancias 3a, 3b, 3c ou 3d (1 eq.) e cloreto de estanho Il di-hidratado (5 eq.)
(TABELA 3). Deixou-se a mistura reacional sob agitacdo magnética vigorosa, em refluxo, por
3 horas. A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente cloroférmio e metanol
(9,5/0,5, viv). Apos o término, a mistura reacional foi vertida em béquer contendo agua
destilada e gelo, sendo o pH da mistura reacional neutralizado com solucdo aquosa de
bicarbonato de sodio. Apos ajuste do pH, a mistura reacional foi filtrada a pressdo reduzida.
O filtrado foi extraido com acetato de etila (5 x 100 mL de acetato de etila). A fase organica
foi seca com sulfato de sodio anidro e o sal separado por filtracdo simples. O filtrado foi
concentrado em evaporador rotatério, obtendo-se o produto que, quando necessario, foi

purificado por CCS (hexano/acetato de etila, 9/1, v/v).
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Tabela 3 - Quantidades dos reagentes utilizados para as reacdes de nitro-reducéo.

Material de partida SnCl,.2H,0
3a (2,38 g; 11,38 mmol) 12,84 g (56,90 mmol)
3b (4,42 g; 20,93 mmol) 23,61 g (104,65 mmol)
3c (2,92 g; 13,96 mmol) 15,75 g (69,80 mmol)
3d (1,42 g; 6,72 mmol) 7,58 g (33,60 mmol)

Fonte: Da autora.

3.1.2.3.1 Dados de caracterizag¢do de 4-alil-2-amino-6-metoxifenol (4a)

NH, 4-alil-2-amino-6-metoxifenol
| 3 2 1OH S6lido amarelo claro
4 ) o
76 0CH, F.F.: 95-98 °C
4a Massa obtida: 1,14 g (6,36 mmol, 60%)

F.M.: CigH1sNO,  M.M.: 179,2157 g.mol™

IV (ATR, & max, cm™): 3371, 3311 (NH,), 3074 (O-H), 3000 (C-H sp?), 1606, 1456 (C=C),
1512 (N-H), 1230 (C-0-C).

RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 6,25 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H5), 6,19 (d; 1H; J = 1,8 Hz;
H3), 6,00-5,87 (m; 1H; CH,=CH-CH,), 5,11-5,02 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 3,84 (s; 3H;
OCHj), 3,24 (d; 2H; J = 6,9 Hz; CH,=CH-CHy,).

RMN de *C (¢; CDCls; 75 MHz): 146,6 (C6), 137,9 (CH,=CH-CH,), 133,8 (C2), 131,7
(C4), 131,2 (C1), 1153 (CH,=CH-CH,), 109,5 (C5), 102,0 (C3), 56,0 (OCHs;), 40,1
(CH,=CH-CHy,).

3.1.2.3.2 Dados de caracterizagdo de 2-amino-6-metoxi-4-propilfenol (4b)

NH, 2-amino-6-metoxi-4-propilfenol
3 2 OH T
K/CE Sélido bege claro
4
6 OCH;, F.F.: 63 -66°C
4b Massa obtida: 0,76 g (4,20 mmol, 20%)

F.M.: CyoH1sNO,  M.M.: 181,2316 g.mol™

IV (ATR, & max, cM™): 3370, 3307 (NH,), 3012 (O-H), 2954 (C-H sp®), 1513 (N-H), 1212 (C-
0-C).
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RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 6,24 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H5); 6,19 (d; 1H; J = 1,8 Hz;
H3), 3,85 (s; 3H; OCHa), 2,45 (t; 2H; J = 7,2 Hz; CH3-CH,-CH,), 1,66-1,53 (m; 2H; CHa-
CH,-CH,), 0,93 (t; 3H; J = 7,5 Hz; CH3-CH,-CHb,).

RMN de *3C (d; CDCls; 75 MHz): 146,5 (C6), 134,4 (C2), 133,8 (C4), 130,9 (C1), 109,3
(C5), 101,8 (C3), 55,9 (OCHz), 38,0 (CH3-CH2-CH,), 24,7 (CH3-CH2-CH,), 13,8 (CH3-CH;-
CHy).

3.1.2.3.3 Dados de caracteriza¢do de 4-alil-5-amino-2-metoxifenol (4c)

4-alil-5-amino-2-metoxifenol

Solido alaranjado claro

F.F.: 105-107°C

Massa obtida: 0,90 g (5,03 mmol, 36%)
F.M.: C;oH13NO,  M.M.: 179,2157 g.mol*

IV (ATR, & max, cm™): 3369, 3305 (NH,), 3071 (O-H), 3010 (C-H sp?), 1606, 1456 (C=C),
1513 (N-H), 1214 (C-0-C).

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 6,25 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H3), 6,20 (d; 1H; J = 1,7 Hz;
H6), 5,99-5,87 (m; 1H; CH,=CH-CH), 5,11-5,03 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 4,08 (s; 2H; NH>),
3,84 (s; 3H; OCHj), 3,25 (d; 2H; J = 6,7 Hz; CH,=CH-CHy).

RMN de *C (¢; CDCls; 75 MHz): 147,2 (C2), 138,5 (CH,=CH-CH,), 133,8 (C5), 131,7
(C4), 131,2 (C1), 1159 (CH,=CH-CH,), 110,0 (C3), 102,4 (C6), 57,0 (OCHs), 40,7
(CH,=CH-CHy,).

3.1.2.3.4 Dados de caracterizagdo de 5-amino-2-metoxi-4-propilfenol (4d)

H,N_5s_$ OH 5-amino-2-metoxi-4-propilfenol
4 1 Solido bege claro
2 OCH,§ F.F.:82-84°C
Massa obtida: 0,11 g (0,61 mmol, 19%)

F.M.: CyoH1sNO,  M.M.: 181,2316 g.mol™

4d

IV (ATR, & max, cm™): 3370, 3306 (NH,), 3016 (O-H), 2953 (C-H sp®), 1514 (N-H), 1214 (C-
0-C).
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RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 6,24 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H3); 6,19 (d; 1H; J = 1,8 Hz;
H6), 3,84 (s; 3H; OCHjy), 2,44 (t; 2H; J = 7,7 Hz; CH3-CH,-CH,), 1,66-1,53 (m; 2H; CHs-
CH,-CHy), 0,93 (t; 3H; J = 7,3 Hz; CH3-CH-CH,).

RMN de *3C (; CDCls; 75 MHz): 146,5 (C2), 134,4 (C5), 133,8 (C4), 130,9 (C1), 109,3
(C3), 101,8 (C6), 55,9 (OCH3), 38,0 (CH3-CH2-CHy), 24,7 (CH3-CH»-CH,), 13,8 (CH3-CH,-
CHo).

3.1.2.4 Obtencao dos derivados sulfonamidicos acetilados 6a, 6b, 6¢ ¢ 6d

Os derivados 6a, 6b, 6¢ e 6d foram obtidos segundo o procedimento geral ilustrado na
Figura 15 (SILVA et al., 2015).

Figura 15 - Reagdo de obtencdo dos derivados sulfonamidicos a partir dos intermediarios
aminicos 4a, 4b, 4c ou 4d.
o

Hsc)J\NH
OCH, H
NH, s oH N\H/CH:,
OH _ o, o
—|_ 0, R N/S\\
R OCH, 0=8=0 e H O
4a ou 4b Cl 6a ou 6b
5
By

N
» L R
H,N OH P N g
oo, - ¢ = 0
70°C
R OCH,3 H,CO N/go
OH
4c ou 4d | 6¢c ou 6d H

Fonte: Da autora.
Notas: 4a, 4c, 6a e 6¢: R = CH,=CH-CH,-; 4b, 4d, 6b e 6d: R = CH3;-CH,-CH,-.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 5 mL de piridina (62 mmol),
foram adicionados as substancias 4a, 4b, 4c ou 4d (1 eq.) e o cloreto de p-
acetamidobenzenossulfonila (substancia 5, 1 eq., marca SIGMA-ALDRICH®) (TABELA 4).
Deixou-se a mistura reacional sob agitacdo magnética vigorosa, em refluxo, por cerca de 3
horas. A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente hexano e acetato de etila
(6/4, vIv). Apos o término, verteu-se a mistura reacional em béquer contendo agua destilada e
gelo. O pH da mistura reacional foi acidificado com &cido cloridrico concentrado. Apés a

acidificacdo do meio, a mistura reacional foi extraida com acetato de etila (5 x 50 mL de
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acetato de etila). A fase orgénica foi seca com sulfato de sodio anidro e o sal separado por
filtracdo simples. O filtrado foi concentrado em evaporador rotatorio, obtendo-se o produto
que foi purificado por CCS (acetato de etila/hexano, 6/4, v/v).

Tabela 4 - Quantidades dos reagentes utilizados para as rea¢fes de obtengdo dos
derivados sulfonamidicos 6a, 6b, 6¢ e 6d.

Cloreto de p-
Material de partida acetamidobenzenossulfonila
4a (0,54 g; 3 mmol) 0,70 g (3 mmol)
4b (0,76 g; 4,20 mmol) 0,98 g (4,20 mmol)
4c (0,54 g; 3 mmol) 0,70 g (3 mmol)
4d (0,11 g; 0,61 mmol) 0,14 g (0,61 mmol)

Fonte: Da autora.

3.1.24.1 Dados de caracterizag¢do de N-(4-(N-(5-alil-2-hidroxi-3-
metoxifenil)sulfamoil)fenil)acetamida (6a)

°3CH30H o 2y H%CHs N-(4-(N-(5-alil-2-hidroxi-3-
4 2 O 1/©/ o metoxifenil)sulfamoil)fenil)acetamida
g e ﬁ/s\b z Sélido amarelo claro
6a F.F.: 167 - 168 °C
Massa obtida: 0,45 g (1,20 mmol, 40%)
F.M.: C1gH20N20sS M.M.: 376,4268 g.mol™

IV (ATR, & max, cm™): 3307 (N-H), 1682 (C=0), 1590, 1515 (C=C), 1311, 1152 (S=0), 1256
(C-0-C).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 10,29 (s; 1H; OH), 8,85 (sl; 2H; NHSO,,
NHCOCHs3), 7,64 (s; 4H; H2’, H3), 6,57 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H4), 6,53 (d; 1H; J = 1,7 Hz;
H6), 5,87-5,78 (m; 1H; CH,=CH-CH,), 5,00-4,94 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 3,68 (s; 3H;
OCHs), 3,16 (d; 2H; J = 6,5 Hz; CH,=CH-CH,), 2,05 (s; 3H; NHCOCH}).

RMN de *C (6; DMSO-ds; 75 MHz): 169,3 (C5°), 147,8 (C3), 143,0 (C4’), 137.,8
(CH2=CH-CHy), 137,5 (C1°), 134,1 (C5), 129,8 (C1), 128,1 (C2’), 124,2 (C2), 118,4 (C3"),
116,1 (C4), 115,7 (CH,=CH-CH,), 109,3 (C6), 55,9 (OCHs), 39,5 (CH,=CH-CH,), 24,2
(NHCOCHs).
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EM-IES (m/z): calculado para CigHzoN20sS (M + Na)*: 399,0991; encontrado: 399,0985
(FIGURA 88, pag. 131).

3.1.24.2 Dados de caracteriza¢do de N-(4-(N-(2-hidroxi-3-metoxi-5-
propilfenil)sulfamoil)fenil)acetamida (6b)

0CH3 " 3 4|H 5 CH3 N-(4-(N-(2-hIdrOXI-3-m6t0X|-5-
3
A/‘@EOS\ 1/@ TO( propilfenil)sulfamoil)fenil)acetamida
5 "1 N/S\\O z° Solido bege
6b F.F.: 176 —180°C
Massa obtida: 0,26 g (0,69 mmol, 16%)
F.M.: C1gH»N,0sS  M.M.: 378,4427 g.mol™

IV (ATR, & ma, cm™): 3537, 3364 (N-H), 3154 (O-H), 2923 (C-H), 1687 (C=0), 1589, 1512
(C=C), 1312, 1158 (S=0), 1256 (C-O-C).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 10,26 (s; 1H; OH), 8,95 (s; 1H; NHSO,), 8,56 (s; 1H;
NHCOCHs3), 7,65 (s; 4H; H2’, H3”), 6,58 (d; 1H; J = 1,9 Hz; H4), 6,53 (d; 1H; J = 1,9 Hz;
H6), 3,69 (s; 3H; OCHg), 2,36 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH3-CH»-CHy), 2,06 (s; 3H; NHCOCHj3),
1,52-1,40 (sex; 2H; CH3-CH,-CH>), 0,80 (t; 3H; J = 7,3 Hz; CH3-CH,-CH,).

RMN de C (6; DMSO-d6; 75 MHz): 169,0 (C5°), 147,6 (C3), 142,9 (C4%), 137,1 (C1"),
134,0 (C5), 132,0 (C1), 128,0 (C2°), 124,2 (C2), 118.2 (C3’), 115,8 (C4), 109,1 (C6), 55,8
(OCHgs), 37,0 (CH3-CH,-CHy), 24,1 (NHCOCHSs), 24,1 (CH3-CH,-CHy), 13,4 (CH3-CH,-
CHy).

EM-IES (m/z): calculado para CigH22N20sS (M + H)': 379,1328; encontrado: 379,1315
(FIGURA 89, pag. 131).

3.1.2.4.3 Dados de caracterizagdo de N-(4-(N-(2-alil-5-hidroxi-4-
metoxifenil)sulfamoil)fenil)acetamida (6c)

N-(4-(N-(2-alil-5-hidroxi-4-
metoxifenil)sulfamoil)fenil)acetamida

Sélido amarelo

F.F.: 167 — 168 °C

Massa obtida: 0,49 g (1,30 mmol, 43%)

F.M.: C1gH20N,0sS  M.M.: 376,4268 g.mol™
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IV (ATR, & max, cm™): 3307 (N-H), 1682 (C=0), 1590, 1515 (C=C), 1311, 1152 (S=0), 1256
(C-0-C).

RMN de 'H (6; DMSO-dg; 300 MHz): 10,30 (s; 1H; OH), 8,84 (sl; 1H; NHSO,), 7,64 (s;
4H; H2’, H3’), 6,57 (d; 1H; J = 1,9 Hz; HJ), 6,53 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H6), 5,86-5,75 (m; 1H;
CH,=CH-CHy), 5,00-4,93 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 3,68 (s; 3H; OCHs), 3,16 (d; 2H; J = 6,6
Hz; CH,=CH-CH,), 2,05 (s; 3H; NHCOCHy3).

RMN de °C (6; DMSO-ds; 75 MHz): 169,7 (C5’), 148,1 (C4’), 143,3 (C5), 138,2 (C4),
137,8 (CH,=CH-CHy), 134,4 (C1°), 130,2 (C1), 128,4 (C2°), 124,9 (C2), 118,8 (C3°), 116,4
(C3), 116,1 (CH,=CH-CH,), 109,6 (C6), 56,2 (OCHs;), 39,5 (CH,=CH-CH,), 24,5
(NHCOCHpg).

EM-IES (m/z): calculado para CigHN20sS (M + H)': 377,1172; encontrado: 377,1176
(FIGURA 90, pég. 132).

3.1.2.4.4 Dados de caracteriza¢do de N-(4-(N-(5-hidroxi-4-metoxi-2-
propilfenil)sulfamoil)fenil)acetamida (6d)

N-(4-(N-(5-hidroxi-4-
metoxi-2-propilfenil)sulfamoil)fenil)acetamida
Sélido amarelo claro

F.F.: 176 —180°C

Massa obtida: 0,42 g (1,11 mmol, 41%)

F.M.: C1gH2N,0sS M.M.: 378,4427 g.mol*

IV (ATR, & max, cm™): 3536, 3362 (N-), 3143 (O-H), 1687 (C=0), 1589, 1522 (C=C), 1313,
1158 (S=0), 1255 (C-O-C).

RMN de 'H (5; DMSO-ds; 300 MHz): 10,26 (s; 1H; OH), 8,74 (sl; 2H; NHSO,,
NHCOCHj3), 7,65 (s; 4H; H2’, H3"), 6,58 (d; 1H; J = 1,7 Hz; H3), 6,53 (d; 1H; J = 1,7 Hz;
H6), 3,69 (s; 3H; OCHj3), 2,36 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH3-CH,-CH,), 2,06 (s; 3H; NHCOCHj3),
1,53-1,40 (sex; 2H; CH3-CH,-CHy>), 0,81 (t; 3H; J = 7,3 Hz; CH3-CH,-CH,).

RMN de *C (6; DMSO-dg; 75 MHz): 169,0 (C5°), 147,5 (C4%), 142,9 (C5), 137,0 (C4),
133,9 (C1%), 132,0 (C1), 128,0 (C2°), 124,2 (C2), 118,2 (C3’), 115,8 (C3), 109,1 (C6), 55,7
(OCHg), 36,9 (CH3-CH,-CHy), 24,1 (NHCOCHS), 24,1 (CH3-CH,-CHy), 13,4 (CH3-CH,-
CHy).

EM-IES (m/z): calculado para CigH22N20sS (M + Na)™: 401,1147; encontrado: 401,1128
(FIGURA 91, pag. 132).



o1

3.1.2.5 Obten¢ao dos derivados sulfonamidicos desacetilados 7a, 7b, 7c ¢ 7d

Os derivados 7a, 7b, 7c e 7d foram obtidos segundo o procedimento geral ilustrado na
Figura 17 (WANG et al., 2012).

Figura 16 - Reac8o de desacetilagdo dos derivados 6a, 6b, 6¢ e 6d.

OCH, H OCH
N_ _CH 3
OH \n/ 3 OH NH2
o o [e)
%S SOCI,, MeOH %S
PN R -
R ” \0 t.a. R ” \o
6a ou 6b 7aou7b

H
N__CH NH
H,;CO R g 3 H;CO R 2
D[ Q O  SOCI, MeOH :@[ o
4>
o v s

t.a. HO ” \\0

6¢c ou 6d 7cou7d

Fonte: Da autora.
Notas: 6a, 6¢, 7a e 7c: R = CH,=CH-CH,-; 6b, 6d, 7b e 7d: R = CH3-CH,-CH,-.

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados as substancias 6a, 6b, 6¢
ou 6d (1 eq.), SOCI, (5 eq.) e 10 mL de metanol (TABELA 5). Deixou-se a mistura reacional
sob agitacdo magnética vigorosa, em temperatura ambiente (25 * 3°C), por cerca de 24 horas.
O término da reacdo foi acompanhado por CCD, utilizando como eluente cloroférmio e
metanol (9/1, v/v). Apds este periodo, a mistura reacional foi concentrada em evaporador
rotatério e os produtos finais 7a, 7b, 7c e 7d purificados por CCD preparativa

(cloroformio/metanol, 9/1, v/v).

Tabela 5 - Quantidades dos reagentes utilizados para as reacdes de desacetilagao.

Material de partida SOCI,
6a (0,11 g; 0,29 mmol) 100 pL (1,45 mmol)
6b (0,09 g; 0,24 mmol) 90 pL (1,20 mmol)
6¢ (0,13 g; 0,35 mmol) 130 pL (1,75 mmol)
6d (0,09 g; 0,24 mmol) 90 pL (1,20 mmol)

Fonte: Da autora.
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3.1.2.5.1 Dados  de  caracterizagdo  de  N-(5-alil-2-hidroxi-3-metoxifenil)-4-

aminobenzenossulfonamida (7a)

. N-(5-alil-2-hidroxi-3-
|(\4©i g \©i metoxifenil)-4-aminobenzenossulfonamida
3 2OH » , ! NH Sélido avermelhado
F.F.: 133-136°C
Massa obtida: 0,044 g (0,13 mmol, 45%)
F.M.: C1sH1sN204S M.M.: 334,3901 g.mol™

IV (ATR, & max, cM™): 3484 (N-H), 3383, 3295 (NH,), 1622, 1594, 1515 (C=C), 1315, 1132
(S=0), 1210 (C-0-C), 1085 (C-N).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 8,63 e 8,43 (sl; 2H; NH,), 7,38-7,33 (m; 2H; H2"),
6,62 (d; 1H; J = 1,9 Hz; H4), 6,52-6,50 (m; 1H; H6), 6,49-6,47 (m; 2H; H3"), 5,91 (s; 2H;
OH, NHSOy), 5,88-5,79 (m; 1H; CH,=CH-CH,), 5,02-4,96 (m; 2H; CH,=CH-CHy), 3,69 (s;
3H; OCHg), 3,17 (d; 2H; J = 6,7 Hz; CH,=CH-CH,).

RMN de *C (6; DMSO-ds; 75 MHz): 152,7 (C3), 147,6 (C4), 137,8 (CH,=CH-CH,), 136,3
(C5), 129,7 (C1), 128,8 (C2°), 125,4 (C1°), 124,9 (C2), 115,5 (CH,=CH-CH,), 114,6 (C6),
112,4 (C37), 108,5 (C4), 55,7 (OCHa), 39,7 (CH,=CH-CHy,).

EM-IES (m/z): calculado para CisH1sN204S (M + H)': 335,1066; encontrado: 335,1060
(FIGURA 92, pag. 133).

3.1.2.5.2 Dados de caracteriza¢do de 4-amino-N-(2-hidroxi-3-metoxi-5-

propilfenil)benzenossulfonamida (7b)

4-amino-N-(2-hidroxi-3-

o}
7N S ALy metoxi-5-propilfenil)benzenossulfonamida
o }
47y 2 OH 2,[ ;L 2 NH, Oleo amarelo escuro
OCH,4 3
- Massa obtida: 0,030 g (0,09 mmol, 33%)

F.M.: C15H20N,04S M.M.: 336,4060 g.mol™

IV (ATR, & max, CMY): 3472 (N-H), 3375 (NH,), 1612, 1595, 1514 (C=C), 1314, 1152 (S=0),
1215 (C-O-C), 1088 (C-N).
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RMN de 'H (6; DMSO-dg; 300 MHz): 8,56 e 8,39 (s; 2H; NH,), 7,36 (d; 2H; J = 8,7 Hz;
H2%), 6,61 (d; 1H; J = 1,5 Hz; H4), 6,51-6,50 (m; 1H; H6), 6,49-6,48 (m; 2H; H3"), 5,91 (s;
1H; OH ou NHSO,), 3,69 (s; 3H; OCHa), 2,36 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH,-CH,-CH3), 1,54-1,41
(m; 2H; CH,-CH,-CHj3), 0,82 (t; 3H; J = 7,3 Hz; CH,-CH,-CHs).

RMN de ®*C (8; DMSO-ds; 75 MHz): 153,7 (C3), 147,9 (C4’), 136,4 (C5), 132,5 (C1),
129,2 (C2%), 125,6 (C17), 125,3 (C1”), 114,8 (C6), 112,8 (C3’), 108,8 (C4), 56,1 (OCHj3), 37,5
(CH,-CH,-CHg), 24,6 (CH,-CH,-CHs), 13,9 (CH,-CH,-CHs3).

EM-IES (m/z): calculado para CisH20N204S (M + H)': 337,1223; encontrado: 337,1210
(FIGURA 93, pag. 133).

3.1.2.5.3 Dados  de  caracterizagdo  de  N-(2-alil-5-hidroxi-4-metoxifenil)-4-

aminobenzenossulfonamida (7c)

= N-(2-alil-5-hidroxi-4-

3 S 1 X s metoxifenil)-4-aminobenzenossulfonamida
/
4 6 O
4 Ly
H,CO™ | \©\ S6lido amarelo claro
27 "NH

7c F.F.: 140 - 143°C
Massa obtida: 0,047 g (0,14 mmol, 40%)
F.M.: C16H1sN204S M.M.: 334,39 g.mol™

IV (ATR, & max, cM™): 3486 (N-H), 3383, 3294 (NH,), 1622, 1595, 1516 (C=C), 1315, 1132
(S=0), 1210 (C-O-C), 1084 (C-N).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 8,63 e 8,43 (sl; 2H; NH,), 7,38-7,34 (m; 2H; H2"),
6,63 (d; 1H; J = 1,9 Hz; H3), 6,52-6,51 (m; 1H; H6), 6,50-6,47 (m; 2H; H3"), 5,91 (s; 2H;
OH, NHSO,), 5,88-5,79 (m; 1H; CH,=CH-CHy), 5,02-4,96 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 3,69 (s;
3H; OCHs3), 3,17 (d; 2H; J = 6,6 Hz; CH,=CH-CH,).

RMN de *C (6; DMSO-ds; 75 MHz): 152,8 (C4’), 147,6 (C5), 137,8 (CH,=CH-CH,), 136,3
(C4), 129,7 (C1), 128,8 (C2°), 125,4 (C1°), 124,9 (C2), 115,5 (CH,=CH-CHy), 114,6 (C3),
112,4 (C3%), 108,5 (C6), 55,7 (OCH3), 39,7 (CH2=CH-CHy).

EM-IES (m/z): calculado para CisH1sN2OsS (M + Na)™: 357,0885; encontrado: 357,0886
(FIGURA 94, pag. 134).
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3.1.2.54 Dados de caracteriza¢do de 4-amino-N-(5-hidroxi-4-metoxi-2-

propilfenil)benzenossulfonamida (7d)

4-amino-N-(5-hidroxi-4-

H : N .
2 N. 2 2 metoxi-2-propilfenil)benzenossulfonamida

3 1 ~g .
4 60 T 4
H.CO Oleo amarelo escuro
3 5 2 74 NH,

Massa obtida: 0,028 g (0,08 mmol, 31%)
7d
F.M.: C15H20N204S M.M.: 336,4060 g.mol™

IV (ATR, & max, cm™): 3462 (N-H), 3375, 3248 (NH,), 1612, 1595, 1514 (C=C), 1314, 1148
(S=0), 1217 (C-0-C), 1086 (C-N).

RMN de 'H (6; DMSO-ds; 300 MHz): 8,56 e 8,39 (s; 2H; NH,), 7,36 (d; 2H; J = 8,7 Hz;
H2%), 6,61 (d; 1H; J = 1,7 Hz; H3), 6,51-6,50 (m; 1H; H6), 6,48-6,47 (m; 2H; H3"), 5,91 (s;
1H; OH ou NHSO0y), 3,69 (s; 3H; OCHj3), 2,36 (t; 2H; J = 7,4 Hz; CH,-CH,-CH3), 1,53-1,41
(m; 2H; CH,-CH,-CHs), 0,81 (t; 3H; J = 7,3 Hz; CH,-CH,-CHj).

RMN de *C (¢; DMSO-ds; 75 MHz): 152,5 (C4’), 147,2 (C5), 135,7 (C4), 131,8 (C1°),
128,6 (C27), 124,9 (C1), 124,6 (C2), 114,1 (C3), 112,1 (C3°), 108,1 (C6), 55,5 (OCH3), 36,8
(CH,-CH,-CHg), 23,9 (CH,-CH,-CHs), 13,2 (CH,-CH,-CHs3).

EM-IES (m/z): calculado para C1sH20N204S (M + H)": 337,1223; encontrado: 337,1210
(FIGURA 95, pag. 134).

3.3 AVALIACOES DO POTENCIAL BIOLOGICO IN VITRO

Foram avaliados o potencial antibacteriano, antifungico, antiproliferativo e tripanocida
dos prototipos (eugenol e diidroeugenol), sulfanilamida e dos produtos sintéticos
intermediarios (6a, 6b, 6¢ e 6d) e finais (7a, 7b, 7c e 7d), bem como sua citotoxicidade frente

as células normais.

3.3.1 Método de avaliacdo do potencial antibacteriano

O potencial antibacteriano foi avaliado no Laboratério de Bioprocessos da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL-MG, com a supervisdo da Ms. Taciane Maira
Magalhées Hipdlito. A acdo dos protétipos (eugenol e diidroeugenol), sulfanilamida, produtos

sintéticos intermediarios (6a, 6b, 6¢ e 6d) e finais (7a, 7b, 7c e 7d) foi verificada sobre



55

cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC) de bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 12228, Bacillus
cereus ATCC 11778 e Enterococcus faecalis ATCC 51299). O ensaio foi realizado pelo
meétodo de microdiluicdo em Caldo Mdueller Hinton (CMH) segundo o protocolo M07-A10
(CLSI, 2015).

Em microplaca de 96 pocos foram distribuidos 50 uL de caldo Mueller-Hinton (em
cada compartimento) e 50 uL dos produtos em teste, protétipos ou padrdo cloranfenicol
(controle positivo). As solucdes destes foram inicialmente preparadas em dimetilsulfoxido
(DMSO) para se obter a concentracdo de 1000 pg/mL. Posteriormente foram diluidas a 200
ug/mL, para atingir a concentracdo de 100 pg/mL nos pogos aos quais foram pipetadas.
Foram realizadas dez diluicdes na microplaca, atingindo as concentracdes de 100 pg/mL
(pogo inicial com os 50 pL das solugdes das substancias), 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL,
6,25 pg/mL, 3,12 pg/mL, 1,56 pg/mL, 0,78 pg/mL, 0,39 pg/mL e 0,19 pg/mL.
Posteriormente, foram pipetados 50 pL de suspensdo bacteriana em CMH (5x10°> UFC/mL),
inicialmente preparadas em solucdo salina 0,9%, segundo a escala de Mc Farland 0,5 (1 a 2 x
10® UFC/mL), por leitura espectrofotométrica. As microplacas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 35-37 °C por 16-20h, exceto para Staphylococcus aureus ATCC 12228, cujo
tempo de incubacdo foi de 24h.

Os ensaios foram feitos em triplicata e o crescimento bacteriano foi identificado por
leitura espectrofotométrica a 530 nm, em leitor de microplacas, sendo determinadas as

concentragdes capazes de inibir 50% (Clso) € 90% (Clgo) do crescimento microbiano.

3.3.2 Método de avaliacdo do potencial antifungico

O potencial antifangico foi avaliado no Laboratério de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG, com a supervisdo da Proft. Dra. Amanda Latércia
Tranches Dias e da Ms. Josidel Conceicdo Oliver. As avaliacdes/determinacdes dos valores
de concentracdes inibitorias foram realizadas segundo a metodologia de microdiluicdo para
leveduras conforme proposto nos documentos M27-A3 (CLSI, 2008) e M27-S4 (CLSI, 2012)
com modificacbes. O meio de cultura utilizado foi RPMI-1640 e os protétipos (eugenol e
diidroeugenol), sulfanilamida e os produtos sintéticos intermediarios (6a, 6b, 6¢ e 6d) e finais
(7a, 7b, 7c e 7d) foram avaliados nas seguintes concentragdes (pg/mL): 250; 125; 62,5;
31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95, por dissolugdo em DMSO. Os ensaios foram realizados sobre
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leveduras padroes American Type Culture Collection (ATCC) do género Candida spp., sendo
micro-organismos oportunistas e/ou patogénicos (Candida albicans ATCC 64548, Candida
tropicalis ATCC 750, Candida krusei ATCC 6258, Candida glabrata ATCC 90030 e
Candida parapsilosis ATCC 22019). O farmaco padrdo utilizado como controle positivo no
teste foi 0 antifingico fungistatico fluconazol, nas seguintes concentragdes (ug/mL): 128; 64;
32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25. O meio de cultura RPMI-1640 acrescido de DMSO nas mesmas
concentracgdes finais propostas para os derivados foi utilizado como controle negativo.

A avaliacdo foi feita em placas de microdiluicdo e o resultado analisado com leitor
ELISA. O ensaio foi feito em duplicata e os valores de Clsg e Clgy foram determinados.

3.3.3 Método de avaliacdo do potencial tripanocida

O potencial tripanocida foi avaliado no Laboratdrio de Parasitologia, Departamento de
Patologia e Parasitologia Basica do Instituto de Ciéncias Biomedicas da UNIFAL-MG, com a
supervisdo do Prof. Dr. Ivo Santana Caldas. Foi utilizada a cepa Y do Trypanosoma cruzi para
a avaliacdo do efeito antiepimastigota dos prototipos (eugenol e diidroeugenol) sulfanilamida
e dos produtos sintéticos intermediarios (6a, 6b, 6¢ e 6d) e finais (7a, 7b, 7c e 7d). As formas
epimastigotas foram mantidas em laboratério em meio LIT (Liver Infusion Triptose) por
intermédio de repiques semanais.

A quantificacdo da atividade de cada substancia sobre o parasito foi realizada por meio
da reacdo colorimétrica previamente padronizada. Apds contagem em camara de Neubauer,
foi ajustado o nimero de parasitos para a concentracdo de 1,5 x 10%/mL. Cem microlitros
dessa suspensdo foram adicionados a cada po¢o da microplaca de 96 pocgos, em duplicata.
Logo apos, concentragdes decrescentes das substancias, em um volume de 100 pL (diluigdes
previamente preparadas), foram adicionadas aos po¢os contendo epimastigotas. Os produtos
estudados foram avaliados nas seguintes concentra¢des (ng/mL): 300; 200; 133,33; 89; 59,26;
39,51; 26,34, por dissolucdo em DMSO. O farmaco padrdo utilizado no teste foi o
benznidazol nas seguintes concentragdes (png/mL): 200; 50; 12,5; 3,12; 0,78; 0,19; 0,04. O
meio LIT acrescido de DMSO nas mesmas concentracdes finais propostas para os derivados
foi utilizado como controle negativo, e como controle positivo do teste foi utilizado o meio
LIT acrescido da suspensdo de epimastigotas. As microplacas foram incubadas em estufa
BOD (Biochemical Oxygen Demand), a 28°C, por 72 horas. Ap0Os esse periodo foram

adicionados 20 uL do corante resazurina em cada poco e ap06s 12 horas foi realizada a leitura
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da reacdo a 570 nm e 600 nm em leitor de ELISA. A porcentagem de inibi¢do da proliferacdo

foi calculada a partir da formula:
% Inlblgéo =100 - [A570-(A500XRO) Tratado /A570-(A600XRO) Controle +] x100

Nessa formula, Aszo = absorbancia a 570 nm, Agg = absorbancia a 600nm e RO é o
fator de correcdo, calculado a partir dos valores de absorbancia do controle negativo, ou seja,
apenas meio de cultura acrescido de DMSO e resazurina na auséncia de parasitos [RO = (As7o
/As00)]. A partir do percentual de inibigdo de cada concentracdo das substancias foi calculada
a Clso, utilizando o programa CalcuSyn®. As curvas de dose-resposta foram construidas no
GraphPad Prism 5®. Todos os experimentos com formas epimastigotas foram realizados em

duplicata, com no minimo duas repetigdes.

3.3.4 Método de avaliagdo da citotoxicidade frente a linhagem celular normal

A citotoxicidade foi avaliada no Laboratério de Vacinas do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da UNIFAL-MG, com a supervisdo do Prof. Dr. Luiz Felipe Leomil Coelho. Os
prototipos (eugenol, diidroeugenol e sulfanilamida) e os produtos sintéticos intermediarios
(6a, 6b, 6¢ e 6d) e finais (7a, 7b, 7c e 7d) foram avaliados quanto a citotoxicidade frente a
linhagem BHK-21 (fibroblastos renais de hamster). Foi utilizado o método do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), baseado na conversdo enzimética por
desidrogenases do sal tetrazolio em formazano (CORY et al., 1991). Volume de 90 uL de
suspensdo das células (2,4 x 10° células/mL) foi distribuido em placas de microtitulacio com
10 uL de cada produto avaliado, nas seguintes concentragdes (ug/mL): 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 e incubados a 37 °C em estufa a 5% de CO, por 48h. Em seguida,
foram adicionados 10 pL do corante tetrazolico (5 mg/mL) e as celulas foram incubadas
novamente por um periodo de 4h. Apos este periodo, o meio foi cuidadosamente removido e
adicionado a 100 pL. de DMSO para solubilizagdo dos cristais de formazana. As microplacas
foram entdo agitadas por 5 min e as absorbancias para cada amostra medidas em um leitor
tipo ELISA a 560 nm.

A porcentagem de citotoxicidade foi calculada pela relacdo [(A-B)/Ax100)], onde A e
B sdo os valores de absorbancia do controle e das células tratadas, respectivamente. Os dados

foram analisados usando regressao linear para gerar os valores de CCsy (concentracdo
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citotoxica para 50%). Os indices de seletividade (IS) foram expressos como a razdo
CCso/Clsp.

3.3.5 Método de avaliacao do potencial antiproliferativo

O potencial antiproliferativo foi avaliado no Laboratério de Biologia Animal
Integrativa do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG, com a supervisdo da Prof.
Dra. Marisa lonta e do Ms. Guilherme Alvaro Ferreira da Silva.

3.3.5.1 Linhagens celulares e condic¢des de cultivo

A atividade antiproliferativa dos protdtipos (eugenol e diidroeugenol), sulfanilamida e
dos produtos sintetizados foi avaliada frente as diferentes linhagens celulares derivadas de
canceres humanos: HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), A549 (adenocarcinoma de
pulmédo humano), MCF7 (adenocarcinoma de mama humana) e HT144 (melanoma humano).
As células foram cultivadas em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma,
MO) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cultilab, SP, Brasil). As culturas
celulares foram mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera controlada (95% de ar e 5% de
COy).

3.3.5.2 Viabilidade Celular - Ensaio Colorimétrico (Resazurina)

As células foram semeadas em placas de 96 pocos e, ap0s a aderéncia (24h), foram
tratadas com os protétipos (eugenol e diidroeugenol), sulfanilamida e os produtos sintéticos
intermediarios (6a, 6b, 6¢c e 6d) e finais (7a, 7b, 7c e 7d) por 48 horas nas seguintes
concentragdes (UM): 500; 250; 125; 62,5; 31,25. Ao término do tratamento, a viabilidade
celular foi avaliada por ensaio colorimétrico utilizando-se o corante resazurina. Este ensaio é
baseado na conversdo enzimatica da resazurina a sua forma reduzida (resofurina). Os valores
de absorbancia obtidos nas amostras tratadas foram comparados com os valores de
absorbéancia das amostras que ndo foram expostas aos produtos estudados, sendo que a taxa de
absorbancia é diretamente proporcional ao nimero de células vivas. O valor de Clsy foi
determinado usando o programa GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA).
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3.3.5.3 Andlise da progressdo do ciclo celular por quantificacio de DNA em citometria de

fluxo

As células foram tratadas em concentragdes ao redor do Clso por 24 e 48h. Ao término
do tratamento, as células foram coletadas por digestdo enziméatica (Trypsin-EDTA
solution/Sigma Aldrich LTDA, Brasil) e transferidas para tubos Falcon. Apds centrifugacdo
(5 minutos a 1000 rpm), o precipitado de células foi homogeneizado em PBSA (Tampéo
salina fosfato) e as células foram fixadas em etanol gelado (75%) por 30 minutos. As células
foram tratadas com uma solucdo contendo: PBSA, RNAse (10 mg/mL) e lodeto de Propidio
(300 pug/mL) por 1 hora e analisadas no citdbmetro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, GE)

utilizando o software GuavaSoft 2.7.

3.3.5.4 Avaliagdo da citotoxicidade frente a linhagem celular normal

A atividade citotoxica dos prototipos (eugenol e diidroeugenol), sulfanilamida e dos
produtos sintetizados com atividade antiproliferativa promissora (menor valor de Clsg) foi
avaliada frente a linhagem celular normal de fibroblastos derivados de pele humana (CCD-
SK1059). As celulas foram cultivadas em DMEM, suplementado com 10% de SFB. As
culturas celulares foram mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera controlada (95% de ar e
5% de CO,). As células foram semeadas em placas de 96 pocos e, ap0s a aderéncia (24h),
foram tratadas com os produtos em estudo por 48 horas nas seguintes concentraces (LUM):
500; 250; 125; 62,5; 31,25. Ao término do tratamento, a viabilidade celular foi avaliada por
ensaio colorimétrico utilizando-se o corante resazurina. Os valores de absorbancia obtidos nas
amostras tratadas foram comparados com os valores de absorbancia das amostras que nao
foram expostas aos produtos estudados, sendo que a taxa de absorbancia é diretamente
proporcional ao nimero de células vivas. O valor de Clsp (concentracdo capaz de inibir 50%
do crescimento) foi determinado usando o programa GraphPad Prism® (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA, USA).

3.3.5.5 Anélise estatistica
Os dados quantitativos foram apresentados como a média + desvio padrdo (DP) de

dois experimentos independentes. Diferencas estatisticas foram determinadas de acordo com a

analise de variancia one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de comparagdes multiplas de
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Tukey usando o software GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento, a sintese e a caracterizagdo dos derivados sulfonamidicos hibridos do

eugenol e diidroeugenol propostos séo descritos a seguir.

4.1 PLANEJAMENTO DOS DERIVADOS SULFONAMIDICOS DO EUGENOL E
DIIDROEUGENOL

Considerando-se as propriedades antimicrobianas, antiproliferativas e tripanocidas
apresentadas pelo eugenol, bem como por sulfonamidas descritas na literatura foi proposta
com este trabalho a obtencdo, por meio da técnica de hibridacdo molecular, de derivados
sulfonamidicos do eugenol e do seu analogo, diidroeugenol. Dessa forma, poderiam ser
reunidas em uma s6 molécula subunidades estruturais advindas do eugenol (ou de seu
analogo, diidroeugenol) e da sulfanilamida, com intuito de se obter uma substancia com
propriedades antimicrobianas, antiproliferativas e tripanocidas mais potentes que seus
precursores. Além disso, os diferentes andlogos propostos, que se diferenciam quanto a
posicdo do grupo sulfonamida e o grau de saturacdo da cadeia lateral propenilica, poderiam
demonstrar o papel de cada subunidade estrutural na acéo bioldgica encontrada. Cabe ressaltar
que, até o presente momento, ainda ndo foram relatados trabalhos envolvendo a sintese de
derivados hibridos entre derivados sulfonamidicos e eugenol ou seu analogo, diidroeugenol.

Os derivados sulfonamidicos finais (7a, 7b, 7c e 7d) e intermediarios (6a, 6b, 6¢ e 6d)
propostos neste trabalho foram obtidos a partir da condensacdo do cloreto de p-
acetamidobenzenossulfonila com os derivados orto e meta-aminofendis (4a, 4b, 4c e 4d),
estes Gltimos resultantes da reducéo dos derivados orto e meta-nitrofenois (3a, 3b, 3c e 3d) do

eugenol (1) e de seu analogo, diidroeugenol (2), conforme ilustrado na Figura 17.
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Figura 17 - Esquema da retrossintese dos derivados sulfonamidicos hibridos do eugenol e
diidroeugenol.

Rz RZ H R2

NH CH,
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Ry N —> R N > Ry NH,
Rs Rs Rs
7a,7b,7cou 7d 6a, 6b, 6¢ ou 6d 4a, 4b, 4c ou 4d
R,
OH Rs Ry
R” C :OCH3 Ry NO,
R5
1o0u2 3a, 3b, 3c ou 3d

Fonte: Da autora.

Notas: 1: R = CH,=CH-CHjs; 2: R = CH,-CH,-CHg; 3a, 3¢, 44, 4c, 6a, 6¢, 7ae 7¢c: R =0OH; R,
= OCHjs; Rs, Rs = H; R, = CH,=CH-CHjs; 3b, 3d, 4b, 4d, 6b, 6d, 7b e 7d: R, R, = H;
Rz = OH, R3 = OCHS, R5 = CHz-CHz-CHs.

4.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS SULFONAMIDICOS DO
EUGENOL E DIIDROEUGENOL

A reacdo de nitragdo aromatica para a obtencdo dos derivados 3a e 3b procedeu-se
conforme descrito no trabalho de Zolfigol, Ghaemi e Madrakian (2001). Esta metodologia foi
escolhida por apresentar especificidade para a introducdo de grupos nitro (NO3) na posicao
orto em relacdo a hidroxila fendlica, e também por a mesma ser realizada em condigdes mais
brandas, ao contrario da classica reacdo de nitracdo aromatica que envolve 0 uso de uma
mistura de acidos concentrados, como o &cido sulfarico e o &cido nitrico. O rendimento obtido
para esta reacdo foi relativamente inferior ao que € descrito na literatura, porém foi
satisfatorio para a continuidade do trabalho.

Trata-se de uma reacdo de Substitui¢do Eletrofilica Aromatica (SEAr), sendo que para
a insercdo do grupo NO; ao anel aromatico, primeiramente, € necessario a formacdo de uma
espécie eletrofila. Esta espécie, que neste caso trata-se do ion nitrénio, sera formada a partir
da reacdo do bissulfato de potassio com o nitrato de sodio. Desta interacdo havera a formacéo
de acido nitrico que, apos reagir com outra molécula de bissulfato de potassio, dissocia-se
gerando a espécie eletréfila. Como este ion é altamente reativo, 0 mesmo sofre o ataque da
ligacao m C=C do anel aromatico do eugenol (1) ou diidroeugenol (2), formando o ion arénio

que é estabilizado por ressonancia. A etapa de formagéo deste ion é lenta, devido & conversdo
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a um produto de menor estabilidade. Em seguida, uma base de Lewis presente no meio,
provavelmente a 4gua formada durante a dissocia¢do do acido nitrico, capta um préton do ion
arénio, restaurando a aromaticidade do anel. Esta ultima etapa ocorre rapidamente, pois leva a
formacéo de produtos mais estaveis, que neste caso tratam-se dos derivados nitrados 3a e 3b,
obtidos a partir do eugenol e diidroeugenol, respectivamente (HUGHES; INGOLD; REED,
1950; ZOLFIGOL; GHAEMI; MADRAKIAN, 2001; SUDARMA et al., 2014). O mecanismo

proposto para esta reacdo de nitragdo aromatica esté ilustrado na Figura 18.

Figura 18 - Mecanismo proposto para a reagao de nitracdo das substancias 3a e 3b.
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Fonte: Da autora.
Notas: 1 ou 3a: R = CH,=CH-CH,-; 2 ou 3b: R = CH3-CH,-CH,-.

Para a obtencdo dos derivados nitrados 3c e 3d, a metodologia baseou-se conforme
proposto no trabalho de Canales, Bandyopadhyay e Banik (2011). A especificidade pela
posicdo meta a hidroxila fendlica, além das condicGes brandas de reacdo com o uso de
reagentes de baixa periculosidade, foram os critérios de escolha do método a ser seguido.

Altos rendimentos também foram descritos na literatura, porém os valores aqui obtidos foram
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inferiores ao esperado, mas ainda considerados satisfatorios para a continuidade desse
trabalho.

Assim como na reacdo de nitracdo mencionada anteriormente, esta também se trata de
uma reacdo de SEAr. Os grupos silandis (Si-OH), que compdem a estrutura da silica gel,
reagem com o nitrato de bismuto penta-hidratado, levando a formacao da espécie eletrofila, o
ion nitronio. A ligagdo © C=C do anel aromatico do eugenol (1) ou diidroeugenol (2) promove
0 ataque ao ion nitronio, devido a alta reatividade do mesmo, ocorrendo perda da
aromaticidade e formacdo do ion arénio, o qual é estabilizado por ressonancia. Na ultima
etapa, uma base de Lewis, provavelmente a 4gua formada durante a reacdo, capta um proton
do ion arénio, restaurando a aromaticidade e formando os derivados nitrados 3c e 3d, obtidos
a partir do eugenol e diidroeugenol, respectivamente (BADGUJAR et al., 2008; CANALES;
BANDYOPADHYAY; BANIK, 2011; HUGHES; INGOLD; REED, 1950; SHI; CUI, 2003).
Na Figura 19 estd ilustrado o mecanismo de nitracdo proposto para esta reacao.

Figura 19 - Mecanismo proposto para a rea¢ao de nitracdo das substancias 3c e 3d.
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Fonte: Da autora.
Notas: 1 ou 3c: R = CH,=CH-CH,-; 2 ou 3d: R = CH;-CH,-CH,-.
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Dos dados fornecidos pela anélise de espectroscopia de absorc¢éo na regido do IV das
substancias 3a (FIGURA 25, péag. 101), 3b (FIGURA 26, pag. 101), 3c (FIGURA 27, pag.
102) e 3d (FIGURA 28, pag. 102), destacam-se as duas bandas fortes caracteristicas do grupo
NO, entre 1541 e 1440 cm™, referentes aos estiramentos assimétrico e simétrico,
respectivamente. E possivel observar também as bandas caracteristicas do eugenol e
diidroeugenol, como uma banda larga entre 3520 e 3200 cm™, referente ao estiramento da
ligagdo O-H da hidroxila fenélica e uma banda forte entre 1270 e 1260 cm™, caracteristica do
estiramento C-O-C de éter que corresponde ao grupo metoxila.

Nos espectros de RMN de 'H das substancias 3a (FIGURA 41, pag. 107) e 3c
(FIGURA 43, péag. 108), notam-se os sinais dos hidrogénios da cadeia alilica do eugenol,
como um dupleto a aproximadamente ¢ 3,36 (CH,-HC=CH>), e como dois multipletos entre ¢
5,95-5,83 (CH,-HC=CH;) e ¢ 5,16-5,07 (CH,-HC=CH,). Observam-se também os dois
dupletos correspondentes aos dois hidrogénios aromaticos de 3a a ¢ 6,95 (H3) e a 6 7,48 (H5),
e de 3ca o 6,97 (H3) ea o 7,52 (H6). O grupo NO, exerce um efeito retirador de elétrons,
desativando o anel aromatico e, consequentemente, diminuindo a densidade eletrénica dos
protons proximos a ele. Sendo assim, dentre os dois hidrogénios aromaticos aquele que
apresenta maior ¢ é 0 que esta mais proximo do grupo NO; (H5 para 3a e H6 para 3c), pois
estes hidrogénios apresentam maior capacidade de absorver a radiacdo incidida sobre eles
(PAVIA et al., 2010). Os simpletos referentes aos hidrogénios dos grupos OCH;z; e OH
aparecem em aproximadamente ¢ 3,90 e ¢ 10,65, respectivamente.

Nos espectros de RMN de *C das substancias 3a (FIGURA 45, pag. 109) e 3c
(FIGURA 47, pag. 110), observa-se a ¢ 56,6 o sinal relativo ao carbono do grupo metoxila
(OCHpg), assim como os sinais referentes aos carbonos hidrogenados da cadeia alilica a
aproximadamente ¢ 39,5 (H,C-CH=CHy), 117,1 (H,C-HC=CHy,) e 136,0 (H,C-HC=CHy,). Os
carbonos aromaticos hidrogenados sdo visualizados a 6 118,5 e 115,0, sendo o de maior o
correspondente ao carbono mais proximo ao grupo NO; (C5 para 3a e C6 para 3c). A ¢ 149,8,
145,0, 133,6 e 131,2 notam-se 0s carbonos aromaticos conectados aos grupos NO,, OH,
OCHjs e a cadeia alilica, respectivamente. O subespectro DEPT-135 de 3a (FIGURA 49, péag.
111) auxiliou nas atribuicdes feitas no espectro de **C.

Nos espectros de RMN de 'H das substancias 3b (FIGURA 42, pag. 107) e 3d
(FIGURA 44, pag. 108), observam-se os sinais referentes aos hidrogénios da cadeia propilica
do diidroeugenol que aparecem como tripletos a aproximadamente ¢ 2,57 (CH3-CH,-CHy-) e
a 0 0,96 (CH3-CH,-CH>-), e como um sexteto centrado em ¢ 1,70-1,57 (CH3-CH,-CH»-). Em

0 6,96 e 7,49 notam-se os dois dupletos referentes aos dois hidrogénios aromaticos, sendo que
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0 hidrogénio com maior ¢ é o que esta mais proximo do grupo NO; (H5 para 3b e H6 para
3d), decorrente do efeito retirador de elétrons exercido por este grupo. Ja os simpletos
correspondentes aos hidrogénios dos grupos OCH; e OH encontram-se a ¢ 3,93 e a ¢ 10,62,
respectivamente.

Nos espectros de *C das substancias 3b (FIGURA 46, pag. 109) e 3d (FIGURA 48,
padg. 110) é possivel notar os sinais referentes aos carbonos da cadeia propilica a
aproximadamente ¢ 37,5 (CH3-CH,-CH,), 6 24,3 (CH3-CH,-CH,-) e a 6 13,5 (CH3-CH,-CH,-
), assim como o sinal correspondente ao carbono do grupo metoxila (OCHs) a ¢ 56,7. Os
sinais relativos aos carbonos aromaticos hidrogenados séo visualizados a aproximadamente o
118,8 e 115,0, sendo o de maior 6 correspondente ao carbono mais préximo ao grupo retirador
de elétrons (NO,) (C5 para 3b e C6 para 3d). Em 6 149,7, 144,5, 133,8 e 133,6 encontram-se
os sinais referentes aos carbonos conectados aos grupos NO,, OH, OCHgs e a cadeia propilica,
respectivamente. Nos subespectros DEPT-135 de 3b (FIGURA 50, pag. 111) e 3d (FIGURA
51, pag. 112), destacam-se os sinais de carbono metilénico a 6 37,3 e a 0 24,2.

Os derivados nitrados 3a, 3b, 3c e 3d foram, em seguida, submetidos a reacdo de
nitro-reducédo, levando aos derivados aminicos 4a, 4b, 4c e 4d. A reacdo de nitro-reducao
procedeu-se conforme descrito no trabalho de Bellamy e Ou (1984), e foi escolhida por ser
especifica e seletiva para a reducao de grupos NO, de derivados aromaticos, sem que outros
grupos susceptiveis a reducdo possam ser alterados. Na literatura sdo descritos altos
rendimentos, independentemente dos grupos substituintes presentes no anel aromatico e a
posicdo dos mesmos. Todavia, 0s rendimentos aqui obtidos apresentaram valores inferiores,
porém satisfatorios ao propdsito desse trabalho.

A nitro-reducdo trata-se de uma reacdo radicalar, onde a espécie denominada de
radical apresenta elétrons desemparelhados que sdo transferidos para outra molécula,
promovendo a reducdo da mesma. Neste caso, o cloreto de estanho di-hidratado, por
apresentar elétrons desemparelhados, fornecera tanto os elétrons quanto os prétons
necessarios para que ocorra a reducdo do grupo NO; ao grupo NH,. Durante a reacdo, 0s
elétrons desemparelhados do 4&tomo de estanho séo transferidos para o &tomo de nitrogénio do
grupo NO,, com protonacdo do anion-radical e eliminacdo de ions hidroxila. No decorrer da
reacdo, ha formacdo de derivados como o nitrosobenzeno, hidroxilaminobenzeno,
azoxibenzeno, azobenzeno e, finalmente, aminobenzeno, como ilustrado na Figura 20
(JAYASHANKARA, 2005; KUMAR; RAI, 2012; PASHA; GAMBLE et al., 2007).
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Figura 20 - Etapas envolvidas durante a redugéo de derivados nitro-aromaticos.
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Fonte: Adaptado de KUMAR; RAI, 2012.

A reducdo dos derivados nitro-aromaticos as respectivas aril-aminas primarias foi
confirmada pelo aparecimento de coloracdo amarelada apés revelagdo da CCD com o
reagente p-dimetilaminobenzaldeido. Ao final da reacdo de nitro-reducdo o meio torna-se
fortemente acido, o que faz com que ocorra a protonacdo do grupo amino (NH;z) a aménia
(NH3"), favorecendo a sua afinidade pela fase aquosa e dificultando a obtencéo dos derivados
aminicos durante a etapa de extracdo liquido-liquido. Para que o grupo NH, torne-se
desprotonado, € necessario a neutralizacdo do pH do meio com solucdo saturada de
bicarbonato de sddio a valores entre 6 e 7, a fim de que os derivados aminicos 4a, 4b, 4c e 4d
permanecam na fase organica, sendo entdo obtidos com sucesso ao final da etapa de extracéo
liquido-liquido.

Nos espectros de absorcdo na regido do 1V das substancias 4a (FIGURA 29, pag. 102),
4b (FIGURA 30, pag. 103), 4c (FIGURA 31, pag. 103) e 4d (FIGURA 32, pag. 103),
destacam-se duas bandas entre 3371 e 3305 cm™, referentes as vibracdes assimétricas e
simétricas, respectivamente, resultantes do estiramento N-H de amina primaria (NH;). Notam-
se a auséncia das bandas caracteristicas do grupo NO,, indicando que houve a reducdo do
mesmo ao grupo NHo.

Nos espectros de RMN de 'H das substancias 4a (FIGURA 52, pag. 112) e 4c
(FIGURA 54, pag. 113), notam-se 0s sinais correspondentes aos hidrogénios da cadeia alilica
do eugenol e nos espectros de RMN de *H de 4b (FIGURA 53, pag. 113) e 4d (FIGURA 55,
pag. 114), os sinais da cadeia propilica do diidroeugenol. Assim como, em ambos, observa-se

o sinal dos hidrogénios da metoxila. E importante o destaque para os sinais relativos aos dois
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hidrogénios aromaticos dos derivados aminicos 4a, 4b, 4c e 4d, que aparecem como dois
dupletos a aproximadamente ¢ 6,20 e a ¢ 6,25. Estes valores de ¢ s&o menores em relagdo aos
espectros de RMN de *H dos derivados nitrados 3a, 3b, 3c e 3d, devido ao efeito doador de
elétrons exercido pelo grupo NH,, que ativa 0 anel aromatico e, consequentemente, aumenta a
densidade eletronica dos protons préximos a ele (PAVIA et al.,, 2010). Sendo assim, o
hidrogénio aromatico que apresenta maior ¢ € 0 que esta mais distante deste grupo, portanto
aquele em posicédo para (H5 para 4a e 4b) ou meta (H3 para 4c e 4d) em relacdo ao grupo
NH,. O hidrogénio aromatico em posi¢do orto, para ambos os derivados aminicos, absorve
uma menor quantidade de radiacdo, devido a blindagem promovida pelo grupo doador de
elétrons (NH,).

Nos espectros de RMN de '*C das substancias 4a (FIGURA 56, pag. 114), 4b
(FIGURA 57, pag. 115), 4c (FIGURA 58, pag. 115) e 4d (FIGURA 59, pag. 116), pode-se
observar o sinal relativo ao carbono da metoxila, bem como os sinais referentes aos carbonos
da cadeia alilica e propilica. Os sinais correspondentes aos carbonos aromaticos hidrogenados
sdo notados a aproximadamente ¢ 110,0 e 102,0. Tais valores de ¢ também sdo menores em
comparacdo aos valores obtidos a partir dos espectros de *C das substancias nitradas pelo
efeito doador de elétrons exercido pelo grupo NH,. Dentre os carbonos aromaticos
hidrogenados aquele com maior ¢ corresponde ao carbono mais distante do grupo NHo,
portanto ao carbono em posicédo para (C5 para 4a e 4b) ou meta (C3 para 4c e 4d) em relacéo
ao grupo ativante. Também é possivel visualizar em ambos os espectros de RMN de **C os
sinais dos carbonos aromaticos conectados aos grupos OCHj3 (0 147,0), NH; (6 134,0), cadeia
alilica (¢ 132,0) ou propilica (6 133,8) e OH (¢ 131,0).

Pelos subespectros DEPT-135 dos derivados aminicos 4a (FIGURA 60, pag. 116), 4b
(FIGURA 61, pag. 117), 4c (FIGURA 62, pag. 117) e 4d (FIGURA 63, pag. 118), pode-se
confirmar parte das atribuices feitas nos espectros de **C destas substancias.

A reacdo de obtencdo dos derivados sulfonamidicos acetilados 6a, 6b, 6¢c e 6d
ocorrem por meio de uma reacdo de adicdo nucleofilica do derivado aminico ao atomo de
enxofre do cloreto de p-acetamidobenzenossulfonila, seguida de eliminacdo do grupo
abandonador. Durante a reacdo, o par de elétrons nao ligante do nitrogénio do grupo NH; dos
derivados aminicos 4a, 4b, 4c ou 4d € adicionado ao atomo de enxofre do cloreto de p-
acetamidobenzenossulfonila (substancia 5); a ligagdo © S=0O ¢ deslocada como um par de
elétrons para o &tomo de oxigénio e quando retorna ha a eliminacdo do grupo abandonador na
forma de ions cloreto. A base de Lewis presente no meio, que neste caso trata-se da piridina,

capta um préton do nitrogénio carregado positivamente, sendo formados os derivados
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sulfonamidicos acetilados do eugenol (6a e 6¢) e diidroeugenol (6b e 6d). O mecanismo

proposto para a reacdo de obtengdo das substancias 6a, 6b, 6¢ e 6d € ilustrado na Figura 21.

Figura 21 - Mecanismo proposto para a reagdo de obtencéo das sulfonamidas acetiladas 6a, 6b, 6¢ e 6d.
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Fonte: Da autora.
Notas: 4a, 4c, 6a e 6¢: R; = OH; R, = OCHg;; R; = H; R, = CH,=CH-CH,-; 4b, 4d, 6b e 6d: R; = H; R, = OH;
R3; = OCHgs; R4 = CH3-CH,-CH,-.

Apos o termino da reacdo torna-se necessario a acidificacdo do pH reacional com
acido cloridrico concentrado, a fim de que a piridina torne-se protonada e apresente afinidade
pela fase aquosa durante a extracdo liquido-liquido, enquanto que os derivados
sulfonamidicos 6a, 6b, 6¢ e 6d permanecam na fase organica, sendo obtidos apos a etapa de
extracdo. As substancias 6a, 6b, 6¢ e 6d tiveram suas identidades estruturais confirmadas por
meio da analise em espectroscopia de absor¢do na regido do IV, por RMN de *H e **C e por
EM, conforme é discutido a seguir.

Dos dados fornecidos pela analise de espectroscopia de absorcéo na regido do IV das
substancias 6a (FIGURA 33, pag. 104), 6b (FIGURA 34, pag. 104), 6¢c (FIGURA 35, pag.
104) e 6d (FIGURA 36, pag. 105), destacam-se as bandas correspondentes aos estiramentos
assimétrico e simétrico da ligacdo S=O do grupo sulfonamida em 1313 e 1152 cm™,
respectivamente. Entre 3537 e 3307 cm™, nota-se a banda referente ao estiramento da ligacéo
N-H de amida secundaria, que se refere ao grupo acetamida. A banda correspondente ao
estiramento da ligacdo C=0 do grupo acetamida aparece entre 1687 e 1682 cm™. Observam-

se também as bandas caracteristicas do eugenol e diidroeugenol, como uma banda entre 3154
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e 3143 cm™ (v O-H), outra a aproximadamente 1590 cm™ (v C=C do anel aromatico) e a 1256
cm™ (v C-O-C do grupo metoxila).

Nos espectros de RMN de 'H das substancias 6a (FIGURA 64, pag. 118) e 6¢c
(FIGURA 66, pag. 119), notam-se os sinais relativos aos hidrogénios da cadeia alilica, e nos
espectros de RMN de *H de 6b (FIGURA 65, pag. 119) e 6d (FIGURA 67, pag. 120) os sinais
dos hidrogénios da cadeia propilica. Os simpletos correspondentes aos hidrogénios do grupo
OCHg3; e OH também séo observados em ambos 0s espectros. Destaca-se em aproximadamente
0 2,05 o simpleto relativo aos hidrogénios do grupo metila da acetamida (-NHCOCHj) e entre
0 8,95-8,84 o simpleto referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo sulfonamida (-
NHSO,). Este hidrogénio encontra-se na regido de maior ¢ devido ao efeito indutivo retirador
de elétrons da ligagdo m S=O, tornando-0 mais desblindado, o que faz com que o mesmo
absorva maior quantidade da radiacdo incidente. Os sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos derivados do eugenol e diidroeugenol sdo observados como dois dupletos a
aproximadamente ¢ 6,57 e 6,53, sendo o de menor ¢ correspondente ao hidrogénio mais
proximo do grupo sulfonamida (H6 para ambas as substancias). Tal fato deve-se ao efeito
doador de elétrons exercido pelo grupo sulfonamida (-NHSO,), pois 0 nitrogénio
sulfonamidico encontra-se ligado ao carbono aromatico (C1) do anel aromatico derivado do
eugenol ou diidroeugenol. Sendo assim, a densidade eletrénica dos prétons vizinhos a este
grupo aumenta e, consequentemente, a capacidade dos mesmos de absorverem a radiacao
incidida sobre eles é reduzida, apresentando valores de deslocamento quimico menores. Os
quatro hidrogénios aromaticos das posicdes 2’ e 3’ aparecem como um simpleto a
aproximadamente o 7,64.

Nos espectros de RMN de '*C das substancias 6a (FIGURA 68, pag. 120), 6b
(FIGURA 69, pag. 121), 6¢c (FIGURA 70, pag. 121) e 6d (FIGURA 71, pag. 122), pode-se
observar o sinal relativo ao carbono da metoxila, bem como os sinais referentes aos carbonos
da cadeia alilica e propilica. Os sinais relativos aos carbonos aromaticos hidrogenados
derivados do eugenol e diidroeugenol sdo visualizados a aproximadamente ¢ 109,0 e a o
116,0, sendo o de maior ¢ referente ao carbono em posicéo para (C4 para 6a e 6b) ou meta
(C3 para 6¢ e 6d) e o de menor ¢ em posicao orto (C6 para ambas as substancias) em relacdo
ao grupo sulfonamida. Ja os sinais dos quatro carbonos aromaticos hidrogenados derivados do
cloreto de p-acetamidobenzenossulfonila (substéncia 5) sdo notados a aproximadamente o
118,0 e 128,0, sendo o de maior J correspondente aos carbonos em posi¢do meta (C2’) e o de
menor J aos carbonos em posic¢do orto (C3’) em relagdo ao grupo acetamida. Destaca-se a o

169,5 o sinal referente ao carbono carbonilico e a ¢ 24,2 o sinal correspondente ao carbono do
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grupo metila da acetamida (-NHCOCHSs). Em ambos os espectros de RMN de **C também séo
visualizados os sinais relativos aos carbonos aromaticos conectados aos grupos OCH3 (6 147,8
para 6a e 6b ou ¢ 138,0 para 6¢ e 6d), acetamida (¢ 143,0 para 6a e 6b ou ¢ 148,0 para 6¢ e
6d), sulfonamida (C1’: ¢ 138,0 para 6a e 6b ou ¢ 134,0 para 6¢ e 6d; C1: 6 130,0 para 6a e 6b
ou ¢ 132,0 para 6¢ e 6d), cadeia alilica (6 134,1 para 6a e 6 124,9 para 6c¢) ou propilica (0
134,0 para 6b e ¢ 124,2 para 6d) e OH (0 124,2 para 6a e 6b ou ¢ 143,0 para 6¢ e 6d).

As atribuicdes feitas em ambos os espectros de **C das substancias 6a, 6b, 6¢ e 6d
foram confirmadas por meio da andlise dos subespectros DEPT-135 destas substancias
(FIGURAS 72, péag. 122, 73, pag. 123, 74, pag. 123 e 75, pag. 124, respectivamente).

A hidrélise de derivados amidicos aos respectivos aminicos requer condi¢cBes mais
dréasticas, como altas temperaturas, excesso de reagentes e longos tempos reacionais (WANG
et al., 2012). Os derivados 6a, 6b, 6¢ e 6d, inicialmente foram submetidos a reacdo de
desacetilacdo em meio fortemente béasico, utilizando para isso solugdo aquosa de NaOH,
conforme metodologia apresentada no trabalho de Talagadadeevi e colaboradores (2012).
Entretanto, ao fim da reacdo obtiveram-se produtos que, apos purificacdo em CCS e analise
por espectroscopia de RMN *H e *3C, observou-se no se tratar dos produtos finais propostos.
Entdo, alterou-se as condigdes para a realizacdo em meio acido, usando-se solu¢do aquosa de
HCI, como consta no trabalho de Lahtinen e colaboradores (2014), a qual também néo foi
satisfatoria, pois ao analisar a reacdo final por CCD, esta apresentava-se com padrdo similar
ao da reacdo de hidrdlise basica anteriormente realizada.

Com o insucesso das reacdes classicas de hidrdlise, em meio basico e &cido,
empregou-se uma metodologia alternativa baseada no trabalho de Wang e colaboradores
(2012), que se trata de uma reacédo de alcodlise catalisada por cloreto de tionila (SOCI,). Esta
abordagem sintética apresenta vantagens em relacdo as metodologias de hidrélise mais usuais,
como a realizacdo em temperatura ambiente e, em alguns casos, curtos tempos de reacao.
Segundo os autores, esta reacdo apresenta alta seletividade para a desacetilacdo de diversos
derivados N-arilacetamidicos, incluindo N-arilsulfonamidicos, sem que houvesse alteracdo de
outros grupos funcionais existentes na molécula, obtendo-se 0s produtos de interesse com
altos rendimentos.

A partir desta metodologia alternativa foi possivel obter os produtos finais
desacetilados 7a, 7b, 7c e 7d, sendo que ambos tiveram suas estruturas caracterizadas por
meio de espectroscopia de absorcdo na regido do 1V, por RMN *H e *C e por EM, conforme
sera discutido adiante. As substancias 7b e 7d, até o presente momento passaram por trés

diferentes procedimentos de purificagédo (CCS - hexano/acetato, 1:1, v/v; CCD preparativa -
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cloroférmio/metanol, 9:1, v/iv e CCS - hexano/acetato, 6:4, v/v), os quais ndo foram
eficientes, apresentando tragos de impurezas nos espectros de RMN de 'H destas substancias.
Os rendimentos obtidos para os derivados finais 7a, 7b, 7c e 7d apresentaram valores
inferiores aos relatados na literatura, no entanto satisfatorios ao propésito desse trabalho.

Em um primeiro momento da reacdo de obtencdo dos derivados sulfonamidicos
desacetilados 7a, 7b, 7c e 7d ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons do oxigénio do
metanol ao atomo de enxofre do cloreto de tionila, seguido da eliminacdo do grupo
abandonador na forma de ions cloreto que, apds captar um préton, gera &cido cloridrico. Em
um segundo momento, hd a protonacdo do oxigénio da ligagdo m C=0 seguido do ataque
nucleofilico do par de elétrons do oxigénio do metanol & mesma e concomitante transferéncia
de prétons intramolecular, com eliminacdo do grupo abandonador na forma de acetato de
metila. Por fim, tem-se a formagdo dos derivados desacetilados 7a, 7b, 7c e 7d e seus
cloridratos correspondentes (WANG et al., 2012). O mecanismo para a reacdo de obtencao
dos produtos finais 7a, 7b, 7c e 7d é ilustrado na Figura 22.

Figura 22 - Mecanismo proposto para a reacdo de obtencdo dos derivados
sulfonamidicos desacetilados 7a, 7b, 7c e 7d.
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Dos dados fornecidos pela anélise de espectroscopia de absorc¢éo na regido do IV das
substancias 7a (FIGURA 37, pag. 105), 7b (FIGURA 38, péag. 105), 7c (FIGURA 39, pag.
106) e 7d (FIGURA 40, pag. 106), observam-se entre 3486 e 3250 cm™ as bandas referentes
aos estiramentos da ligagdo N-H do grupo sulfonamida e amino. Destacam-se as bandas
correspondentes aos estiramentos da ligacdo S=O do grupo sulfonamida, como o estiramento
assimétrico entre 1315 e 1314 cm™ e o simétrico entre 1152 e 1132 cm™. Observam-se
também as bandas caracteristicas do eugenol e diidroeugenol, como bandas a
aproximadamente 1622 e 1594 cm™ (v C=C do anel aromatico); uma banda em 1515 cm™ (v
C=C de alcenos); uma banda entre 1217 e 1210 cm™ (v C-O-C, referente ao grupo metoxila) e
outra banda entre 1088 e 1085 cm™ (v C-N).

Nos espectros de RMN de 'H das substancias 7a (FIGURA 76, pag. 124) e 7c
(FIGURA 78, pag. 125), notam-se os sinais relativos aos hidrogénios da cadeia alilica e em
7b (FIGURA 77, pag. 125) e 7d (FIGURA 79, pag. 126) os sinais referentes aos hidrogénios
da cadeia propilica. Os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos derivados do eugenol e
diidroeugenol séo observados como um dupleto a aproximadamente ¢ 6,62 (H4 para 7ae 7b e
H3 para 7c e 7d) e como um multipleto a ¢ 6,51-6,50 (H6 para 7a, 7b, 7c e 7d). Os quatro
hidrogénios aromaticos das substancias 7a e 7c aparecem como dois multipletos a ¢ 7,38-7,33
(H2’) e a 0 6,49-6,47 (H3”). Ja para os derivados 7b e 7d apresentam-se como um dupleto a 6
7,35 (H2’) e como um multipleto a ¢ 6,48-6,47 (H3”). Entre ¢ 8,63 e 8,38 notam-se dois
simpletos relacionados aos hidrogénios do grupo NH;. Os sinais dos hidrogénios do grupo
OCH3;, OH e sulfonamidico (NHSO;) aparecem como um simpleto a ¢ 3,69 e ¢ 5,91,
respectivamente. No intervalo entre ¢ 2,00 a 0,75 nos espectros de 7a e 7c observam-se 0s
sinais que correspondem a tracos de impurezas. Nos espectros de 7b e 7d ha um simpleto em
aproximadamente ¢ 2,08, além de outros sinais que também se tratam de tracos de impurezas,
possivelmente dos solventes utilizados durantes as etapas de purificacdo. Estas impurezas
dificultaram a integracéo de alguns sinais durante a analise espectral para estes derivados.

Nos espectros de RMN de '*C das substancias 7a (FIGURA 80, pag. 126), 7b
(FIGURA 81, pag. 127), 7c (FIGURA 82, pag. 127) e 7d (FIGURA 83, pag. 128), observam-
se 0s sinais referentes aos carbonos da cadeia alilica ou propilica, bem como o sinal do
carbono do grupo metoxila. Os sinais relativos aos carbonos aromaticos hidrogenados
derivados do eugenol ou diidroeugenol sdo visualizados a aproximadamente ¢ 109,0 e a o
115,0, sendo o de maior ¢ referente ao carbono em posicdo orto (C6 para 7a e 7b) ou meta
(C3 para 7c e 7d) em relacdo ao grupo sulfonamida. Ja os sinais dos quatro carbonos

aromaticos hidrogenados derivados do cloreto de p-acetamidobenzenossulfonila sdo notados a
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aproximadamente ¢ 112,5 e 128,8, sendo o de maior & correspondente aos carbonos em
posicdo meta (C2’) e o de menor 0 aos carbonos em posicdo orto (C3’) em relagdo ao grupo
amino. A aproximadamente ¢ 153,0 (para 7c e 7d) ou ¢ 148,0 (para 7a e 7b) observa-se o
sinal relativo ao carbono aromatico conectado ao grupo NH,. Os demais sinais dos carbonos
aromaticos conectados aos grupos OCHs, OH, acetamida, sulfonamida e a cadeia alilica ou
propilica estdo preservados em ambos os espectros de **C das substancias 7a, 7b, 7c e 7d.
Com ajuda dos subespectros DEPT-135 de ambos os derivados finais 7a, 7b, 7c e 7d
(FIGURAS 84, pag. 128, 85, pag. 129, 86, pag. 129, 87, pag. 130, respectivamente) foi

possivel localizar os sinais referentes aos carbonos aromaticos hidrogenados.
4.3 RESULTADOS DAS AVALIACOES DO POTENCIAL BIOLOGICO IN VITRO

Os oito derivados sulfonamidicos sintetizados (6a, 6b, 6c, 6d, 7a, 7b, 7c e 7d) bem
como o eugenol, diidroeugenol e a sulfanilamida foram avaliados quanto ao potencial
antibacteriano, antifingico, antiproliferativo e tripanocida. Também foi avaliada a

citotoxicidade dessas substancias frente as células normais.

4.3.1 Resultados das avaliacfes do potencial antibacteriano, antifangico e tripanocida

A acdo dos prototipos (eugenol e diidroeugenol), sulfanilamida, produtos sintéticos
intermediarios (6a, 6b, 6¢ e 6d) e finais (7a, 7b, 7c e 7d) foram avaliados quanto ao potencial
antibacteriano e antifungico sobre cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC)
tanto de bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella typhimurium
ATCC 14028 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) e Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 12228, Bacillus cereus ATCC 11778 e Enterococcus faecalis ATCC 51299),
como também sobre leveduras do género Candida spp. (Candida albicans ATCC 64548,
Candida tropicalis ATCC 750, Candida krusei ATCC 6258, Candida glabrata ATCC 90030,
Candida parapsilosis ATCC 22019). Ja o potencial tripanocida foi avaliado sobre formas
epimastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi.

Na avaliacdo do potencial antibacteriano e antifingico, os produtos considerados
ativos foram aqueles que promoveram a inibicdo do crescimento das espécies microbianas
testadas em concentracdes até 100 e 250 pg.mL™, respectivamente, enquanto que na avaliagdo
do potencial tripanocida, os produtos ativos foram aqueles que promoveram a inibicdo do

crescimento do parasito em concentrages até 300 pg.mL™. Isso ndo implica necessariamente



75

que os demais produtos sejam desprovidos de atividade, mas sim que, se forem capazes de
inibir o crescimento das espécies analisadas, essa inibicdo ocorre em concentragdes acima de
100, 250 ou 300 pg.mL™. Tais concentracdes ndo foram testadas por diferir muito das
concentragdes encontradas para as substancias de referéncia em seu uso clinico, portanto, sem
utilidade pratica a primeira vista.

Os resultados das avaliagbes do potencial antibacteriano, antifingico e tripanocida
encontram-se reunidos na Tabela 6 (pag. 78). Nos trés ensaios foram utilizados como controle
positivo dos mesmos, os farmacos referéncia (cloranfenicol, fluconazol e benznidazol), sendo
obrigatoria a sua analise juntamente com os produtos de interesse, mesmo que ndo se objetive
a comparacdo da atividade dos produtos avaliados com estes farmacos controle. Incluiram-se
nestas avaliacBes, além da sulfanilamida, os protdtipos eugenol e diidroeugenol empregados
na obtencdo dos derivados sulfonamidicos, com o intuito de comparar a atividade bioldgica
em funcdo das modificagdes realizadas.

De acordo com os resultados obtidos no teste antibacteriano (TABELA 6), observou-
se que dentre os oito derivados sulfonamidicos, aqueles que se mostraram ativos foram os
derivados 7a, 7b e 7c. Os derivados 7a e 7b foram ativos apenas contra Bacillus cereus (Clsg
de 299,40 e 297,62 uM, respectivamente), sendo que 7c, além da acdo contra esta cepa (Clso
de 299,40 uM), também exibiu atividade contra Staphyloccoccus aureus (Clsg de 299,40 uM).

Dos prototipos analisados (eugenol e diidroeugenol), nenhum foi capaz de inibir o
crescimento microbiano nas concentracfes avaliadas. Em um trabalho recente conduzido por
Martins e colaboradores (2016), observou-se que a concentracdo inibitoria do eugenol frente
as cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa foi de 3,05 mM, e para
Escherichia coli e Enterococcus faecalis acima de 3,05 mM. Os autores Kalemba e Kunicka
(2003), avaliando as propriedades antimicrobianas dos Oleos essencias, relataram a
concentracdo inibitoria de 3,05 mM do eugenol contra Salmonella typhimurium.

A sulfanilamida exibiu atividade contra Escherichia coli (Clsp de 581,40 uM),
Pseudomonas aeruginosa (Clso de 581,40 uM), Staphylococcus aureus (Clsg de 581,40 uM) e
Enterococcus faecalis (Clsp de 290,70 uM), contudo a atividade do derivado 7c contra
Staphylococcus aureus foi superior. Cabe ressaltar que a sulfanilamida ndo apresentou
atividade contra Bacillus cereus, diferentemente dos derivados 7a, 7b e 7c.

Foram propostas nesse trabalho as trocas da cadeia lateral alilica do eugenol por uma
cadeia propilica, e a posi¢do do grupo sulfonamida, para avaliar como esses grupos e suas
posicdes relativas afetariam a atividade bioldgica e a citotoxicidade. Pelos dados apresentados

na avaliacdo do potencial antibacteriano, nota-se a importancia do grupo amino aromatico
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livre, ja que os derivados sulfonamidicos acetilados ndo inibiram o crescimento das espécies
microbianas nas concentracdes avaliadas. Isso corrobora os dados de relacdo estrutura-
atividade para sulfas antibacterianas, discutido anteriormente (SEYDEL, 1968).

Com relagdo aos resultados encontrados no teste antifungico (TABELA 6, pag. 78),
pode-se notar que os derivados sulfonamidicos ativos foram 6a, 6c¢, 7a, 7b, 7c e 7d. Todos
estes derivados inibiram o crescimento de Candida glabrata (Clso entre 664,89 e 748,50 uM),
sendo os mais ativos os derivados sulfonamidicos acetilados do eugenol (6a e 6¢, Clso de
664,89 uM para ambos). Com excecao de 6a, 0s outros cinco derivados também inibiram o
crescimento de Candida parapsilosis (Clsp entre 664,89 ¢ 748,50 uM), tendo 6¢ a melhor
atividade (Clsp de 664,89 uM). Além da inibigdo contra essas duas cepas de Candida, os
derivados desacetilados 7c e 7d também exibiram atividade contra Candida albicans (Clsy de
748,50 uM) e Candida krusei (Clsy de 744,05 uM), respectivamente. Este é um dado
importante, pois a Candida krusei apresenta resisténcia intrinseca ao farmaco referéncia
(fluconazol), o qual foi observado na literatura tanto nos ensaios in vitro, como in vivo
(OROZCO et al., 1998; GUINEA et al., 2006). Neste ensaio o valor de Clsy do fluconazol
contra esta cepa foi de 104,58 uM, valor acima do que foi encontrado para as outras espécies
de Candida utilizadas no teste, confirmando o que é relatado na literatura.

O diidroeugenol exibiu melhor atividade antifingica em relagdo ao eugenol frente
Candida albicans (Clsp de 753,01 uM) e Candida parapsilosis (Clso de 753,01 uM). Além
disso, este fenilpropanoide exibiu atividade contra todas as cepas analisadas no teste,
enquanto que o eugenol ndo inibiu o crescimento apenas da Candida tropicalis, o qual
também foi observado com a sulfanilamida. No trabalho de Ahmad e colaboradores (2010), o
valor encontrado da concentragdo inibitéria do eugenol frente Candida tropicalis foi de 2,96
mM. A sulfanilamida apresentou melhor atividade antifingica contra Candida albicans (Clsg
de 726,74 uM), Candida krusei (Clso de 180,23 uM), Candida glabrata (Clso de 726,74 pM)
e Candida parapsilosis (Clso de 360,47 uM), quando comparado as atividades dos prototipos
(eugenol e diidroeugenol) e dos derivados sulfonamidicos.

O derivado 7c apresentou maior atividade frente Candida albicans (Clso de 748,50
uM) em relagao ao prototipo eugenol (Clsg de 1524,4 uM). O mesmo também foi observado
com o derivado 7d, o qual apresentou maior atividade antifungica contra Candida krusei (Clso
de 744,05 uM) que seu precursor, diidroeugenol (Clso de 1506 uM). Outro dado interessante é
que todos os derivados sulfonamidicos que foram ativos contra Candida glabrata (6a, 6c, 7a,
7b, 7c e 7d) apresentaram melhor atividade antifingica quando comparado a atividade dos

seus precursores (eugenol ou diidroeugenol) frente a essa cepa. Tais valores de Cls, para estes
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derivados encontram-se cerca de duas vezes menores em relagdo ao encontrado para as
moléculas precursoras. Observou-se também que os valores de Cls; dos derivados
sulfonamidicos desacetilados do diidroeugenol 7b e 7d (Clso de 744,05 uM) contra Candida
parapsilosis foram préximos a do diidroeugenol (Clso de 753,01 uM).

Por meio dos resultados encontrados para a avaliagdo do potencial antifingico, pode-
se notar a importdncia da natureza da cadeia lateral alilica na atividade dos derivados
acetilados (6a, 6b, 6¢ e 6d), pois aqueles que inibiram o crescimento microbiano foram os
derivados obtidos a partir do eugenol (6a e 6¢). JA com relacdo a estrutura-atividade dos
derivados desacetilados (7a, 7b, 7c e 7d), todos eles exibiram atividade sobre duas ou mais
cepas de Candida spp. Contudo, os valores de Clsy encontrados foram proximos, o que nao
mostra uma relacdo clara entre a natureza da cadeia lateral ou a posicdo do grupo
sulfonamida. Ao se comparar a atividade dos derivados acetilados com a dos derivados
desacetilados, observa-se a influéncia do grupo acetila, uma vez que os derivados ativos (6a e
6¢) apresentaram melhores valores de Clso.

Na Tabela 6 (pag. 78), encontram-se também os resultados da avaliagdo do potencial
tripanocida e, ao contrario dos testes antimicrobianos comentados anteriormente, neste ensaio
todos os derivados sulfonamidicos exibiram acéo sobre a inibicdo do crescimento do parasito
nas concentracdes avaliadas. Ao comparar a atividade dos derivados acetilados (6a, 6b, 6¢ e
6d), nota-se que o derivado 6b apresentou melhor atividade (Clsp de 219,58 uM), e para os
derivados desacetilados (7a, 7b, 7c e 7d), foi o derivado 7b (Clso de 217,26 uM) 0 mais ativo.
Curiosamente, ambos os derivados 6b e 7b apresentam a cadeia lateral propilica e o grupo
sulfonamida em posicdo orto a hidroxila fendlica. O grupo acetila e amino ndo influenciaram
na atividade tripanocida destes derivados, pois os valores de Clsy encontrados foram
proximos. Todavia, nos derivados 6a e 7a, 6¢ e 7c, 6d e 7d, estes grupos contribuiram na
atividade observada, nos quais notou-se que o grupo amino aromatico livre influenciou
positivamente na acdo dos derivados 7a (Clso de 266,47 uM) e 7c (Clso de 278,44 uM), e o
grupo acetila na acdo do derivado 6d (Clso de 246,03 uM).

Os derivados sulfonamidicos obtidos a partir do eugenol (6a, 6¢, 7a e 7c) exibiram
maior atividade em relacdo ao protétipo. O mesmo também foi observado com os derivados
sulfonamidicos obtidos a partir do diidroeugenol (6b, 6d, 7b e 7d). Neste ensaio, a

sulfanilamida mostrou-se muito menos ativa que as outras substdncias analisadas.
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Tabela 6 - Resultados das avaliagbes do potencial antibacteriano, antifingico e tripanocida in vitro dos derivados sulfonamidicos e de seus precursores (Clsye Clgo em puM).

(continua)
Ec St Pa Sa Bc Ef Ca Ct Ck Cg Cp Tc
Substancia ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC | Cepa Y
8739 (14028 | 9027 [12228 |11778 |51299 |64548 | 750 | 6258 |90030 [22019
OCH H b b b b
So"' N, CH, Cls, I 12 12 12 12 12 | | 1> 664,89 | 361,70
4 o
.S
~ N0 Clgp I? 12 12 12 12 12 1° 1° 1° 1° 1° NA
6a
s N_ CH, Clp I 12 12 12 12 12 Ib Ib 1P 1P 1> 219,58
big
O“SO o
N o Clgy I? 12 12 12 12 12 1° 1° 1° 1° 1° NA
6b
~ H o Clsy I 12 12 12 12 12 1° 1° I° 664,89 664,89 420,21
N‘S'/
o,
H,CO NS0 Clo I° 12 12 12 12 12 1° 1° 1° 1° 1° NA
6c H
H o Clsy I? 12 12 12 12 12 I° I° I° I° I° 246,03
H5CO NYo Cleo I 12 12 12 12 12 1° 1° 1° 1° 1° NA
OH 6d H
OCH%,QNHZ Clsg, I 1® 1® 1* 29940 I* 1° 1° I> 748,50 748,50 266,47
s
= W
N © Clgy I° 12 12 12 12 12 1° 1° 1° 1° 1° NA
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Tabela 6 - Resultados das avaliagGes do potencial antibacteriano, antifingico e tripanocida in vitro dos derivados sulfonamidicos e de seus precursores (Clsy e Clgg em uM).

(continuagéo)

Ec St Pa Sa Bc Ef Ca Ct Ck Cg Cp Tc
Substancia ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC | Cepa Y
8739 (14028 | 9027 [12228 |11778 |51299 |64548 | 750 | 6258 |90030 [22019
Oy, ~ NH, Clg I* 1 1 29762 1P I° 74405 74405 217,26
/\/@EQ\/O/
S
N/ N
H O Cley I? 12 12 12 12 12 1P 1P ° ° I° NA
7b
~ H o Clsy I° 12 I 299,40 299,40 1* 74850 I’ I° 74850 748,50 278,44
\Is’
neo - ¢ L
3 OH NH, Clg I? 12 12 1 299,40 I P P ° ° ° NA
7c
H o Clsg, I 12 12 12 12 12 1° I 744,05 744,05 744,05 342,26
\I'S’
L
H.CO b b b b b
3 5 NH, Clg I’ 12 12 12 12 12 | | | | | NA
NCEOH Clsg, PP 12 12 12 12 I 15244 I° 15244 15244 |° 512,20
= OCH
Eugenol Clg I 1 1 I? I? I? 1° 1° 1° I 15244  NA
/\/@w Clsg, PP 12 12 12 12 I 753,01 1506 1506 1506 753,01 403,61
OCH
’ Clgy I 12 12 12 12 1 1506 I° 1° 1> 1506 NA

Diidroeugenol
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Tabela 6 - Resultados das avaliagbes do potencial antibacteriano, antifingico e tripanocida in vitro dos derivados sulfonamidicos e de seus precursores (Clsy e Clgg em uM).

(concluséo)

Ec St Pa Sa Bc Ef Ca Ct Ck Cg Cp Tc
Substancia ATCC |[ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC |ATCC | CepaY
8739 (14028 | 9027 [12228 |11778 |51299 |64548 | 750 | 6258 [90030 |22019
q\s\\/"“z Clg 581,40 I* 581,40 581,40 I* 290,70 726,74 1° 180,23 726,74 360,47 > 17442
(o]
HN Clyy I? 12 12 12 12 I* 14535 14535 36047 I° 726,74 NA
Sulfanilamida
Clg, <01 <01 <01 <01 <01 1858 NA NA NA NA NA NA
Cloranfenicol
Clgp <0,1 <01 <01 <01 <01 7740 NA NA NA NA NA NA
Fluconazol Clyb, NA NA NA NA NA NA <01 332 10458 5229 3,32 NA
Benznidazol Clyb, NA  NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 38,46

Fonte: Da autora.

Notas: Ec: Escherichia coli; St: Salmonella typhimurium; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Sa: Staphylococcus aureus; Bc: Bacillus cereus; Ef: Enterococcus faecalis; Ca:
Candida albicans; Ct: Candida tropicalis; Ck: Candida krusei; Cg: Candida glabrata; Cp: Candida parapsilosi; Tc: Trypanosoma cruzi.
I inativo até 100 ug.mL™; I°: inativo até 250 pg.mL™*; NA: ndo avaliado.
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4.3.2 Resultado da avaliacdo do potencial de citotoxicidade sobre linhagem celular

normal

A acdo dos protétipos (eugenol e diidroeugenol), sulfanilamida, produtos sintéticos
intermediéarios (6a, 6b, 6¢ e 6d) e finais (7a, 7b, 7c e 7d) foram avaliados quanto ao potencial
citotoxico frente a linhagem celular normal de fibroblasto renal de hamster (BHK-21). A
partir destes dados, pode-se calcular o indice de Seletividade (IS) de cada substancia, o que
traduz sua toxicidade seletiva. Na Tabela 7 (pag. 82) encontram-se os resultados obtidos nesse
experimento.

Analisando-se o indice de seletividade dos derivados sulfonamidicos em relacdo a
atividade antibacteriana, verifica-se que os valores de CCsy e IS mais promissores foram
observados com o derivado 7c frente a Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (CCso de
371,26 uM e IS de 1,24). Para a sulfanilamida, o melhor valor de IS encontrado foi contra
Enterococcus faecalis (IS de 2,12). A atividade dessas moléculas contra estas diferentes cepas
se destaca por apresentar uma concentracdo inibitoria (Clsp) menor que a concentragdo
citotoxica (CCsp).

Em relacdo a atividade antifungica, o perfil de toxicidade seletiva para as substancias
testadas foi semelhante, apresentando valores de IS muito proximos. Os valores de Clsg
encontrados contra as espécies fungicas testadas foram superiores ao CCs, indicando que
tanto os derivados sulfonamidicos quanto os prototipos, eugenol e diidroeugenol, foram mais
toxicos. Ja a sulfanilamida apresenta a menor toxicidade e, consequentemente, os melhores
valores de IS, que foram observados frente as espécies Candida krusei (IS de 3,42) e Candida
glabrata (IS de 1,77).

Frente a atividade antiepimastigota, nota-se que o derivado 7c apresenta, quando
comparado aos outros derivados sulfonamidicos e ao seu precursor, eugenol, o melhor indice
de seletividade (IS de 1,33) sendo, desse modo, menos toxico que as outras substancias
analisadas.

Por fim, conclui-se que a hibridagdo molecular de eugenol ou diidroeugenol e uma
subunidade sulfonamidica é interessante, pois resultou, em alguns casos, em produtos menos
toXicos que seu precursor, e com maior atividade antimicrobiana e tripanocida, apesar de 0s
valores de Clso encontrados serem maiores que aqueles obtidos para os farmacos referéncia.
Outras modificacbes estruturais podem ser feitas nas substancias obtidas, a fim de se obter

produtos com maior poténcia e menor toxicidade.
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Tabela 7 - Resultados da avaliagdo do potencial citotdxico in vitro dos derivados sulfonamidicos e de seus precursores sobre a linhagem celular normal de fibroblasto renal de

hamster (BHK-21) (Clsq € CCso em pUM).

continua)
Ec St Pa Sa Bc Ef Ca Ct Ck Cg Cp Tc
Substancia ATCC JATCC [ATCC |ATCC |ATCC [ATCC |ATCC |JATCC |ATCC |ATCC |ATCC |Cepa Y | cCe,
8739 (14028 | 9027 [12228 [11778 |51299 [64548 | 750 | 6258 [90030 |22019
OChs H\[(CH:; Clsp, I° 12 12 12 12 12 I° I° I 66489 I° 361,70
A/@[?SQ o 212,77
~ N o IS - - - - - - - - - 032 - 0,59
6a
s H\H/CH3 Clsp, I° 12 12 12 12 12 I° I° I° I° I 219,58
OSO o 198,41
N o 1S - - - - - - - - - - - 0,90
6b
"1 Ho Clsp I° 1° 1° 1° I° I° 1° 1° I° 664,89 664,89 420,21
d,SO CH, 263,30
H4CO NNo IS - ; ; - - - - - - 040 040 0,63
6c H
H o Clsy I? 12 12 12 12 12 I° I° I° I° I° 246,03
OSO s 195,77
H,CO 1S - - - - - - - - - - - 0,80
OH 6d N °
OCH(%, QNHZ Clsp I° 1* 1* 1* 29940 I 1° 1° I° 748,50 748,50 266,47
S 197,60
= N
H O 1S - - - - 066 - - - - 026 026 074
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Tabela 7 - Resultados da avaliagdo do potencial citotdxico in vitro dos derivados sulfonamidicos e de seus precursores sobre a linhagem celular normal de fibroblasto renal de
hamster (BHK-21) (Clsq € CCso em pM).
(continuacéo)

Ec St Pa Sa Bc Ef Ca Ct Ck Cg Cp Tc
Substancia ATCC [ATCC |ATCC |JATCC [ATCC JATCC |ATCC ATCC JATCC |ATCC [ATCC |Cepa Y | ccs,
8739 [14028 | 9027 [12228 (11778 |51299 |64548 | 750 | 6258 90030 (22019
s QNHZ Cly I* 1 1* 29762 I I° " 74405 74405 217,26
NC?S\ 151,79
H O IS - - - - 0,51 - - - - 0,20 0,20 0,70
7b
~ H o Clsy I° 12 I 299,40 299,40 1* 74850 I I° 748,50 748,50 278,44
\s/
d@ 371,26
HsCO OH NH IS - - - 1,24 124 - 0,50 - - 050 050 1,33
7c
H o Clsy, PP 12 12 12 1° 1° 1° I® 744,05 744,05 744,05 342,26
ds@ 238,10
H,CO NH, IS - - - - - - - - 032 032 032 070
OH 7d
OH Cly, PP 12 12 12 1° I 15244 I° 15244 15244 1I° 512,20
/v@[om 359,76
3
Eugenol IS - - - - - - 0,24 - 0,24 0,24 - 0,70
OH Clsy, PP 12 12 12 12 I 753,01 1506 1506 1506 753,01 403,61
N@m 361,45
3
Diidrosugenol 1S - - - - - - 048 024 024 024 048 0,90
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Tabela 7 - Resultados da avaliacdo do potencial citotoxico in vitro dos derivados sulfonamidicos e de seus precursores sobre a linhagem celular normal de fibroblasto renal de

hamster (BHK-21) (Clsq € CCso em puM).

(concluséo)

Ec St Pa Sa Bc Ef Ca Ct Ck Cg Cp Tc
Substancia ATCC [ATCC JATCC [ATCC |ATCC |ATCC JATCC |ATCC [ATCC |JATCC |ATCC |Cepa Y | ¢y,
8739 |14028 | 9027 (12228 [11778 |51299 |64548 | 750 | 6258 (90030 |22019
o\\s\/"“z Clsp 581,40 1* 581,40 581,40 I* 290,70 726,74 1> 180,23 726,74 360,47 >1744,2
Q\O 616,28
HN IS 106 - 106 106 - 212 08 - 342

085 1,71 <0,35

Sulfanilamida

Fonte: Da autora.

Notas: Ec: Escherichia coli; St: Salmonella typhimurium; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Sa: Staphylococcus aureus; Bc: Bacillus cereus; Ef: Enterococcus faecalis; Ca:

Candida albicans; Ct: Candida tropicalis; Ck: Candida krusei; Cg: Candida glabrata; Cp: Candida parapsilosi; Tc: Trypanosoma cruzi.
I inativo até 100 ug.mL™; I°: inativo até 250 pg.mL™; 1S: indice de Seletividade, dado pela razdo CCsy/Cls,.
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4.3.3 Resultado da avaliagdo do potencial antiproliferativo

Inicialmente, os derivados sulfonamidicos do eugenol (6a, 6¢, 7a e 7¢) e diidroeugenol
(6b, 6d, 7b e 7d) foram avaliados frente as linhagens tumorais A549 (adenocarcinoma de
pulmdo humano), HT144 (melanoma humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano) e
MCF7 (adenocarcinoma de mama humano). Nesta varredura inicial, as culturas foram tratadas
com as substancias na concentragdo de 125 uM por 48 horas. O resultado demonstrou que os
derivados sulfonamidicos acetilados do diidroeugenol, 6b e 6d, e desacetilado do eugenol, 7a,
foram efetivos em reduzir a viabilidade das culturas de MCF7, ap0s as 48 horas de tratamento
(FIGURA 23). Frente a linhagem MCF7 o tratamento com os derivados 6b, 6d e 7a
ocasionou 45, 56 e 43% de inibigdo da viabilidade, respectivamente.

Figura 23 - Viabilidade celular determinada por ensaio de Resazurina, apos 48h de tratamento
com os derivados sulfonamidicos do eugenol e diidroeugenol na concentragdo de
125 uM.
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Fonte: Da autora.

Nota: *** Estatisticamente diferente (p<0,001) do grupo controle de acordo com andlise de
variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.
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Considerando os resultados mais promissores, curvas dose-resposta foram realizadas
com o objetivo de se identificar o valor de Clso, que equivale & concentragdo que inibe 50%
do crescimento celular. Para isso as culturas de MCF7 foram tratadas com diferentes
concentragdes (31,25; 62,50; 125; 250 e 500 uM) de 6b, 6d e 7a e os valores de Cls, obtidos
corresponderam a 133,80 *+ 2,36, 116,60 + 1,83 e 164,90 + 6,13 uM, respectivamente
(TABELA 8). No presente trabalho, também foi avaliada a possivel influéncia dos
precursores (eugenol, diidroeugenol e sulfanilamida) sobre a viabilidade de células MCF7,
para comparagdo. Os valores de Clsp obtidos foram superiores a 1500 uM para eugenol e
diidroeugenol e superior a 1000 uM para sulfanilamida. Os dados demonstram que os
derivados sulfonamidicos 6b, 6d e 7a sdo mais eficientes em reduzir a viabilidade de células
MCF7 quando comparado aos seus precursores.

Tabela 8 - Valores de Clsy £ DP (uM) determinados
a partir dos resultados obtidos no ensaio
de Resazurina para a linhagem MCF7.

Substéancia MCF7
6b 133,80 + 2,36
6d 116,60 + 1,83
7a 164,90 + 6,13
Eugenol > 1500,00
Diidroeugenol > 1500,00
Sulfanilamida > 1000,00

Fonte: Da autora.

O efeito sobre a viabilidade celular dos derivados 6b, 6d e 7a também foi avaliado
sobre a linhagem CCD-1059Sk, derivada de fibroblastos normais de pele humana. De acordo
com os valores de Clso obtidos (TABELA 9), nota-se que a citotoxicidade é menor na célula
normal utilizada no estudo quando comparado a célula tumoral. Os resultados obtidos a partir
do célculo do indice de seletividade (IS) demonstram que o derivado 6b possui alta
seletividade para células tumorais (IS de 2,11). Segundo Suffness, Pezzuto, Hostettmann
(1991), o IS é um indicativo da potencial utilizacdo da substancia em ensaios clinicos. Por
conseguinte, um valor maior que 2,0 é indicativo de alta seletividade da substancia para

células tumorais.
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Tabela 9 - indices de seletividade calculados com base nos valores de Cls, obtidos
por ensaio de Resazurina para as linhagens MCF7 e CCD-1059Sk.

Substancia MCF7 CCD-1059Sk IS
6b 133,80 282,80 2,11
6d 116,60 185,90 1,59
7a 164,90 215,80 1,31

Fonte: Da autora.
Nota: IS - Indice de Seletividade, dado pela razdo ClsoCCD-1059Sk /ClsoMCF7.

A cinética de progressdo do ciclo celular também foi avaliada. Assim sendo, as
culturas de MCF7 foram tratadas por 48 horas com os derivados 6b, 6d e 7a, nas
concentracdes 133, 116 e 164 mM, respectivamente, que correspondem ao valor de ICsp. Os
resultados obtidos por citometria de fluxo estdo apresentados na Tabela 10 e na Figura 24.
Nas culturas tratadas com o derivado 6b houve aumento significativo do nimero de células
em GO/G1 com concomitante reducdo das populagdes S e G2/M. O tratamento com 6d e 7a
também alterou o perfil de distribuicdo de células MCF7 nas diferentes fases do ciclo celular,
com acumulo de células em GO/G1. Os resultados indicam, portanto, que o tratamento com 0s

derivados sulfonamidicos em estudo, induziu bloqueio da transicdo G1/S em células MCF7.

Tabela 10 — Porcentagem de células distribuidas nas diferentes fases do ciclo celular apos 48 horas de
tratamento com as substancias 6b, 6d e 7aa 133, 116 e 164 uM, respectivamente.

Substancia SubG1 G0/G1 ) G2/M
Controle
(DMSO 0,23+0,11 54,20 + 4,37 20,53 +2,71 26,82 +1,78
0,1%0)
6b 1,35+0,26 61,90+0,22*** 16,64 +0,39* 20,11 + 0,09*
6d 124+017 64,87+082*** 1715+184 16,73 +0,85**
7a 1,74 +0,31* 64,89+0,83*** 12,16+0,29* 20,14 +0,82*

Fonte: Da autora.
Nota: *** p < 0,001, ** p< 0,01 e * p < 0,05 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pos-
teste de Tukey.



Figura 24 - Histogramas da distribuicdo celular da linhagem MCF7 quando
exposta ao tratamento com as substancias 6b, 6d e 7a por 48h.
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Fonte: Da autora.

350

Controle

2631

884

350

1024

2048 3071 4085

6d

2631

884

1024

2048 3071 4085

263

350

95

ks

6b

=

—
b
, "
0 1024 2048 3071 4

Ta

HH

1024

2048 307 4

95

Conteudo de DNA

88

Diante dos estudos preliminares, os derivados 6b, 6d e 7a apresentaram atividade

antiproliferativa promissora frente células derivadas de adenocarcinoma de mama,

considerando que a atividade observada foi em média 10 vezes maior em relacdo aos seus

precursores. Ainda, os resultados indicaram bloqueio da transicdo G1/S, considerado um

momento critico para a proliferacdo celular (DURONIO; XIONG, 2013). De acordo com

Malumbres, Barbacid (2009), moléculas que agem sobre o comportamento proliferativo das

células influenciando as transicdes de fase sdo consideradas potenciais agentes antitumorais.

Neste contexto, os derivados sulfonamidicos aqui estudados representam moléculas

promissoras que comportam estudos futuros para elucidar os mecanismos envolvidos com a

atividade antiproliferativa observada frente células derivadas de diferentes linhagens de

cancer de mama, além de servirem de prototipos para estudos de otimizacdo estrutural.
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5 CONCLUSOES

Nesse trabalho foram planejados e sintetizados oito derivados sulfonamidicos inéditos,
a partir da técnica de hibridacdo molecular, envolvendo o eugenol ou seu andlogo,
diidroeugenol. A identidade estrutural destes derivados foi confirmada através dos métodos
espectroscopicos usuais de 1V, RMN de 'H e *C e EM.

Na avaliacdo antibacteriana, os andlogos desacetilados 7a, 7b e 7c exibiram atividade
frente Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, com valores de Clsp menores que o da
sulfanilamida. Nesta avaliacdo tanto eugenol como diidroeugenol ndao foram ativos nas
concentragdes testadas. Notou-se a importancia do grupo amino aromatico livre neste ensaio,
ja que os derivados sulfonamidicos acetilados ndo inibiram o crescimento das espécies
microbianas nas concentragdes avaliadas.

Na avaliagdo antifungica, os derivados 6a, 6¢c, 7a, 7b, 7c e 7d foram ativos frente a
uma ou mais cepas patogénicas ou oportunistas de Candida spp. e os valores de Clsg
encontrados foram, em alguns casos, superiores ao de seus precursores. Observou-se, neste
ensaio, a importancia do grupo acetila e da natureza da cadeia lateral alilica na atividade, pois
aqueles que inibiram o crescimento microbiano com os melhores valores de Clsy foram os
derivados acetilados obtidos a partir do eugenol (6a e 6c¢).

Na avaliacdo tripanocida, todos os oito derivados sulfonamidicos exibiram atividade
superior ao da molécula precursora, destacando os analogos 6b e 7b que obtiveram os
melhores valores de Clsp neste ensaio. Esses andlogos eram derivados do diidroeugenol e o
grupo sulfonamida encontrava-se em posicdo orto a hidroxila fendlica.

Na avaliacao antiproliferativa, os derivados 6b, 6d e 7a foram cerca de dez vezes mais
ativos que seus precursores frente a linhagem de adenocarcinoma de mama humano (MCF7).
Os resultados encontrados indicam que estes andlogos parecem induzir blogueio da transicéo
G1/S.

Na avaliacdo da citotoxicidade em células normais, o derivado 7c mostrou-se menos
toxico nos testes antibacteriano e tripanocida, em relacao aos outros derivados sulfonamidicos
e aos precursores. O mesmo foi observado no teste antiproliferativo com o derivado 6b, o qual
exibiu maior seletividade a célula tumoral em relacéo a célula normal.

Assim sendo, através dos resultados apresentados neste estudo, a técnica de hibridacao
molecular envolvendo a subunidade sulfonamidica com o eugenol ou diidroeugenol mostrou-
se vantajosa em relacdo a atividade encontrada para 0s precursores, considerando 0S

resultados obtidos com a avaliagdo do potencial antiproliferativo dos analogos 6b, 6d e 7a,
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que apresentaram valores de Clso, em média, dez vezes menores que os valores encontrados
para eugenol, diidroeugenol e sulfanilamida. Baseado nisto, essas moléculas servem de

prototipos para otimizacao estrutural, com o objetivo de melhorar o seu potencial biologico.
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APENDICE

Figura 25 - Espectro de absorcéo na regifo do IV da substancia 3a (cm™).
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Figura 26 - Espectro de absorcao na regido do IV da substancia 3b (cm™).
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Figura 27 - Espectro de absorcdo na regifo do IV da substancia 3c (cm™).
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Figura 28 - Espectro de absor¢do na regido do IV da substancia 3d (cm™).
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Figura 29 - Espectro de absor¢do na regido do IV da substancia 4a (cm™).
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Figura 30 - Espectro de absorc&o na regifo do IV da substancia 4b (cm™).

103

{ T
/ /1
\ /’_I/,./ V =
5 || | L
% % £ iV &
g 8 nE P
%y HE gg8
23 Lo g &N
@ 3; -] i | = &
| L!l 1 £ 2 ol %
P ] _1 el gg 11 2
3 o ok T el EHEE
s W | y CLE EE
B i E e | B3
IS LB B gl g
g 1 iz B L &
ol = E =32 HEa
2R aa -]
a |
ok =] [ I.J&?g:
3] =
| 2
3
=
*
0 3400 3300 3200 3700 3000 2800 2500 2700 2600 2500 2400 2300 2200 2100 2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 SO0 800 700 600 500 400
Wavenumber (cm-1)
Fonte: Da autora.
. ~ ™ A - -1
Figura 31 - Espectro de absor¢do na regido do IV da substancia 4c (cm™).
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Figura 32 - Espectro de absorcdo na regido do IV da substancia 4d (cm™).
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Figura 33 - Espectro de absorcdo na regifo do IV da substancia 6a (cm™).
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Figura 34 - Espectro de absorcao na regido do IV da substancia 6b (cm™).
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Figura 35 - Espectro de absorcio na regifo do IV da substancia 6¢ (cm™).
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Figura 36 - Espectro de absorc&o na regifo do IV da substancia 6d (cm™).
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Figura 37 - Espectro de absorcao na regi&o do IV da substancia 7a (cm™).
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Figura 39 - Espectro de absorcdo na regifo do IV da substancia 7c (cm™).
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Figura 40 - Espectro de absorcao na regido do IV da substancia 7d (cm™).
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Figura 41 - Espectro de RMN de *H da substancia 3a (CDCls, 300 MHz).
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Figura 42 - Espectro de RMN de *H da substancia 3b (CDCl,, 300 MHz).
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Figura 43 - Espectro de RMN de *H da substancia 3c (CDCls, 300 MHz).
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Figura 44 - Espectro de RMN de *H da substancia 3d (CDCl,, 300 MHz).
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Figura 45 - Espectro de RMN de **C da substancia 3a (CDCls, 75 MHz).
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Figura 46 - Espectro de RMN de “*C da substancia 3b (CDCls, 75 MHz).
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Figura 47 - Espectro de RMN de **C da substancia 3¢ (CDCls, 75 MHz).
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Figura 48 - Espectro de RMN de “*C da substancia 3d (CDCls, 75 MHz).
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Figura 49 - Subespectro DEPT-135 da substancia 3a (CDCl3, 75 MHz).
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Figura 50 - Subespectro DEPT-135 da substancia 3b (CDClz, 75 MHz).
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Figura 51 - Subespectro DEPT-135 da substancia 3d (CDCls, 75 MHz).
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Figura 52 - Espectro de RMN de *H da substancia 4a (CDCls, 300 MHz).

LSEB'E

1
G6ZZ'E_ .
BlSzE" 102
mvmf.m
4
|
8LL0°G | = L1220
190G U [ a 906
medl | 1 g
1220°S o L .
6920'G [ [ 0950677 0+ ¢
Z980'G | = 2960°G” _
gogS == |[“ 1886, |
98r0GEL .. zhZB's |
#£50°G 1 ;qmm,__f_.rﬁ 0"
0950'G o FLEL O -- mmmm
2090' B9 e—= 00}
6260°G 7 85¥e'9 | |
Z860°S L 916z°9"
SY0L'S] | =8
00L4'G [

- §652 L———
£598'G1 o |
L188'G | |
9868°G- |
Z016'G @
zizesy
wbe'sE == 3
TGE66— = [ _
2996°6F | &
1416°64 LT -
1000°9¢ | [

9.5

10.0

Fonte: Da autora.



113

Figura 53 - Espectro de RMN de H da substancia 4b (CDCl,, 300 MHz
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Figura 55 - Espectro de RMN de *H da substancia 4d (CDCl,, 300 MHz).
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Figura 56 - Espectro de RMN de *3C da substancia 4a (CDCl,, 75 MHz).
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Figura 57 - Espectro de RMN de **C da substancia 4b (CDCls, 75 MHz).
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Figura 58 - Espectro de RMN de **C da substancia 4c (CDCls, 75 MHz).
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Figura 59 - Espectro de RMN de **C da substancia 4d (CDCls, 75 MHz).
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Figura 60 - Subespectro DEPT-135 da substancia 4a (CDCls, 75 MHz).
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Figura 61 - Subespectro DEPT-135 da substancia 4b (CDCl;, 75 MHz).
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Figura 62 - Subespectro DEPT-135 da substancia 4c (CDCl3, 75 MHz).
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Figura 63 - Subespectro DEPT-135 da substancia 4d (CDCls, 75 MHz).
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Figura 64 - Espectro de RMN de *H da substancia 6a (DMSO-dg, 300 MHz).
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Figura 65 - Espectro de RMN de *H da substancia 6b (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 66 - Espectro de RMN de *H da substancia 6¢ (DMSO-dg, 300 MHz).
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Figura 67 - Espectro de RMN de H da substancia 6d (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 68 - Espectro de RMN de “°C da substancia 6a (DMSO-ds, 75 MHz).
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Figura 69 - Espectro de RMN de **C da substancia 6b (DMSO-ds, 75 MHz).
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Figura 70 - Espectro de RMN de *°C da substancia 6¢ (DMSO-dg, 75 MHZ).
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Figura 71 - Espectro de RMN de **C da substancia 6d (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 72 - Subespectro DEPT-135 da substancia 6a (DMSO-dg, 75 MHZ).
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Figura 73 - Subespectro DEPT-135 da substancia 6b (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 74 - Subespectro DEPT-135 da substancia 6¢ (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 75 - Subespectro DEPT-135 da substancia 6d (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 77 - Espectro de RMN de H da substancia 7b (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 78 - Espectro de RMN de *H da substancia 7¢c (DMSO-dg, 300 MHz).
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Figura 79 - Espectro de RMN de H da substancia 7d (DMSO-ds, 300 MHz).
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Figura 80 - Espectro de RMN de “*C da substancia 7a (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 81 - Espectro de RMN de **C da substancia 7b (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 82 - Espectro de RMN de “*C da substancia 7¢ (DMSO-ds, 75 MHz).
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Figura 83 - Espectro de RMN de **C da substancia 7d (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 84 - Subespectro DEPT-135 da substancia 7a (DMSO-ds, 75 MHz).
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Figura 85 - Subespectro DEPT-135 da substancia 7b (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 86 - Subespectro DEPT-135 da substancia 7¢c (DMSO-ds, 75 MHz).

= H
N 2 8 238§ © 5
SEAE & & 8833 S 8
4 s O & a8 g sodg b b=
HCO™ 5 . Ty RS i f
OH ES 2
7c
I
I
" ey Lot b, L " A, A
" - e - w et — y
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm)

Fonte: Da autora.




130

Figura 87 - Subespectro DEPT-135 da substancia 7d (DMSO-dg, 75 MHz).
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Figura 88 - Espectro de massas da substancia 6a.
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Figura 89 — Espectro de massas da substancia 6b.
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Figura 90 — Espectro de massas da substancia 6c.
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Figura 91 — Espectro de massas da substancia 6d.
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Figura 92 — Espectro de massas da substancia 7a.
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Figura 93 — Espectro de massas da substancia 7b.
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Figura 94 — Espectro de massas da substancia 7c.
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Figura 95 — Espectro de massas da substancia 7d.
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