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RESUMO

Os lipidios fendlicos ou alquilfendis compreendem uma ampla classe de produtos
naturais produzidos por vegetais, bactérias, fungos e alguns animais, e apresentam
diversas atividades biologicas, como a atividade antimicrobiana e antiproliferativa de
células cancerigenas. Esse potencial se deve principalmente pela capacidade de
interacao dos alquilfendis com os fosfolipidios de membranas biolégicas, o que pode
provocar em ultima instancia eventos biolégicos que resultam na morte celular. Com
isso, esse trabalho teve como objetivo principal sintetizar alquilcatecois do tipo 3-(1-
hidroxialquil)catecois com varia¢cdes no tamanho da cadeia alquilica a partir da orto-
vanilina, bem como 4-(1-hidroxialquil)catecéis a partir de reacdes de hidrélise do grupo
1,3-dioxolano proveniente de 5-(1-hidroxialquil)-1,3-benzodioxbis previamente
sintetizados a partir do piperonal. As analises estruturais foram feitas através de
espectroscopia de RMN de 'H e 3C. As reacdes de hidrélise do grupo acetal 1,3-
dioxolano, testadas via tratamento dos materiais de partida com AICls, BFz e p-TsOH,
ndo aconteceram como esperado, sendo que o primeiro método resultou na remog¢ao
nao apenas do grupo acetal mas também da cadeia alquilica, e a reacdo com p-TsOH
levou a formacdo de dimeros. Por outro lado, as sinteses de derivados de
alquilcatecodis a partir da o-vanilina foram realizadas via rea¢éo de Grignard com éxito,
onde trés derivados foram sintetizados a partir dos brometos de hexil, octil e
decilmagnésio. Os trés derivados de alquilcatecoéis sintetizados foram avaliados
guanto a atividade antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Candida parapsilosis, ndo tendo sido ativos contra as bactérias, mas

moderadamente ativos contra C. parapsilosis.

Palavras-chave: alquilcatecois; o-vanilina; cadeia alquilica; antimicrobianos.
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ABSTRACT

Phenolic lipids or alkylphenols comprise a broad class of natural products isolated from
plants, bacteria, fungi, and some animals, and have many biological activities, such as
antimicrobial and antiproliferative. These activities are mainly due to the ability of
alkylphenols to interact with the phospholipids in biological membranes, which can
result in biological events that lead to cell death. In this sense, this work aimed to
synthesize alkylcatechols, specifically 3-(1-hydroxyalkyl)catechols with variable size of
the alkyl side chain from ortho-vanillin, and 4-(1-hydroxyalkyl)catechols from the
hydrolysis of the 1,3-dioxolane moiety of 5-(1-hydroxyalkyl)-1,3-benzodioxoles
previously synthesized from piperonal. The structural analyzes were conducted by *H
and 13C NMR spectroscopy. The hydrolysis reactions, carried out by treating the
starting materials with AICl3, BFz and p-TsOH, did not lead to the expected products,
where the first promoted not only the removal of the acetal group, but also of the alkyl
side chain, and the reaction with p-TsOH resulted in the formation of dimers. On the
other hand, the synthesis of alkylcatechols from o-vanillin was successfully conducted
through Grignard reactions, where three derivatives were synthesized from hexyl, octyl
and decylmagnesium. These products were evaluated for antimicrobial activity against
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida parapsilosis, and were found to

be not active against bacteria, but moderately active against C. parapsilosis.

Keywords: alkylcatechols; ortho-vanillin; alkyl chain; antimicrobials.
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1 INTRODUCAO

Os lipidios fendlicos sdo produzidos por plantas (trigo, cevada, etc.),
fungos, bactérias e alguns animais, sendo amplamente distribuidos na natureza. Sua
estrutura baseia-se em polifendis lipofilicos (Figura 1), notadamente o tipo alquil-
resorcinol (em decorréncia via biossintética policetidica), e apresentam muitas
atividades biolégicas, como antimicrobiana, antitumoral, antioxidante, antiparasitaria
e antidislipidémica (Zabolotneva et al., 2022). Ao analisar graos integrais, € notorio
gue entre seus componentes mais predominantes encontram-se alquil-resorcindis, 0s
guais apresentam propriedades antiproliferativas contra a transformacdo e
desenvolvimento de células cancerigenas em humanos (Zhu; Sang, 2017).

Figura 1: Estrutura geral de alquil-resorcinais.
HO OH

O grupo R ligado ao anel fendlico € quem da o carater anfifilico as
substancias, visto que podera ter variacdes quanto ao tamanho e forma de sua cadeia
de hidrocarboneto. Quanto maior a cadeia, maior €, por exemplo, a atividade
antioxidante do composto, pois verifica-se que os alquilfendis podem ser inseridos nas
membranas de forma mais eficaz, e assim, o anel fendlico interage com as cabecas
hidrofilicas dos fosfolipidios por meio de ligacdes de hidrogénio. Com isso, a estrutura
de tais fosfolipidios € modificada, o que faz com que se tornem resistentes a oxidacao
(Tian et al., 2020). Outro beneficio decorrente da presenca de lipidios fendlicos na
dieta € a observacdo de que a lipoproteina de baixa densidade (LDL), cuja
concentragdo plasmatica aumentada esta associada a aterogénese (formacdo de
placas de ateroma nas artérias), tem a sua formacdo diminuida (Fukuhara et al.,
2006).
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Os alquilfendis podem ter seus anéis aromaticos derivados de outros
compostos fenodlicos a depender de rotas biossintéticas que ocorrem nas
plantas/microrganismos, entre eles, estao os catecdis, as hidroquinonas, os pirogaldis,
etc. (Kozubek; Tyman, 1999).

O grupo de pesquisa NEQUIMA/UFAM vem trabalhando com a sintese de
lipidios fendlicos a partir da vanilina e do piperonal (Brito, 2023), e atualmente dispde
de derivados de 4-(1-hidroxialquil)catecois cujos grupos hidroxila encontram-se
protegidos como acetais metilénicos do tipo 1,3-dioxolano (Figura 2), isto €, 5-(1-
hidroxialquil)-1,3-benzodioxdis. Assim, esse trabalho partiu destes compostos como
materiais de partida para estudos de desprotecdo quimica dos grupos hidroxila via
hidrolise do 1,3-dioxolano, bem como realizou a sintese de outros alquilcatecois a

partir de reacdes de Grignard da orto-vanilina.

Figura 2: Estruturas de 5-(1-hidroxialquil)-1,3-benzodioxdis (Brito, 2023).
R = CGH13
gH17
OH CioH21
o} CioHos
< 1429
C,H
o 16133
18H37

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2017), a resisténcia
microbiana a antimicrobianos € um problema grave que causa sérios danos a saude
da populacao. A resisténcia microbiana trata-se da capacidade de bactérias, fungos,
virus e parasitas de resistirem a medicamentos antimicrobianos. Ou seja, esses
microrganismos vém criando mecanismos de defesa contra substancias que sé&o
comumente utilizadas para combaté-los, as quais, geralmente, sdo de origem natural,
0 que faz com que chame a atencdo do ramo da sintese quimica para producéo de
compostos que venham a apresentar atividades antimicrobianas.

Lipidios fendlicos naturais ou sintéticos apresentam atividade antimicrobiana
bem documentada. Entre alguns dos muitos exemplos, destacam-se as citosporonas
D e E, isoladas em 2000 a partir de um fungo endofitico do género Cytospora sp.

(Brady et al., 2000) e o dimero de resorcinol bromado 6,6’-((4-
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hidroxifenil)metileno)bis(4-bromobenzeno-1,3-diol) (Bouthenet et al., 2011), ativos
contra leveduras do género Candida. Exemplos de alquilfendis ativos contra bactérias
sdo o acido 9-(3,5-di-hidroxi-4-metilfenil)nona-3(2)-enoico (Luis et al., 2013), as
adipostatinas, como a adipostatina E (Gomez-Rodriguez et al., 2020), e o 5-
hexilresorcinol, o qual foi usado como adjuvante em combinagdo com outros
antimicrobianos comerciais, potencializando as suas atividades antimicrobianas,
sobretudo contra cepas de bactérias resistentes (Nikolaev et al., 2020). Estes

exemplos encontram-se ilustrados na Figura 3.

Figura 3. Exemplos de lipidios fendlicos ativos contra microrganismos

OH
OH HO OH
HO o 0
HO
HO (e} O

citosporona D citosporona E 6,6- ((4 hldrOX|fen|I )metileno)bis-
(4-bromobenzeno-1,3-diol)

HO HO HO
HSC:@/\/I/\/COZH \©/\/\/\
OH OH

OH

acido 9-(3,5-di-hidroxi-4-metilfenil)- adipostatina E 5-hexilresorcinol
nona-3(Z)-enoico

Com isso, este trabalho de monografia focou na sintese de novos
alquilcatecéis, especificamente com esqueletos basicos do tipo 3- e 4-(1-
hidroxialquil)catecoéis, a fim de estudar a atividade antimicrobiana dos produtos
obtidos. Por meio dessa abordagem, foi possivel ter o contato e o entendimento sobre
uma pesquisa cientifica de importancia na area da quimica organica com aplicacdes
na saude, o que agregou conhecimento formativo acerca da pesquisa com a sintese
e a purificacdo de compostos organicos, funcionamento da técnica espectroscopica
de ressonancia magnética nuclear e aprendizado sobre ensaios biolégicos

envolvendo microrganismos de importancia clinica.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos estdo organizados em geral e especificos, como segue.

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e avaliar a atividade antimicrobiana de alquilcatecéis do tipo 2- e 4-

(1-hidroxialquil)catecais.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar métodos de hidrélise do grupo 1,3-dioxolano de 5-(1-hidroxialquil)-
1,3-benzodioxdis para a producao de 4-(1-hidroxialquil)catecois;

e Sintetizar novos 1-O-metil-3-(1-hidroxialquil)catecois por meio da reacdo de
Grignard entre brometos de alquilmagnésio e a orto-vanilina.

e Avaliar o potencial antimicrobiano dos produtos sintetizados sobre cepas de

bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e cepas da levedura Candida.

3 METODOLOGIA

Materiais e equipamentos:

e Baldes de vidro de fundo redondo de 25 e 50mL, de uma e de duas bocas;

e Espatulas de metal;

e Balanca analitica Ohaus, modelo AR2140;

e Chapas elétricas de agitacdo e aquecimento lka, modelo RH Basic 2;

e Rotaevaporador Fisaton, modelo 802;

e Cromatofolhas de silica-gel 60 G com suporte de aluminio, da marca Macherey
- Nagel, para analises por cromatografia em camada delgada (CCD);

e Condensadores de vidro tipo Allihn;

e Funil de adicéo de vidro;

¢ Funil de separacao de vidro;

e Seringas de vidro;

e Barras magnéticas.
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e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear, marca Bruker Avance IIIHD,
com frequéncia para o 'H em 500,13 MHz e para '*C em 125 MHz e equipado
com uma sonda BBFO Plus SmartProbe, localizado no Laboratorio de
Ressonancia Magnética Nuclear — NMRLab — da Central Analitica do CAM,
UFAM.

Reagentes:

e 5-(1-hidroxialquil)-1,3-benzodioxdis disponiveis no laboratério (Brito, 2023);

e Cloreto de aluminio (AICI3), Sigma-Aldrich;

o Trifluoreto de Boro (BF3z), Sigma-Aldrich;

e Acido p-toluenossulfénico (p-TSOH), Sigma-Aldrich;

e Acido cloridrico (HCI), Nuclear;

e Diclorometano, Nuclear;

e Tolueno, Honeywell;

e Hexano, Honeywell;

e Acetato de etila, Synth;

e Silica-gel 60-G com 13% de gesso da marca Macherey — Nagel, para
confeccdo de placas para cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) em suporte de vidro, 10 x 20 cm;

e FEter dietilico, Honeywell;

e Orto-vanilina, Sigma-Aldrich;

e 1-Bromoexano (CsH13Br), Sigma-Aldrich;

e 1-Bromo-octano (CgH17Br), Sigma-Aldrich;

e 1-Bromodecano (C1oH21Br), Sigma-Aldrich;

e Cloreto de trifenil tetrazoélio, Dinamica;

O trabalho experimental envolvendo a sintese e purificagcdo dos produtos foi
conduzido no Laboratério de Abertura de Amostras e Ensaios Quimicos - LAEQ, ao
passo que 0s ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratoério de Bioensaios
e Microrganismos da Amazbnia, LABMICRA, ambos localizados na Central
Analitica/CAM da UFAM.
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Métodos:

A metodologia utilizada na execucdo desta monografia consistiu em revisdo
bibliografica, reacdes de hidrdlise do grupo 1,3-dioxolano (acdo 1), reacbes de

Grignard (acdo 2) e ensaio antimicrobiano (acéo 3):

3.1 Reacbes de hidrélise do grupo 1,3-dioxolano

A hidrélise &cida do grupo 1,3-dioxolano dos 5-(1-hidroxialquil)-1,3-
benzodioxois (Figura 4) foi estudada por trés métodos diferentes, sendo que os dois
primeiros empregaram os acidos de Lewis AICI; e BFs; e o terceiro o acido p-

toluenossulfénico, p-TsOH.

Figura 4: Desprotecdo do grupo acetal 1,3-dioxolano.

OH OH
HO
]
EXYr e Y
O HO
5-(1-hidroxialquil)-1,3-benzodioxol 4-(1-hidroxialquil)catecol

sintetizados via reagdo de Grignard ao
piperonal por Brito, 2023.

e Meétodo 1: Empregou-se o protocolo proposto por Mitchell e colaboradores
(1981). Utilizou-se como material de partida o 5-(1-hidroxiundecil)-1,3-
benzodioxol (GRG-10) contendo uma cadeia lateral de hidrocarbonetos de 11
atomos de carbono proveniente da reacdo de Grignard realizada entre o
brometo de decilmagnésio e o piperonal (Brito, 2023). O material de partida foi
utilizado na reagao na forma bruta, assim como obtido por Brito. Em um bal&do
de fundo redondo de 50 mL, adicionaram-se 16 mL de tolueno, 2,0268 g de
GRG-10, 2,4512 g de cloreto de aluminio (AICIz). Assim que o AICIz foi
adicionado, houve liberacdo de calor e a coloracdo da solucdo que antes era
amarela, tornou-se vermelha intensa. A reacao foi feita em temperatura de

50°C. Foram feitas placas de cromatografia em camada delgada (CCD) para
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acompanhar o andamento da reacdo, e em 7 horas de duracédo, notou-se que
0 material de partida havia sido consumido, com isso, a reac¢ao foi finalizada.
Para a extracao, adicionou-se lentamente agua destilada ao baldo contendo a
reacdo, o qual apresentou liberagcdo de calor. Posteriormente, adicionou-se
uma solucéo de 23mL de agua e acido cloridrico (HCI) (20:3). Com isso, fases
foram formadas e as mesmas separadas com o auxilio de um funil de
separacao. A fase aquosa foi lavada seis vezes com 10 mL de acetato de etila
(AcOEt). As fases organicas foram reunidas, posteriormente evaporadas em
rotaevaporador e formou-se assim um precipitado, o qual foi lavado com
hexano gelado. O s6lido que permaneceu insoltvel foi filtrado em papel de filtro.
O filtrado foi armazenado na geladeira com o intuito de verificar a precipitacao
de mais produto, o qual passou por filtragdo novamente. Esse procedimento foi
feito quatro vezes, resultando em 284 mg de um sélido acinzentado. O sélido

foi analisado por espectroscopia de RMN *H e 13C (em acetona-ds).

Método 2: Utilizou-se como material de partida o 5-(1-hidroxieptil)-1,3-
benzodioxol (GRG-6) contendo uma cadeia lateral de hidrocarbonetos de 7
atomos de carbono proveniente da reacdo de Grignard realizada entre o
brometo de hexilmagnésio e o piperonal (Brito, 2023). O material de partida foi
utilizado na reac¢éo na forma bruta, assim como obtido por Brito. Em um baléo
de fundo redondo, adicionaram-se 8 mL de tolueno, 0,200 g de GRG-6 e 1,16
g de trifluoreto de boro (BF3z). A reacdo ocorreu em temperatura de 50°C, e de
acordo com as analises por CCD realizadas durante o procedimento, detectou-
se substancias diferentes do material de partida sendo formadas durante a
reacdo. A extracéo foi feita da mesma maneira como na desprotecao 1, onde
obteve-se um produto de consisténcia oleosa. Aplicou-se uma parte do produto
obtido (solubilizado em AcOEt) em uma placa de cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) (10 x 20cm) com silica-gel, utilizando o eluente
de hexano:AcOEt (3:1), em que separou-se uma mancha. Esta foi removida da
placa por raspagem, lavada com acetato de etila e filtrada. O produto foi
analisado por RMN 'H (em CDCls).

Av. Gen. Rodrigo Octavio Jorddo Ramos, 6.200 — Coroado — Setor Norte do Campus Universitario
Bloco 10, 69077-000 - Manaus-AM — Fone: (092) 3305-2817/2818
e-mail: coordbquimica@ufam.edu.br

15


mailto:coordbquimica@ufam.edu.br

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS — ICE
COORDENACAO DO CURSO DE BACHARELADO EM QUIMICA

e Meétodo 3: Utilizou-se como material de partida o 5-(1-hidroxiundecil)-1,3-
benzodioxol (GRG-10) contendo uma cadeia lateral de hidrocarbonetos de 11
atomos de carbono proveniente da reacdo de Grignard realizada entre o
brometo de hexilmagnésio e o piperonal (Brito, 2023). O material de partida foi
utilizado na reacgéo na forma bruta, assim como obtido por Brito. Em um baldo
de fundo redondo de 50 mL, adicionaram-se 10 mL de uma solucdo de agua
destilada e tetraidrofurano (THF) (50:50, v:v), 0,100 g de GRG-10 e 0,9 mg de
acido p- toluenossulfénico (p-TsOH). O baldo contendo a reac¢éo foi vedado e
mantido em banho de gelo. O andamento da reacéo foi acompanhado por CCD
a cada 30 minutos nas primeiras 1,5 horas de duracéo, e de acordo com a
analise das CCDs, ndo houve aparente consumo do material de partida. Com
isso, adicionou-se mais 0,9 mg de p-TsOH e a reacdo foi submetida a
aguecimento primeiramente em 34 °C, e depois a 50 °C por 15 horas. O
processo de workup foi feito de forma semelhante a extracdo feita para a
desprotecao 1. Apds a evaporacdo, o produto bruto obtido, o qual apresentou
consisténcia oleosa, foi solubilizado em AcOEt e purificado por CCDP (10 x 20
cm), utilizando o eluente de hexano:AcOEt (3:1, v;v). Separaram-se 4 amostras
diferentes por CCDP: G1M1 (0,018 g), G1M2 (0,0021 g), G1M3 (0,027 g) e
G1M4 (0,007 g — material de partida). As fracdes foram analisadas por RMN *H
(em CDCla).

3.2 Reacgo0es de Grignard

Utilizou-se como referéncia o trabalho de Zhu e colaboradores (2017). As
vidrarias e 0 magnésio em aparas utilizados nessas reacdes foram deixados secando
em estufa a 100 °C durante a noite anterior para remocao da umidade. Foram feitas
trés reacdes de Grignard com a orto-vanilina seguindo o mesmo protocolo, tendo sido

utilizados os brometos de hexila, octila e decila, em cada um (Figura 5).
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Figura 5: Reagbes de Grignard realizadas com a orto-vanilina.

OH OH OH
H3CO CHO  BrMg H3CO
U™ oy
éter dietilico
orto-vanilina 1-O-metil-3-(1-hidroxialquil)catecol
n=5,7,9

e Procedimento padrdo: Em um baldo de fundo redondo de duas bocas, foram
colocados 4,2 equivalentes em mol de magnésio em aparas, uma solucao
constituida por 4,0 equivalentes em mol de brometo de alquila em 4,0 mL de
éter dietilico anidro, uma barra magnética, e uma pequena quantidade de iodo.
O baléo foi acoplado a um condensador e um funil de adicdo, um em cada boca
do baldo, ambos conectados a um suporte de metal sobre uma chapa
aquecedora e agitadora. Ap6s 5 horas de duracao da formacao do brometo de
alquilmagnésio, adicionou-se uma solucdo de orto-vanilina (1 equivalente em
mol) em 5,0 mL de éter dietilico e a reagcdo se manteve em overnight. Apds
esse tempo, os produtos foram tratados com solugédo aquosa de HCl a 3%,
sendo extraidos com acetato de etila (3 x 20 mL). A fase organica foi
concentrada em rotaevaporador. Foram feitas purificacées por CCDP de todos
0s produtos obtidos, utilizando como eluente uma mistura de hexano:acetato
de etila (10:1, v:v).

3.3 Ensaios Antimicrobianos

Foram feitos ensaios antimicrobianos sobre as bactérias Escherichia coli
(Gram-negativa) e Staphylococcus aureus (Gram-positivas) e sobre a levedura
(Candida parapsilosis) das amostras intituladas como G1M4 (5-(1-hidroxiundecenil)-
1,3-benzodioxol), e os produtos das reacdes de Grignard sobre a o-vanilina, GRGO01,
GRGO02 e GRGO03, de acordo com as metodologias contidas nos documentos M27-A3
(2008) e M07-A10 (2015) do Clinical and Laboratory Standards Institute® (CLSI).

Inicialmente, foram adicionados 100 pL de meio de cultura caldo Mueller-Hinton

em todos os pocos de placas de 96 pocos de fundo cobnico, e a seguir, 100 puL de
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solucbes a 1 mg/mL de cada composto teste solubilizados em DMSO foram
adicionados aos primeiros pocos da coluna 1, em duplicata. Na sequéncia, procedeu-
se as microdiluicbes seriadas 1:2 de todas as amostras até a concentracdo de 1
pg/mL. O antimicrobiano utilizado como controle sobre as bactérias foi a ceftriaxona,
e sobre o fungo foi o cetoconazol. Também foi feito um controle com diluic6es
sucessivas de DMSO para verificar 0 comportamento das bactérias e da levedura na

presenca do solvente.

Os in6culos microbianos foram preparados suspendendo-se culturas de 24
horas em agar BHI (infuso de cérebro e coracdo) dos microrganismos em soro
fisiologico estéril até que se atingisse turbidez compativel com a escala 0,5 de
McFarland. A seguir, adicionaram-se 10 pL dos in6culos em cada um dos poc¢os. As
placas foram mantidas em BOD em 36 °C por 24 horas. Para revelacdo dos
resultados, foram adicionados 10 pL de solucdo de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio a

1% a todos os pocos (teste CTT). Ap6s 3 horas, os resultados foram lidos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estéo divididos conforme experimentos realizados.

4.1 Reac0Oes de hidrélise do grupo 1,3-dioxolano

O espectro de RMN *H para a amostra intitulada como D1, o sélido obtido pela
primeira tentativa de desprotecdo do grupo acetal com AIClz e 0 GRG-10, esta

apresentado na Figura 6.
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Figura 6: Espectro de RMN 'H (500 MHz, acetona-ds) da amostra D1, com
ampliacao.
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O espectro apresenta apenas um par de multipletos entre 6,60-6,70 ppm, o que
sugere um sistema orto-dissubstituido de um anel aromatico simétrico, além de um
simpleto largo em 7,92 ppm (OH). A auséncia do sinal do metileno do grupo dioxolano
em aproximadamente 6,00 ppm e de qualquer sinal com integral razoavel abaixo de
3,00 ppm (excluindo os sinais do solvente e de alguma impureza) levou a considerar
gue nado apenas houve a desprotecao das hidroxilas do catecol, como a total perda do
grupo 1-hidroxiundecil do material de partida. Para confirmacéo, foi solicitada anélise

por espectroscopia de RMN de 3C (Figura 7).
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Figura 7: Espectro de RMN 13C (125 MHz, acetona-d6) da amostra D1.
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O espectro de carbono confirmou a hipétese, onde foi possivel verificar trés
sinais referentes ao anel simétrico de catecol: um sinal em 115,3 ppm, proveniente
dos carbonos em posicdo orto as hidroxilas, influenciados pelo efeito protetor das
mesmas no anel; um sinal em 119,8 ppm referente aos carbonos em posi¢cdo meta as
hidroxilas; e um sinal menos intenso em 145,1 ppm refere-se aos carbonos ligados
diretamente as hidroxilas, visto que sofrem desprotecéo por conta de estarem ligados
diretamente ao oxigénio, mais eletronegativo. O sinal em 29,0 ppm trata-se das
metilas residuais provenientes do solvente acetona, e o sinal em 205.8 ppm trata-se

do carbono proveniente da carbonila, também da acetona.

Diante do resultado, foi proposto o mecanismo apresentado na Figura 8 para
explicar o processo de desalquilacdo ocorrido. O acido de Lewis AlICls, que atua como
catalisador, pode favorecer a protonacdo do anel aromético concomitante a
desprotonacdo da hidroxila da cadeia alquilica. Nessas condi¢des, a substituicdo
nucleofilica aromatica do grupo alquil pelo proton é favorecida pelo grupo dioxolano,
o qual ativa o anel aromatico por deslocalizacdo. Dessa forma, a cadeia lateral pode
ser removida do anel aroméatico na forma de undecanal, sendo que o 1,3-benzodioxol

resultante estaria livre para ser hidrolisado a catecol a partir disso.
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Figura 8. Mecanismo proposto para a formacao do catecol a partir do 5-(1-

hidroxieptil)-1,3-benzodioxol e AICls.
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Com relacdo ao segundo método de desprotecdo das hidroxilas do anel de
catecol tentado neste trabalho, o espectro de RMN 'H do produto obtido a partir do
tratamento do 5-(1-hidroxieptil)-1,3-benzodioxol com BF3 est4 apresentado na Figura
9, sendo que na Figura 10 ha uma ampliacdo deste espectro juntamente com o
espectro de RMN 'H do material de partida, 5-(1-hidroxieptil)-1,3-benzodioxol, para
comparacédo. O espectro do material de partida apresenta sinais do solvente acetato

de etila.

Figura 9: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da amostra D2.
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Figura 10: Espectros de RMN *H (500 MHz, CDCls) da amostra D2 (ACIMA) e do
material de partida (ABAIXO) para comparagao.
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N&o foi possivel elucidar a estrutura do produto a partir apenas do espectro de
RMN !H do produto, porém, é possivel observar sinais em aproximadamente 6,00
ppm, o que parecem ser 0s hidrogénios provenientes do grupo acetal do composto
GRG-6. Essa constatacdo leva a conclusdo de que ndo houve hidrélise do grupo
acetal do composto, e o0 objetivo principal ndo foi alcancado com esse método. Ao
mesmo tempo, é possivel verificar que o tripleto em 4,58 ppm referente ao hidrogénio
carbindlico do material de partida ndo esta presente no espectro do produto, além dos
multipletos diastereotopicos acima de 1,50 ppm, dados que indicam que houve
modificacdo da cauda de 1-hidroxieptil do material de partida. A condigdo acida do
ambiente reacional submetida a um substrato que apresenta uma hidroxila benzilica
remete imediatamente a possibilidade de desidratacdo, tanto por E1 como por E2.
Uma ampliacéo da regido entre 5,80 e 6,80 ppm do espectro de RMN *H encontra-se

na Figura 11.
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Figura 11. Ampliacdo da regido entre 5,80 e 6,80 ppm do espectro de RMN H do

produto D2.
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Observa-se que os sinais referentes aos hidrogénios ligados ao anel aromatico
aparentam ter caido mais separados e resolvidos do que os mesmos hidrogénios no
material de partida (na Figura 10), que caem apenas como um multipleto em 6,79 ppm
referente a Hp e Hc € um dupleto (Jmeta = 1,3 Hz) em 6,88 ppm referente a Ha. No
produto D2, verificam-se um dupleto em 6,77 ppm (Jorto = 7,9 Hz) compativel com Hy,
um duplo-dupleto em 6,65 ppm (Jorto = 7,8 Hz; Jmeta = 1,5 Hz) compativel com Hc, e
um dupleto em 6,61 (Jmeta = 1,5 Hz) compativel com Ha, com integral para 1 hidrogénio,
cada um. Além disso, hd um duplo-dupleto em 5,92 ppm, cujos valores da constante
de acoplamento coadunam com o de um hidrogénio vinilico de uma ligacao dupla com
geometria cis, como desenhado na Figura 11 (Jcis = 10,3 Hz € Jvicina = 1,4 Hz).
Entretanto, um sinal referente ao hidrogénio Hs como um dupleto (J = 10,3 Hz) acima
de 6,00 ppm nao foi identificado, fato que foi impeditivo para que pudéssemaos atribuir
a estrutura de um produto de desidratacdo com geometria cis com certeza. Especula-
se gue esse sinal possa ter caido coalescendo com os sinais entre 5,80 e 6,00 ppm.
Experimentos de RMN de 3C estdo sendo providenciados para auxiliar com a

elucidacdo da estrutura deste produto.

O AICIz e BFzatuam como acidos de Lewis, recebendo um par de elétrons dos

atomos de oxigénio, dois deles ligados ao grupo acetal, e um como uma hidroxila
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benzilica. Ao adicionar o &cido cloridrico e agua durante workup, tem-se a protonacao
desses oxigénios concomitante com ataques nucleofilicos das moléculas de agua
direcionados ao carbono do acetal, com concomitante hidrélise e eliminacdo dos
grupos AlClz e BF3, formando assim, hidroxilas. Pela analise dos resultados, podemos
especular que os 4cidos empregados tiveram grande afinidade pela hidroxila ligada a
C1 do grupo alquil, provocando desidratacOes e desalquilagbes mais facilmente do

gue a hidrélise do acetal propriamente dita.

A terceira tentativa de hidrélise do grupo dioxolano foi realizada com acido para-
toluenossulfénico (p-TsOH) e o 5-(1-hidroxieptil)-1,3-benzodioxol. Foram obtidas trés
fracOes, G1IM2, G1IM3 e G1M4, sendo que a ultima diz respeito ao material de partida
recuperado sem reacao. Os trés espectros inteiros estao apresentados nas Figuras
12, 13 e 14. Como as solucdes das amostras G1M2 e G1M3 estavam muito diluidas
durante analise por RMN, a linha de base dos espectros ndo se encontra razoavel
assim como integrais. Ampliacbes de regifes importantes dos trés espectros

encontram-se na Figura 15.

Figura 12: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da amostra G1M2
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Figura 13: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da amostra G1M3.

Parameter
Title
Origin
Owner
Instrument

Value
G1IM3.1.1.1r

7.28
6.70
6.68
6.66
6.60
6.60
6.59
5.92
5.92
4.23
4.22
421
4.20
3.94
3.67
3.67
3.67
2.38
2.37
1.82
1.81
1.81
1.80
1.60
1.59
1.45
1.36
1.28
1.26
0.91
0.90
0.88
nNnn

Bruker BioSpin GmbH
NMRLab
spect

|
/

Solvent cDCi3
Temperature 298.2
Pulse Sequence
Experiment 1D
Probe
Number of Scans
Receiver Gain 29.6
Relaxation Delay

Pulse Width  9.4000
Presaturation Frequency
Acquisition Time
Acquisition Date
Spectrometer Frequency
Spectral Width

Lowest Frequency
Nucleus 1H
Acquired Size 32768
Spectral Size 131072

Z119470_022

zg30

3 (PA BBO 50051 BBF-H-D-05 Z SP)
1
1.0000

3.2768
2023 09-27T13:28:11
500.13
10000.0
-1911.7

Value
GIM4.11.1.1r

Parameter
Title
Origin
Owner
Instrument  spect
Solvent [k}
Temperature 298.1
Pulse Sequence
Experiment 1D
Probe
Number of Scans
Receiver Gain 119.3
Relaxation Delay

Pulse Width 10.0000
Presaturation Frequency
Acquisition Time
Acquisition Date
Spectrometer Frequency
Spectral Width

Lowest Frequency
Nucleus 1H
Acquired Size 32768
Spectral Size 131072

NMRLab

Bruker BioSpin GmbH

Z119470_0223 (PA BBO 50051 BBF-H-D-05 Z SP)

0.92
0.90
0.89
0.03

7930

16

1.0000

3.2768
2023-10-27T13:43:19
500.13

10000.0

-1911.7

Av. Gen. Rodrigo Octavio Jorddo Ramos, 6.200 — Coroado — Setor Norte do Campus Universitario

Bloco 10, 69077-000 - Manaus-AM — Fone: (092) 3305-2817/2818
e-mail: coordbquimica@ufam.edu.br

25


mailto:coordbquimica@ufam.edu.br

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS - ICE
COORDENAGAO DO CURSO DE BACHARELADO EM QUIMICA

Figura 15. Ampliagdes dos espectros de RMN *H (500 MHz, CDCls) das amostras
G1M2 (acima), G1IM3 (a0 meio) e G1M4 (material de partida, abaixo).
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Pela analise dos espectros, verifica-se que houve alguma alteragdo nos
deslocamentos quimicos dos sinais da por¢do dos hidrogénios ligados ao anel

aromatico, embora o padrdo geral do anel se mantenha. O simpleto referente ao
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metileno do grupo 1,3-dioxolano continua presente em todas as amostras. Entretanto,
a principal modificacdo aconteceu na porcao alquilica. O tripleto referente ao
hidrogénio carbinolico em 4,60 ppm do material de partida ndo esta presente nos
espectros dos produtos G1M2 e G1M3, porém, um grupo de sinais aparece entre 3,60
e 4,20 ppm. Ambas as amostram apresentam um multipleto em 3,67 ppm, mas G1M2
apresenta um tripleto em 3,94 ppm (que aparece apenas de forma residual no
espectro de G1M3), ao passo que G1M3 possui um multipleto em 4,21 (que também
aparece de forma residual no espectro de G1MZ2). Essa constatacdo levou a
considerar que ambas as amostras poderiam se tratar de isdmeros. Além disso, o
processo de separacdo cromatografica demonstrou que as manchas referentes as
duas eluiram de forma muito préxima. Espectros de RMN 3C e DEPT-135 foram
solicitados, onde os resultados dos experimentos DEPT-135 das trés amostras

encontram-se na Figura 16.

Os sinais da cadeia de hidrocarboneto mantiveram-se sem grandes alteracdes
nas contagens de carbono nos trés casos, sendo uma metila em aproximadamente
14,1 ppm e as demais unidades metilénicas aparecendo entre 22,7 e 45,0 ppm. A
porcao do anel aromatico também se mostra compativel com o esperado para um anel
do tipo 1,3-benzodioxol, com os carbonos CH do anel aparecendo em 106,4, 108,0 e
119,4 no material de partida, mas dois destes caindo proximos em mais ou menos 107
e o terceiro caindo por volta de 120 ppm nos produtos. O carbono metilénico do grupo
1,3-dioxolano aparece em 101,0 ppm no material de partida, mas em 100,8 e em 100,9
nos dois produtos. Esses dados corroboram para a tese de que G1M2 e G1M3 podem
tratar-se de isémeros. Por fim, o carbono carbinol do material de partida aparece em
74,6 ppm no material de partida, mas o mesmo carbono aparece bem mais
desblindado nos produtos, caindo em 78,0 ppm em G1M2 e em 79,6 ppm em G1M3,
comprovando alteragdo nessa regido (o sinal em 77,2 é carbono-13 residual do

solvente, aparecendo mais intenso nos espectros dos produtos muito diluidos).
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Figura 16. Espectros de RMN DEPT-135 (125 MHz, CDCls) das das amostras G1M2

(acima), G1IM3 (a0 meio) e G1M4 (material de partida, abaixo).
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Diante desses resultados, foi proposto que houve a dimerizacédo do material de
partida via formacéo de ligacao do tipo éter catalisada pelo acido p-toluenossulfénico.

Dessa forma, existe a possibilidade de formacdo de um par de enantibmeros do
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produto dimérico, bem como de um outro diastereoisdbmero destes, que se constitui
em uma substancia meso. A partir dessa inferéncia, pode-se concluir que a separacao
dos diastereoisdbmeros foi possivel por cromatografia em camada delgada, mantendo-
se a mistura de enantibmeros como majoritaria em uma amostra e o produto meso
como majoritario na outra. O mecanismo proposto para essa transformacao, do tipo

Sn1, encontra-se na Figura 17.

Figura 17. Mecanismo proposto para a formacao de G1M2 e G1M3 a partir do 5-(1-
hidroxiundecil)-1,3-benzodioxol e p-TsOH.
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4.2 Reacg0Oes de Grignard

Foram realizadas trés reacdes de Grignard neste trabalho, sendo que os
brometos de hexil-, octil- e decilmagnésio foram preparados in situ e colocados para
reagir com o substrato orto-vanilina em condi¢cdes anidras. Em todos os casos, uma
parte do produto bruto foi purificada por CCDP, sendo separadas 3 substancias em
todos os casos, sendo que uma delas representou o produto esperado de adi¢éo pelo

reagente de Grignard.

Os espectros de RMN !H dos produtos, com algumas ampliacdes, estdo
apresentados nas Figuras 18, 19 e 20. Em todos os casos, verifica-se que um simpleto
acima de 9,0 ppm, referente ao hidrogénio do grupo aldeido da orto-vanilina, esta
ausente, bem como constata-se 0 aparecimento de um grupo de sinais abaixo de 2,50
ppm, 0 que é indicativo de sucesso na inser¢cdo da cauda de hidrocarboneto na
estrutura do material de partida. Além disso, o hidrogénio carbindlico do centro quiral
formado na estrutura dos produtos pode ser verificado sempre acima de 4,50 ppm.

Este sinal aparece como um duplo-dupleto com J; em torno de 7,8 Hz e J> em torno
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de 5,8 Hz, uma vez que o hidrogénio carbindlico acopla com os dois hidrogénios

diastereotdpicos vicinais com constantes de acoplamento diferentes.

Figura 18: Espectros de RMN *H (500 MHz, CDCls) da amostra GRG1 (produto da
reacdo da o-vanilina com brometo de hexilmagnésio) com ampliacdes.
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Figura 19: Espectros de RMN 'H (500 MHz, CDCls) da amostra GRG2 (produto da

reacao da o-vanilina com brometo de octilmagnésio) com ampliacdes.
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Figura 20: Espectros de RMN *H (500 MHz, CDCls) da amostra GRG3 (produto da
reacdo da o-vanilina com brometo de decilmagnésio) com ampliacdes.
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De uma forma geral, as reacdes de Grignard foram eficientes em levar a
formacéo dos produtos de interesse, mesmo com a existéncia de hidrogénio fendlico
acido na estrutura da orto-vanilina, tendo sido usado excesso do reagente de Grignard

no protocolo das reagdes por este motivo.

4.3 Ensaios Antimicrobianos

Contras as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, todas as
substancias testadas ndo apresentaram atividade significativa, inibindo o crescimento
microbiano apenas na concentracdo de 250 pg/mL. Ja para Candida parapsilosis, a
amostra G1M4 (material de partida 5-(1-hidroxieptil)-1,3-benzodioxol) apresentou
atividade antimicrobiana moderada em 32 pg.mL?, e as amostras GRGO01-04,
GRG02-04 e GRGO03-05 apresentaram atividade antifungica moderada, todas de
62,5ug/mL.

Chama a atencdo que os compostos analisados apresentaram de baixa a
moderada atividade antifingica, o que permite especular que derivados fendélicos com
mais do que duas hidroxilas livres apresentam maior probabilidade de inibicdo de
Candida (Bouthenet et al., 2011; Clardy et al., 2000), em que os anéis fendlicos
parecem interagir melhor e inibir os fungos. Neste trabalho, os compostos avaliados
nao possuiam mais do que uma hidroxila fendlica livre, sendo que os produtos da
reacdo de Grignard sobre a orto-vanilina possuiam apenas uma. Por outro lado, é
valido mencionar que a presenca do grupo acetal fez com que G1M4 tivesse melhor
resultado antifingico do que as estruturas derivadas da orto-vanilina, o que também
sugere que ndo apenas a presenca e o numero de hidroxilas fendlicas livres nos
compostos é importante, mas também a disposi¢ao destes grupos e da cadeia lateral

no anel aromatico.
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5 CONCLUSAO

Os meétodos de remocdo do grupo acetal, utilizando &cidos de Lewis e
Bronsted-Lowry ndo foram eficazes para esse objetivo. Porém, foi possivel produzir
moléculas diferentes e interessantes, e que serdo mais bem estudadas pelo grupo de

pesquisa futuramente.

O primeiro método de desprotecdo, utilizando o AICIs, foi possivel, de acordo
com os dados obtidos nos espectros de RMN, identificar a producdo do catecol, que
teve sua cadeia alquilica removida. O método utilizando o pTsOH, por outro lado,
levou a formacédo de dimeros do material de partida. J4 as reacdes de Grignard
ocorreram com éxito, evidenciadas pelos dados obtidos nos espectros de RMN dos

produtos.

Os produtos das reacdes de Grignard, 0os quais possuem 0S grupos metoxila,
hidroxila e 1-hidroxialquil em padrdo de substituicdo 1,2,3 no anel aromaético
apresentaram baixa atividade antimicrobiana, sendo no entanto mais ativos contra a
levedura Candida parapsilosis do que contra as bactérias E. coli e S. aureus. Porém,
o material de partida utilizado para as reacoes de desprotecdo, o0 GRG-10 (isolado
como G1M4) apresentou melhor atividade, o que torna possivel conjecturar que a
disposicéo 1,2,4 de substituicdo do anel aromatico, incluindo a presenca do grupo

acetal, possuam um diferencial em relacdo a interagdo com as células fungicas.
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