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RESUMO

O numero de agentes antifungicos Uteis € relativamente pequeno quando
comparado aos agentes antibacterianos. A razdo desta discrepancia reside na
estreita relacdo entre os fungos patogénicos e seus hospedeiros mamiferos.
Muitas vias bioquimicas, que servem como importantes alvos para agentes
antibacterianos, simplesmente estdo ausentes nos fungos e as vias existentes, as
quais poderiam atuar como alvos sédo partilhadas pelo hospedeiro. Por essas
razBes, muitos compostos exibem atividade antifingica significativa in vitro néo
podem ser utilizados terapeuticamente em virtude de sua toxicidade para o
hospedeiro. O principal alvo dos agentes quimioterapicos é a membrana do fungo.

A maioria dos fungos contém ergosterol como principal esterol da membrana.

Os fungos também sdo responsaveis por perdas incalculaveis na

agricultura, em alimentos, bem como causadores de doencas em animais.

Diante da necessidade de novos agentes antifingicos com maior atividade
e menor toxicidade para os hospedeiros, propde-se a sintese de derivados do
acido galico, um produto natural obtido pela hidrdlise de taninos, como modelo
para o desenvolvimento de novas moléculas que atuem sistematicamente na
terapéutica antifungica. Os compostos derivados do acido galico foram testados
contra: Candida albicans, Candida tropicalis, Sacharomyces cerevisiae,

Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus
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niger, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Epidermophyton flocossum,

Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes.

Os resultados das Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM’s) foram
relacionados com valores do Coeficiente de particdo (Log P) e demonstraram
claramente haver uma relacéo polinébmica entre tamanho da cadeia alquilica dos
ésteres e os resultados das CIM’s para os fungos testados. Estes dados indicam
gue a atividade antifingica para os compostos: galato de heptila, octila e decila,
apresentam um desvio positivo na correlacdo. Logo, podemos dizer que a
atividade ndo é governada apenas por fatores ligados a lipofilicidade (Log P), mais
provavelmente inibindo alguma enzima no microorganismo. Este fato ainda sera

explorado com ensaios contra alvos especificos futuramente.
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ABSTRACT

The number of useful antifungal agents relatively small when compared to
the antibacterial agents. The reason of this discrepancy lives in the narrow
relationship between the fungi that cause disease and their hosts mammals. Many
biochemical roads that serve as important objectives for antibacterial agents are
simply in the mushrooms, and the existent roads that they could act as objectives,
they are shared by the host. For those reasons, many compounds that exhibit
significant antifungal activity in vitro therapeutically cannot be used because of
their toxicity for the host. The antifungal chemotherapeutic agent’s main objective
is the membrane of the fungi. Most of them contain ergosterol as main sterol of the

membrane.

Fungi are also responsible for incalculable loses in the agriculture, in foods,

as well as causes of animals diseases.

The synthesis of Gallic acid derivatives occurs due to the need of new
antifungal agents with larger a smaller toxicity for the hosts. The Gallic acid
derivatives were tests against: Candida albicans, Candida tropicalis,
Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergilus niger, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Epidermophyton  flocossum,  Trichophyton rubrun and  Trichophyton

mentagrophytes.




XiX

The results of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC’s) were plotted
against the values of the Partition Coefficient (Log P) and clearly demonstrated that
there is a polynomic relationships between the size of the alkyl chain of the
derivatives and the (MIC’s) for the tested fungi. These data indicate that the
antifungal activity for the gallate presents a positive deviation in the correlation.
Therefore, the activity is not just governed by lipofilicity (Log P), but also inhibits
some enzyme where it is taking place. This fact will be explored better hereafter

with against specific objectives.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Quimica Medicinal

Levado ao senso previdente a Quimica Medicinal relaciona o desenho e
producdo de combinagcbes que possam ser usadas em medicina para a
prevencao, tratamento ou cura de doencas humanas bem como, vegetais e
animais. De um ponto de vista puramente etimolégico pode-se dizer que a
Quimica Medicinal € uma de farmacologia (‘pharmakon' + 'logos’ = estudo de
farmacos). A Farmacologia envolve varias areas do conhecimento como: Figura 1.
Levado ao senso retrospectivo, a Quimica Medicinal inclui o estudo de farmacos ja
existentes; das suas propriedades bioldégicas e suas relagbes de estrutura-

atividade.

Quimica Medicinal
Farmacologia Farmacologia Molecular e Celular

Farmacologia Sistémica

Farmacologia Clinica

Figura 1 Dominios da Farmacologia.
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Uma definicAo de Quimica Medicinal adotada pela IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) por uma comissdo especializada; é discuti a

sequir.

Quimica Medicinal consiste na descoberta, desenvolvimento, identificacao e
a interpretacdo do modo de acdo de combinacdes biologicamente ativas ao nivel
molecular. Os interesses da Quimica Medicinal ndo se restringem aos farmacos,
mas também aos compostos bioativos em geral. Quimica Medicinal também esta
relacionada ao estudo, identificacdo, e sintese dos produtos metabdlicos destas

drogas e suas combinacdes relacionadas.’

1.2 Farmacos: Passado, Presente e Futuro

Durante muitos séculos a procura por medicamentos foi o centro das
investigacfes. No século XIX, o advento da quimica analitica e sintética sinalizou
uma mudanca importante em direcdo de algumas substancias naturais que foram
sintetizadas moléculas como acido de acetilsalicilico. A Quimica Medicinal
comecou em 1930 com a preparacao de sulfonamidas: drogas antibacterianas. A
historia da medicina sera desde entéo, até este tempo, dominada pela sintese de

novas moléculas medicinais: farmacos.

Hoje existe a cura para um grande numero de doencas, ou controla-se

através de terapia com farmacos. Assim, a briga contra bactérias e infec¢bes por



http://www.iupac.org/
http://www.iupac.org/
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fungos, foi um processo ganho parcialmente, e significativamente foram efetuados
tratamentos para doencas mentais, pulmonares, gastrintestinais, inflamatérias, e
cardiovasculares. Além disso, alguns canceres e certas formas de leucemia foram

curados através de quimioterapia.

No inicio do século XX, um médico precisava saber aproximadamente as
caracteristicas de talvez uma duzia de farmacos. Hoje em dia, a memdéria humana
nao é mais suficiente, e o clinico recorre habitualmente a farmacopéias para suas

consultas.

Embora a procura por novos farmacos seja governada por técnicas
racionais e de alto processamento, descobertas ao acaso ainda acontecem, como

nos velhos dias das ervas medicinais.

Os critérios pelo qual a qualidade de uma droga é julgada mudaram, néo s6
sua eficiéncia, mas também, sua seguranca deve ser levada em conta, assim
como a qualidade de vida do paciente. Atualmente leis mais rigidas governam a
descoberta de medicamentos, gerando consequéncias obvias para a industria

farmacéutica. *

1.3 Uso de produtos naturais como precursores de farmacos

Os pioneiros no uso de produtos naturais como matéria-prima para a

sintese de farmacos foram Russell E. Marker®, de grande importancia na sintese
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de hormoénios esteroidais, e.x. progesterona (2), a partir da diosgenina (1) que é
componente abundante em cactus mexicanos (Diiscorea macrostachya) (Figura

2).

Diosgenina (1) Progesterona (2)

Figura 2 Producéo da Progesterona a partir da Diosgenina.

Como este processo nédo foi interessante para a industria norte americana,
Marker fundou no México a Companhia Syntex para a producado industrial de
progesterona, que foi a provedora deste produto e de seus derivados até o
comeco dos anos 70. O processo se baseia no tratamento da diosgenina (1) com
anidrido acético a 200 °C em autoclave, formando o diacetato. A oxidag¢éo cromica
ataca quimioseletivamente a dupla ligacédo da cadeia lateral e produz um cetoéster
que, por tratamento com &cido acético, origina o acetato de 16-de-
hidropregnenolona. Sua reducdo catalitica quimioseletiva conduz ao acetato de
pregnenolona, que se transforma em progesterona por hidrélise alcalina e

posterior oxidagdo de Oppenauer.
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A  16-de-hidropregmonolona  é  também precursora da  di-
hidroepiandrosterona, uma molécula chave para a preparacao da testosterona, 0s
androgenos e anabolizantes que dela se derivam: os estrogenos, estrona e
estradiol. Ainda, a progesterona pode ser transformada em cortisona e outros
corticoides. A exploracao irracional das discoreas mexicanas, as melhores fontes
de diosgenina (1) pressionaram a industria farmacéutica a buscar outras fontes de
esterdides, suscetiveis a serem transformados em produtos Uteis. O processo
Upjohn obtém a progesterona com um rendimento global de 69%, utilizando o

estigmasterol (um esterol abundante no 6leo de soja).’

Os trabalhos de Marker foram decisivos, para a esterbide-terapia e
contribuiu  significativamente para a subseqiente descoberta da pilula
contraceptiva feminina. Diversas classes de produtos naturais tém sido
empregadas como matéria-prima para a sintese de diferentes substancia

bioativas.*?
“A diversidade molecular que a natureza nos oferece ¢ incalculavel...”.®

Entre os produtos naturais de origem vegetal, por exemplo, encontram-se
amplas e diversas arquiteturas moleculares como ilustram o0s terpenos,
bioformados pela mesma rota biosintética geral. A variedade de padrdes
estruturais que se encontram nas distintas classes de produtos naturais como
polifendis, flavondides, isoflavondides, lignanas, neolignanas, glicosideos,
cumarinas, cromonas, isocromonas, quinonas, alcaléides de diversas categorias,

entre outros, atestam sua excepcional diversidade molecular, fonte inesgotavel de
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modelos originais de arquitetura molecular. A importancia dos produtos naturais
como substancias-prototipos de farmacos pode ser comprovada em outras classes
terapéuticas distintas. Inumeros exemplos complementares poderiam ser incluidos
para ilustrar a importancia dos produtos naturais como protétipos de diversos

farmacos sintéticos empregados na terapéutica moderna.’

A sintese de andalogos de produtos naturais ativos tem contribuido para a
obtenc&o de novos medicamentos * A quimica combinatéria ndo conseguiu, pelo
menos até o presente, seu objetivo de ser a fonte priméria e Unica de diversidade
de estruturas moleculares. Como a diversidade estrutural € fundamental na
pesquisa para atingir diferentes alvos biolégicos, os cientistas voltaram aos
estudos de produtos naturais, considerando que durante milhdes de anos da
evolucdo bioldgica a selecdo natural realizou um processo de quimica
combinatéria realmente inigualavel. Assim, embora cerca de 100 mil compostos
oriundos de plantas, e aproximadamente 20 mil compostos obtidos de
microrganismo, tenham sido determinados, as fontes de metabdlitos secundarios
parecem ser inesgotaveis em relacdo as possibilidades de se encontrar novas e
diferentes estruturas com atividade de extrema importancia a quimica medicinal e

a agricultura.’
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1.4 Importancia dos Compostos fendlicos

Historicamente, a importancia das plantas ricas em taninos esta ligada as
suas propriedades de transformar a pele de animais em couro. Atualmente o
curtimento das peles também € industrialmente conseguido com compostos
minerais, entretanto, por varios milénios esse processo requeria exclusivamente o
uso de plantas que contém taninos. Durante o curtimento sdo formadas ligacdes
entre as fibras de coldgeno na pele animal, a qual adquire resisténcia ao calor,
dgua e abrasivos. Esta capacidade dos taninos em combinar-se com
macromoléculas explica a capacidade deles precipitarem celulose, pectinas e
proteinas. Essas propriedades sdo as bases da definicdo classica dos taninos:
substancias fendlicas sollveis em agua com massa molecular entre 500 e cerca
de 3000 Daltons, as quais apresentam a habilidade de formar complexos
insolaveis em agua com alcaloides, gelatina e outras proteinas. Estes compostos
sdo particularmente importantes componentes gustativos, sendo responsaveis
pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais. A complexagcao entre

taninos e proteinas € a base para suas propriedades como fatores de controle de

insetos, fungos e bactérias tanto quanto para suas atividades farmacolégicas. °

Os taninos hidrolisdveis séo caracterizados por um poliol central,
geralmente B-D-glicose, cujas fungbes hidroxilas s@o esterificadas com o &cido
galico. O composto f-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose (Figura 3) representa o

padrdo maximo de substituicdo alcancado, sendo considerado o precursor




27

imediato para ambas as classes de taninos hidrolisaveis (galotaninos e

elagitaninos).”

HO
HO OH OH
OH OH
o
0 4 & \o oH
0 o OH
3 2 0
HO o OH
fo) (6]
HO
OH
HO
HO OH

Beta-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose

Figura 3 Estrutura do galotanino $-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose.

Compostos fendlicos pertencem a uma classe que inclui uma grande
diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um
anel aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio € substituido por um
grupamento hidroxila. Eles estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e nos
microorganismos, fazendo também parte do metabolismo animal. No entanto, os
animais, em principio, sdo incapazes de sintetizar o anel aromatico, e o0s
compostos fendlicos produzidos em pequena quantidade pelos mesmos utilizam o
anel benzénico de substancias presentes nas dietas alimentares. Por outro lado,
0S vegetais e a maioria dos microorganismos tém a capacidade de sintetizar o
anel benzénico, e, a partir dele, principalmente, compostos fendlicos. Dentre os
compostos fendlicos pertencentes ao metabolismo secundario dos vegetais sao

encontradas estruturas tao variadas quanto as dos acidos fendlicos, derivados da

cumarina, dos pigmentos hidrossollveis das flores, dos frutos e das folhas. Além
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disso, essa classe de compostos abrange as ligninas e os taninos, polimeros com
importantes funcdes nos vegetais. As estruturas fendlicas sdo também

encontradas fazendo parte de proteinas, alcal6ides e terpendides. °
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2.0 REVISAO

Alimentos sdo contaminados por microrganismos por diferentes fontes
naturais ou seres humanos durante o controle ou processo de fabricacdo. A
adicdo de agentes antimicrobianos nos alimentos € um método primario para
prevenir a deterioracdo biolégica dos alimentos, especialmente alimentos que nao
podem ser tratados pelo calor, pois podem causar a desnaturacdo, degradacao
das vitaminas ou mudanca na textura, sabor ou aroma. Estudos descrevem a
efetividade dos ésteres do acido galico como reguladores da contaminacgéo

microbioldgica. °

O &cido galico € um trifenol amplamente distribuido em materiais de plantas
naturais como a amora-preta, hena, chd e uva; e é frequentemente um
componente de taninos hidrolisavel em muitas plantas. O &cido galico e seus n-
alquil ésteres, especialmente propila, octila e dodecila, sdo extensamente usados
como aditivos de alimentos e como sequestrante de espécies de oxigénio reativo

(ROS), inclusive peréxido de hidrogénio, anion superdxido e radical hidroxila. *

Na realidade, o acido galico e seus ésteres reduzem os danos na célula
induzidos por radical hidroxila e peroxido de hidrogénio na Salmonela
typhimurium, Escherichia coli® e células de fibroblastos dermais. °
Surpreendentemente, o acido galico e seus ésteres induzem apoptose em células
humanas com leucemia HL60RG e grandes efeitos citotoxicos em outras
linhagens de células. Postula-se que a geracdo de ROS pode contribuir para a

iniciacdo da apoptose. 1!
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Durante os estudos das relacdes de estrutura-atividade de uma série de n-
alquila ésteres do acido galico, alguns exibiram atividade antifGngica contra
Saccharomyces cerevisiae.® O 4cido galico ndo mostrou atividade antifingica,
considerando que os ésteres de n-alquila do acido gélico mostraram maior
atividade antifungica. A atividade fungicida méxima contra S. cerevisiae foi
demonstrada pelo galato de nonila. Segundo Kubo e col., o galato de dodecila ndo
demonstrou nenhuma atividade antiflingica.*® Isto poderia, segundo os autores,
estar principalmente ligado a um equilibrio entre o grupo hidroéfilico polar e a
porcao apolar hidrofébica da molécula. Os grupos fendlicos dos ésteres do acido
galico agrupam-se e formam ligagcdes de hidrogénio intermoleculares com um
grupo nucleofilico na membrana; rompendo a fluidez da bicamada na membrana
plasmética. O estudo da morte da célula do fermento S. cerevisiae induzida pelo
galato de nonila foi centrado na formacdo de ROS e os danos na membrana
plasmatica, usando galato de dodecila por comparacdo, ndo mostrou nenhuma

atividade antifingica.™

O galato de dodecila exibiu atividade antioxidante preventiva potente. A
porcao pirogalol foi responsavel por ambas as atividades. O galato de dodecila
previne a geracao de radicais superoxidos através da xantina oxidase, e esta

atividade vem de sua habilidade para inibir a enzima.**

O galato de octila exibiu atividade antifungica contra S. cerevisiae e
Zygosaccharomyces bailii, além de uma potente atividade antioxidante. A

atividade fungicida primaria do galato de octila vem de sua habilidade de agir
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como surfactante ndo-ionico. O tamanho da cadeia do grupo alquila ndo é o

principal contribuinte, mas tem um importante papel na atividade.*®

Esteres do &cido galico pertencem, a classe de compostos fendlicos que
sdo abundantes em vinho tinto. Neste estudo galatos inibiram a ativacdo de
citocina-induzida de um fator nuclear kB (NF- xB) e assim reduz expressdo de
moléculas de adesdo endotelial-leucdcitica em cultura células endoteliais de veia
umbilicais humanas (HUVECSs). O pré-tratamento de HUVECs com galato de etila
(3 a 10 umol/L) suprimiu significativamente interleucina-1a (IL-1o) ou necrose de

fator-o. tumoral.*®

Esteres de N-alquila do &acido géalico como (etila, octila, dodecila e cetila)
foram avaliados como inibidores da enzima recombinante de rato, esqualeno
epoxidase (ES), uma enzima limitante da taxa da biogénese de colesterol. O
galato de dodecila (ICso = 0,061 uM), mostrou-se o inibidor mais potente do que as

mais potentes galocatequinas de ocorréncia natural.*’

A atividade antifingica do galato de propila (C-3), octila (C-8) e dodecila (C-
12) ou (3,4,5-trinidroxibenzoatos) foram testados contra Saccharomyces
cerevisiae ATCC7754 e Zygosaccharomyces bailii ATCC 60483. O galato de octila
foi 0 Unico composto com a concentracdo fungicida minima de 25 pug/mL (89 uM)
contra S. cerevisiae e de 50 ug/ml (177 uM) contra Z. bailii, respectivamente.

Estas atividades fungicidas ndo foram influenciadas pelo pH.*®

Foram observados efeitos antitumorais promovidos pelas frutas de

Caesalpinia ferrea Mart.(Leguminosa) que foram testados in vitro contra o virus
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Epstein-Barr, o antigeno (EBV-EA) nos ensaios de ativacéo, e seus componentes

ativos foram identificados como acido gélico e galato de metila.™®

Esteres isoprénicos do acido gélico foram sintetizados e usados como
substratos para a enzima esqualeno epoxidase recombinante. Os galatos de
isoprenila mostraram boa inibicdo (ICso = 1.5uM), tdo potente quanto os analogos,
ja descritos previamente, enquanto galatos de fenil-alquila foram inibidores

moderados da enzima (ICso = 12 uM).?°

Derivados do acido galico com um grupo lipofilico (galato de farnesila
hidrogenado, galato de laurila, laurilamida do acido gélico e galato de colesterila)
foram examinados para sua habilidade, em induzir apoptose em células
leucémicas monoblasticas humanas U937. O éster farnesila foi o indutor de
apoptose mais potente entre as combinagbes examinadas, e 0s resultados
sugerem que o derivado lipidico possa aumentar a atividade de apoptose induzida
por acido galico que depende da estrutura. Estes resultados proverao informacdes

Uteis para o desenvolvimento de agentes antitumorais.?

Foram avaliados os ésteres do acido galico como inibidores da enzima
hidroxilase do p-hidroxibenzoato recombinante, uma flavina-monoxigenase
NADPH-dependente da bactéria Pseudomonas aeruginosa, o e galato de n-

dodecila apresentou atividade na concentragéo de (IC5o= 16 uM).22

E importante salientar que a combinacg&o de imidazois com galato de propila
forneceu (CIM) 10-150 vezes mais baixos do que somente com imidazois, para 40

linhagens de Candida albicans.*
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O galato de laurila (C-12, antioxidante usado em alimentos) previne a
formacdo de tumores da pele induzidos pelo dimetil-benzantraceno, em ratos, e
matam seletivamente células tumorais em tumores ja estabelecidos. O resultado é
a total remissdo da massa tumoral depois da aplicacéo topica, sem afetar o tecido

circunvizinho. ?*

Alguns derivados do acido galico demonstraram efeito como inibidores da
cadeia respiratoria do Trypanossoma cruzi um parasita causador da doenca de

Chagas.®

O acido galico e seus derivados tém atividade tripanocida contra
Trypanossoma brucei nas formas de circulacdo sanglinea e prociclica in vitro.
Estudos estruturais relacionaram que estas combinag¢des sugerem que a por¢ao

pirogalol (1,2,3-trifenol) pudesse ser a responsavel por esta atividade.?®

O extrato metandlico de Mitracarpus scaber e alguns de seus componentes
foram avaliados contra espécies de Staphylococcus aureus e de Candida albicans.
Alguns desses compostos como: acido galico e acido 3,4,5-trimetdxibenzdico,
inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus (MIC 3,90 e 0,97 ug/mL)

respectivamente.?’

Um novo método foi descoberto para aumentar a biodisponibilidade da

combinagao farmacéutica administrada, usando ésteres do &cido galico.”®

As reacdes para obtencdo dos ésteres do acido galico: (C-8, C-12, C-14, C-
16, C-18) foram efetuadas sem o uso de solventes, utilizando irradiacdo por

microondas, obtendo-se os ésteres com bons rendimentos.?°
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Devido a grande importancia dos galatos de alquila apresentada em varios
artigos especializados, existem metodologias patenteadas para a obtencédo dos
mesmos: 0s galatos de (C-1 a C-20) foram preparados, reagindo-se material
contendo taninos com o correspondente alcool em meio fortemente acido com
bons rendimentos. *° Esteres do &cido galico também podem ser preparados com

acdo da enzima tanase.®

O galato de dodecila (Cl12) possui atividade antioxidante e anti-
escurecimento, inibindo a oxidacdo da 3,4-dihidroxifenilalanina (I-DOPA)

catalisando a inibicéo da tirosinase.?

A enzima tannase do Aspergillus niger, imobilizada em Celite foi usada para
a sintese do antioxidante utlizado em alimentos, galato de propila, por

transterificacdo direta do acido tanico, com rendimento de 86%. >

O galato de dodecila (C12), possui atividade antibacteriana contra bactérias

gram-positivas. 3

Nosso grupo vem estudando as propriedades analgésicas de derivados do
acido galico, utilizando um modelo de QSAR altamente satisfatorio para estimar a

poténcia analgésica destes compostos. *°
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3.0 INFECCOES FUNGICAS

Os fungos obtém o alimento como sapréfitas, organismos que vivem sobre
a matéria organica morta ou parasitando a matéria viva. Em ambos os casos, as
substancias nutritivas sdo ingeridas por absorcao apds terem sido parcialmente

digeridas por meio de enzimas.*®

A maioria dos fungos € constituida de espécies saproéfitas que
desempenham a importante funcdo de decomposicdo na biosfera, degradando
produtos organicos e devolvendo carbono, nitrogénio e outros componentes ao
solo, tornando assim disponiveis as plantas. Cerca de 100 espécies de fungos
produzem doencgas no homem e quase 0 mesmo nUmero em animais, a maioria
das quais sédo enfermidades superficiais da pele ou de seus apéndices. No
entanto, mais de 8.000 espécies de fungos causam doencas em plantas, sendo
que todas as plantas sao atacadas por algum tipo de fungo. Cada um dos fungos,
parasitas, ataca a um ou mais tipos de plantas, causando assim, grandes perdas

na producao agricola.*

Muitos dos fungos passiveis de causar micoses vivem em associagdo com
o homem como comensais e estdo presentes no meio ambiente; todavia, até
recentemente, as infec¢gdes superficiais graves eram relativamente raras, ao passo
que as infecgbes sistémicas eram, em verdade, muito raras, pelo menos nas
zonas de clima frio e temperado. Nessas regides, uma infeccdo fungica
geralmente significava a ocorréncia de “pé-de-atleta” ou candidiase oral e vaginal,

que causavam desconforto, mas que dificilmente ameacavam a vida do individuo.




36

Todavia, nos ultimos 30 anos, houve um aumento uniforme na incidéncia de
infeccbes fangicas sistémicas secundarias graves. Um fator envolvido nesse
aumento tem sido o uso disseminado dos antibiéticos de amplo espectro, que
eliminam ou reduzem as populacbes bacterianas ndo patogénicas que
normalmente competem com os fungos. Outros importantes fatores, como o
aumento no numero de individuos com reducédo das respostas imunes devido a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) ou a acdo de agentes
imunossupressores utilizados na quimioterapia do céancer e isso levou a um
aumento na prevaléncia de infec¢cdes oportunistas, isto €, infeccées por fungos
gue normalmente sdo indcuos ou facilmente dominados em individuos

imunocompetentes.®’

3.1 Aspectos histoéricos

Possivelmente um dos primeiros relatos de doenga causada por fungos foi
relatada por Euripedes (456-450 a.C.) sobre uma mae e trés filhos que morreram

apoés comer um fungo.

Robert Hooke, em 1665, publicou a Micrografia, com a primeira ilustracao

microscoépica de um fungo.

Pietro Antonio Michelli, botanico de Florenga publicou, em 1729, “Nova

plantarum genera justa tornefortii methodum disposita”, descrevendo 900 fungos.
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Hipocrates (V a. C) descreveu o “sapinho”, lesao oral de Candida e Celso
(30 a.D) referiu-se ao favo (tinha do couro cabeludo), micose que, em 1834, foi

reconhecida por Remak.

David Gruby, em Paris, entre 1941 e 1944, descreveu 0 agente etiologico
do favo do couro cabeludo, Trychophyton schoenleinii, reproduzindo a doenca em
outra crianca, preenchendo com antecedéncia desta maneira os postulados de

Henle-Koch.

Na segunda metade do século XIX, com a teoria de Pasteur (1859), inicia-
se a associacdo de microrganismo especifico para doenca especifica. No século
XX continuaram as descobertas micologicas: Darling (1906), influenciado pelas
descobertas de Leishman (Calcuta) e Donovan (Madras), descobriu a
histoplasmose, julgando descrever nova protozoose. Em 1908, Lutz descreveu a
paracoccidioidomicose. Em 1910, Carini reconheceu o Pneumocuystis carinni,

confundido como protozoario.

Na historia da micologia, ndo se deve esquecer-se de mencionar mestres
gue influenciaram o curso das pesquisas; como Raimond Sabouraud (1864-1938),

Norman Conant (1908-1984), Chester Emmons (1900-1985) e Libero Ajello.®
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3.2 Classificacdo clinica das micoses

As micoses humanas podem ser causadas por fungos patogénicos

primarios ou por patogénicos oportunistas:

Os patogénicos primarios sdo aqueles que tém a capacidade de invadir os

tecidos de um hospedeiro normal;

Os oportunistas, somente sdo invasores de tecidos de individuos com

alteracbes graves do sistema imunoldgico do organismo.

3.3 As doencas causadas por fungos patogénicos priméarios podem ser

classificadas em quatro grupos naturais.

v'As micoses superficiais;

v'As micoses cutaneas;

v'As micoses subcutaneas;

v'As micoses sistémicas.

*As micoses por fungos oportunistas se agrupam sob a denominacdo de micoses

oportunisticas.
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3.3.1 Micoses superficiais

Séo infecgbes causadas por fungos que invadem apenas as camadas
superficiais da capa cérnea da pele ou da haste livre dos pélos; cujas lesbes se
manifestam como mancha pigmentar na pele ou ndédulo nos pelos, e nas quais a
forma invasiva do fungo € uma hifa caracteristica de uma micose ou de micoses

agrupadas sob um nome comum.

Cinco sdo as micoses superficiais: piedra negra, piedra branca, pitiriase

versicolor e tinha negra (duas micoses porque s&o causadas por dois fungos).®

3.3.2 Micoses cutaneas

Resultam do acometimento de fungos nos tecidos queratinizados da pele,
pélo e unha. Embora a lesdo esteja confinada a camada da pele e anexos mortos,
cornificados, a destruicdo dos tecidos é extensa e a reacdo imunolbégica do
hospedeiro € severa. So cinco as micoses cutaneas: dermatofitose, candidose,

hialo-hifomicose, feo-hifomicose e ceratomicose.

Os dermatofitos, principais agentes de micoses cutaneas, num certo
sentido, sao saprofitas especializados, por ndo invadirem tecido vivo, utilizando
somente estruturas mortas, queratinizadas do hospedeiro (pélo, pele, unha). A
doenca clinica resulta de reacdo toxica e alérgica do hospedeiro a presenca do

fungo e de seus metabdlitos.*®
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3.3.3 Micoses subcutaneas

Sao grupos heterogéneos de doencas causadas por ampla variedade de
fungos que invadem tecidos cutaneos e subcutaneos apds implante traumatico.
Sd0 sete as micoses subcutdneas: cromoblastomicoses, esporotricose, feo-
hifomicoses, lobomicose, micetomas, rinosporidiose e zigomicoses por

Entomophtorales.

Os agentes de micoses subcutaneas tém invasibilidade limitada. S&o
implantados no organismo traumaticamente e podem levar anos para desenvolver
doenca aparente, tempo para a adaptacdo ao ambiente tissular. Algumas
infeccbes se mantém localizadas, expandindo-se lentamente aos tecidos
contiguos (cromoblastomicose, micetoma), enquanto em outras (esporotricose) a

propagacao linfatica é freqiiente.®

3.3.4 Micoses sistémicas

Sao basicamente doencas pulmonares, em que a porta de entrada dos
propaguos fangicos é quase invariavelmente pulmonar. Os fungos sao dimorficos;
na natureza sao filamentosos, e no hospedeiro ou a 37°C, no laboratério,
apresentam forma de |évedo. Quatro sdo as micoses sistémicas: blastomicose,

coccidioidomicose, histoplasmose e paracoccidioidomicose.
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Os agentes destas micoses sdo patdgenos primarios. Tem capacidade de
causar doenca no hospedeiro normal, na dependéncia da densidade de
propaguos no ambiente e no tempo de exposicao (dose infectante). Paralelamente
as defesas do hospedeiro determinam o carater de progressividade e a gravidade
da doenca. Nestas micoses, todos os 6rgdos vitais podem ser atacados e as
lesbes podem ser extensas. As formas cutaneas e subcutaneas resultam de
disseminacdo hematogénica, raramente consequéncia de inoculacédo direta apos

traumatismo, especialmente como acidente laboratorial.®®

3.3.5 Micoses oportunisticas

Tiveram um incremento marcado na medicina atual. O advento de drogas
citotdxicas, a corticoterapia prolongada e o uso de drogas imunossupressoras
permitiram um aumento no numero de agentes e agravaram 0 curso dessas

micoses.

Hoje, todo fungo isolado de um paciente imunocomprometido deve ser
considerado potencialmente patogénico. Oito sdo as micoses oportunisticas
principais: aspergilose, candidose, criptococose, feo-hifomicose, hialo-hifomicose,
pneumocistose, pseudalescheriose e zigomicose.®® Por exemplo, o paciente
soropositivo com lesdo conhecida como “sapinho”ou candidiase causada por
fungos (Figura 4.). A candidiase € vista mais frequentemente como uma placa
branca ou branco-amarelada, que pode ser removida por raspagem, deixando
uma area vermelha com ou sem sangramento. Pode ser encontrada em qualquer

lugar da boca e normalmente ndo causa dor.*
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Figura 4 Paciente soropositivo (SIDA) com lesdao conhecida como “sapinho” ou candidiase.

4.0 Farmacos utilizados para o tratamento das infeccdes
fungicas.

Se levar em consideracao a quantidade de compostos naturais e sintéticos
relatados como antifingicos por revistas cientificas, pode-se pensar que se conta
atualmente com uma variedade enorme de farmacos para o tratamento das
infec¢bes fungicas. Entretanto, a realidade é muito diferente. Para uso humano,

existem limitadas opc¢des terapéuticas:
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Tabela 1 Compostos antifingicos usados para o tratamento de micoses em humanos.*

Composto antifungicos Grupo quimico Micoses nos quais séo utilizados

Anfotericina B Polieno Tratamento inicial da maioria das
infecgdes sistémicas: blastomicosis,
candidiase, coccidiodomicosis,
criptococosis, histoplasmosis,
paracoccidiodomicosis, sporotrichosis e

fusariosis

5-Flucitosina Pirimidina fluorada Usa-se em combinacdo com Anfotericina
B, no tratamento de candidiase,

fusariosis e criptococosis

Cetoconazol Imidazol Candidasis, histoplasmosis,
blastomicosis, coccidiodomicosis e

paracoccidiodomicosis

Miconazol Imidazol Candidasis, histoplasmosis,
blastomicosis, coccidiodomicosis e

paracoccidiodomicosis
Fluconazol Triazol Criptococosis, candidasis

Itraconazol Triazol Criptococosis, candidasis, sporotricosis,
histoplasmosis, paracoccidiodomicosis,

coccidiodomicosis, aspergilosis

Existe um consenso geral de que sSd0 necessarios novos agentes
antifingicos mais potentes, mas sobre tudo com menos efeitos colaterais que 0s
em uso atualmente. A busca se orienta no sentido de compostos que atuem de
modo seletivo, que causem a inibicdo de um processo no patdgeno que ndo exista
no hospedeiro ou seja suficientemente diferentes, para que seu metabolismo seja

pouco afetado.*
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4.1 Deteccdo de compostos com atividade antifungica in vitro.

Para detectar agentes antifiUngicos in vitro usam-se diferentes tipos de

ensaios, dentre eles:

4.1.1 Deteccdo de compostos antifingicos com ensaios sem alvos
especificos.

A maioria dos trabalhos de pesquisa de atividade antifungica, ja realizados
com 0s compostos atuais, utiliza métodos celulares sem alvo especifico. Eles séo
Uteis para detectar compostos que inibem o crescimento (fungistaticos) ou matam

o fungo (fungicida), mas nao déo informagdes sobre seu modo de agéo.
Os métodos mais usados séo:

4.1.2 Métodos de difusao

O composto a ser testado é colocado num reservatério (discos de papel,
pocos no meio de cultura ou cilindro sobre a superficie), em contato com um meio
sélido (por ex. agar), inoculado com um determinado fungo. Apdés um tempo
adequado de incubacédo, mede-se o diametro ou raio da zona clara (onde nao
houve o crescimento fungico) em volta do reservatorio. A teoria deste método ja foi

descrita com detalhe, assim como os fatores que influenciam sua realizacdo. *°

A informacgdo obtida é qualitativa, util para estabelecer a sensibilidade do

microrganismo, mas nao para estabelecer uma comparacdo da poténcia
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antimicrobiana das amostras e dos antibidticos. O método apresenta problemas

com as substancias que nao diftundem no meio. *°

4.1.3 Método de diluicéo

Neste tipo de método, uma quantidade fixa de amostra a ser testada €
dissolvida homogeneamente em um meio conveniente, como por exemplo, agar,
caldo etc. Usualmente, utilizam-se diluicdes da amostra original, a cada uma das
quais se inocula o fungo a ser testado. Determina-se a Concentracao Inibitéria
Minima (CIM), que é a menor concentragdo que inibe o crescimento do
microrganismo. Este método tem a vantagem de ser quantitativo e de poder ser
usado, tanto para amostra soluvel em agua, quanto lipossolivel. O teste pode ser
estendido para fornecer informagBes sobre a concentracdo fungica minima

(CFM).%

4.2 A Importancia da pesquisa de novos agentes antifungicos.

Durante as duas ultimas décadas, houve um aumento significativo das
infecgbes fungicas humanas, como resultado das imunodeficiéncias associadas
com a SIDA, quimioterapia anticancerigena, transplantes, doencas de idosos e
neonatos. A medicina em geral auxiliou no aumento da sobrevida de pacientes
imunodeprimidos, paradoxalmente eles acabam falecendo por infec¢des fangicas

que causam a morte de um grande numero destes individuos. Os fungos
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implicados nestas infecgcdes podem ser verdadeiramente patégenos ou patégenos
oportunistas. Estes ultimos séo fungos com baixa viruléncia e que manifestam sua
patogénicidade em pacientes imunodeprimidos e que, em alguns casos, levam a

morte.*°

Também o0s animais podem ser atacados esporadicamente por fungos
muito dificeis de serem combatidos. Além disto, as infec¢Bes fungicas em plantas

representam perdas incalculaveis para a producéo agricola. *°

Numeros cada vez maiores de cepas flangicas estdo tornando-se
resistentes a farmacos antifingicos atualmente utilizados. Felizmente, a
resisténcia a farmacos nao é transferivel nos fungos, constituindo um pequeno
conforto para o paciente infectado por uma cepa resistente. Outro problema é
representado pelo aparecimento de novas cepas de fungos, comensais que se
tornaram patogénicos. Por conseguinte, estdo sendo pesquisados novos e

melhores agentes antifingicos. *°

A maioria dos farmacos, antifingicos convencionais atuam sobre a
membrana plasmatica do fungo, interferindo, na maioria das vezes, no
metabolismo do ergosterol (p. ex. flucitosina, azdis, terbinafina). Um novo azol, o
voriconazol, estd sendo objeto de estudo clinico de fase Ill; possui agéo
fungistética contra todos os fungos, incluindo as cepas resistentes, sendo
fungicida contra Aspergillus. E também pesquisada uma proteina do milho que

aumenta a permeabilidade da membrana celular dos fungos. *’
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4.3 COEFICIENTE DE PARTICAO.

As primeiras descricbes de acdo dos farmacos se resumiam aos efeitos
tbnicos ou toxicos destas no organismo. A partir do surgimento do conceito de
receptores farmacolégicos e de sua comprovacao através de experimentos, houve
um aumento na importancia das propriedades quimicas dos farmacos e a sua
relagdo com a resposta farmacologica. Por exercerem um papel importante na
determinacdo da acdo biolégica dos farmacos, € apropriado referir-se a estas

propriedades como propriedades biofarmacéuticas, a exemplo de: solubilidade,

coeficiente de particdo (Log de P), grau de ionizacéo (pKa) e difuséo. **

Para um dado farmaco, as propriedades fisico-quimicas de determinados
grupamentos funcionais sdo de fundamental importancia, uma vez que, podem
alterar a acdo biolégica, dos mesmos, afetando sua farmacodinamica e

farmacocinética (Figura 5).

Uma das principais propriedades fisico-quimicas € o coeficiente de parti¢céo,
gque expressa a lipofilicidade relativa de uma substancia. O coeficiente de particdo
é definido como a razéo entre a concentragéo da substancia na fase organica e na
fase aquosa em um sistema de dois compartimentos sob condi¢cées de equilibrio.
Quanto maior o coeficiente de particdo, maior a afinidade da substancia pela fase

organica e maior facilidade para atravessar as biomembranas.

O coeficiente de particdo entre agua ou tampao e 1-octanol é a medida

amplamente usada para avaliar a lipofilicidade de compostos quimicos. **
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Porque usar n-octanol?

As propriedades do 1l-octanol assemelham-se as bicamadas lipidicas das

membranas.

A distribuicdo de substancias quimicas em 1-octanol simula certa habilidade

de atravessar as membranas bioldgicas.

A lipofilicidade é o fator chave para determinar o comportamento das

drogas in vivo. **

( g
» Farmacocinética:

« Permeabilidade das membranas fisiolégicas
(absorcéo,distribuicéo)

« Ligacdo de proteinas plasmaticas

+ Volume de distribuicdo

» Farmacodinamica:

 Reconhecimento de alvos
« Afinidade com alvos
« Especificidade dos alvos

Figura 5 Farmacodindmica e farmacocinética.

4.4 Definicao de coeficiente de particao.

O coeficiente de particdo (Equacgédo 01) de uma substancia quimica fornece

uma medida termodindmica do balanco da hidrofilicidade-lipofilicidade. No
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laboratorio, uma pequena quantidade de um composto foi adicionada a um
sistema de dois liquidos imisciveis, uma fase consiste em agua ou tampéao e a

outra na fase organica.

Uma vez que o composto entra em equilibrio com os dois solventes, o
coeficiente de particdo pode ser calculado dividindo a quantidade de composto
presente na fase organica pela quantidade de composto presente na fase aquosa

e aplica-se o logaritmo.
Por exemplo:

Coeficiente de particdo P = [Orgéanica] / [Aquosa] onde [] = concentracéo

(01)

Log P =1og10 (Coeficiente de particéo)

Nota:

Log P =1 corresponde 10:1 Fase organica / Fase aquosa;

Log P =0 corresponde 1:1 Fase organica / Fase aquosa;

Log P =-1 corresponde 1:10 Fase organica / Fase aquosa;

Varios métodos podem ser utilizados para a determinacgdo do coeficiente de

particdo (Figura 6). 2
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(" )

» Método direto:

« "Shake-flask"(Distribui¢cao do composto
entre 1-octanol e tampédo

Meétodo indireto:

« Cromatografico
« Titulag&o eletrométrica

Métodos computacionais:

*CLog P
* MLog P

Figura 6 Métodos para a determinacéo do Coeficiente de Particdo.

O valor do coeficiente de particdo (Log P) é um parametro freqientemente
usado em estudos de QSAR, (Quantitative Structure-Activity Relationships) como
medida quantitativa da lipofilicidade de compostos bioativos. O valor do Log P de
um composto, pode ser interpretado como sendo a somatéria de dois termos: um
relacionado com volume (estéricos) e o outro com interacdes intermoleculares
(interacdes dipolo-dipolo e ligacBes por hidrogénio). A investigacdo da natureza e
grandeza destes termos pode contribuir para uma compreensdo do

comportamento farmacocinético de drogas candidatas a farmacos. #?

O sucesso no desenvolvimento de novos farmacos requer ndo apenas
estudos de otimizacdo das interacdes ligante-receptor, como também é preciso
que o farmaco atinja seu alvo. Assim, por ndo apresentarem a biodisponibilidade
adequada, muitos compostos candidatos a farmacos que séo bastante ativos in
vitro, mas apresentam-se inativos in vivo. Assim, recomenda-se considerar 0s
parametros ADME (Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrec&o) ja no inicio

do planejamento, ou seja, ja na fase de otimizacdo da estrutura fundamental. Por
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outro lado, sabe-se que a distribuicdo de um composto tem relacéo direta com sua
lipossolubilidade, podendo esta ser expressa por seu coeficiente de particdo, Log

p 42

O crescente aumento nos valores de P poderia insinuar que a atividade
biolégica aumentaria até o infinito, na realidade, isto ndo acontece. Existem varias
razdes para isto. Por exemplo, a droga pode ficar tdo hidrofébica e assim tornar-se
pouco soluvel ou pode ser retida em depositos de gorduras, nunca chegar ao local
planejado. Finalmente, drogas hidrofébicas séo freqientemente mais suscetiveis

ao metabolismo e subsequiente eliminacao. 2

Uma relacdo direta entre valores de P e atividade biologica foi observada
em muitos estudos de QSAR, pois os valores de P estudados sao freqientemente

estreitos.

Por exemplo, um estudo com soro albumina sérica, restringiu-se a
combinac¢des que tém valores de P ou Log P entre 0,78 a 3,82. Se estes estudos
fossem estendidos para incluir combinacdes com valores muito altos de Log P,
entdo seria observado um quadro diferente. O gréfico seria parabdlico, como
apresentado na (Figura 7). Nesta figura a atividade biol6gica aumenta com valores
de P, até que valor o maximo seja obtido. Os valores de Log P maximo
denominam-se (P% e representa o coeficiente de particdo Otimo para dada
atividade biologica, até que em algum ponto, um aumento dos valores de Log P

resulta em uma diminuic&o da atividade biol6gica. *?
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Log 1/C /

Figura 7 Gréfico Log 1/[C] versus Log P.

Em algumas situacdes o coeficiente de particdo € o Unico fator que
influencia a atividade bioldgica, e a curva parabdlica acima pode ser expressa pela

(Equacdo matematica 02):
Log (1/C) = - ky (Log P)> + ks log P + k3. (02)

Note que termo de (Log P)? tem um sinal negativo a sua frente. Quando P
for pequeno, o termo de (Log P)? é muito menor e a equacdo é dominada pelo
termo Log P. Este representa a primeira parte do grafico onde um aumento da
atividade aumenta o valor de P. Quando P for grande, o termo de (Log P)? é mais
significante e eventualmente "subjuga” o valor do termo em P. Este termo
representa a Ultima parte do grafico onde a atividade diminui com o aumento do
Log P. ki, kz, e ks s@o constantes e podem ser determinados através de um bom

programa de computador.*?

Existem relativamente poucos farmacos onde a atividade esta relacionada

somente a valores de P. Esses farmacos tendem a operar em membranas de
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células onde a hidrofobicidade é a caracteristica dominante e que controla a acao
delas. Os melhores exemplos de farmacos que operam em membranas de células

s&0 0s anestésicos gerais.

4.5 OBJETIVOS

v'Sintetizar derivados do acido galico, dentre eles uma série de ésteres com
diferentes tamanhos na cadeia alquilica variando o alcool utilizado

desde metila até octadecila.

v'Avaliar a atividade antifingica in vitro contra alguns fungos que causam
doencas em animais, plantas e seres humanos, como: Candida
albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergilus niger,
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Epidermophyton flocossum,

Trichophyton rubrun and Trichophyton mentagrophytes;

v'Calcular o coeficiente de particdo teérico utilizando métodos

computacionais com auxilio do programa TSAR 3D;*
v'Determinar o coeficiente de particdo 6timo para cada fungo;

v'Comparar a atividade dos compostos sintetizados frente a farmacos

utilizados em clinica médica.
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5.0 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais e Métodos

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrometro Bruker (200
MHz), usando-se solventes deuterados adquiridos comercialmente (Aldrich) e
tetrametilsilano como padréo interno de referéncia. Os deslocamentos quimicos
sdo expressos em o (partes por milhdo — ppm) em relagcéo ao tetrametilsilano. As
multiplicidades sdo expressas como: singleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto
(q) e multipleto (m). Os espectros de massas dos compostos foram obtidos por
injecao direta em espectrometro Shimadzu CG/MS-20002 70 eV. Os pontos de
fusdo foram determinados em equipamentos Microquimica AP-300 e nao foram
corrigidos. Os espectros de infravermelho foram obtidos em espectrometro Perkin-

Elmer Spectrum FT-16, com pastilhas de KBr.

Usou-se cromatoplacas de silica UVas4 (Merck) como adsorvente, para
acompanhar as reagfes e verificar a pureza dos compostos sintetizados. A silica
utilizada para as colunas cromatograficas foi a Gel 60 (Merck). Os solventes
hexano, acetato de etila foram utilizados como eluentes, foram usados puros ou
em misturas com grau de pureza analitica de procedéncia, Reagen ou Nuclear.
Quando necessario, o0s solventes foram purificados utilizando métodos
previamente descritos na literatura. ** Os cromatogramas foram revelados por

aspersdo de uma solugdo alcodlica 10% de cloreto férrico, fornecendo uma
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coloracdo azul caracteristica em contato com o0s compostos fendlicos ou

visualizadas com luz de ultravioleta (UV,s4) de comprimento de onda curto.

5.2 Sintese dos derivados do acido galico.

Os compostos: pirogalol (01), acido galico (02) e acido chiquimico (03),
foram adquiridos da VETEC, e ALDRICH respectivamente, com grau de pureza

analitico.

5.2.1 Preparacéao do acido galico triacetila (04).

o 0
HO H3COCO
OH
zZncl, OH
(CH3C0),0

Figura 8 Preparacéo do acido galico triacetila (04).

Ao acido galico (02) (0,5 g) em anidrido acético (5mL), foi adicionado cloreto
de zinco (0,05 g). A mistura foi mantida sob agitacdo por 6 horas a temperatura

ambiente. Apoés, agua (50 mL) foi adicionada e a solu¢cdo mantida sob agitacao
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sob a temperatura ambiente durante a noite. O solido foi filtrado, lavado com agua

gelada e colocado em forno de secagem sob vacuo (Buchi TO-51) a 60°C.

5.2.2 Preparacéo do Acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (05)

o) 0
HO HsCO
OH OH
(CH3),S0,
NaOH
HO Refluxo H3CO

Figura 9 Preparacgéo do acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (05).

Adicionou-se (8 g) de hidréxido de sodio em 100 mL de agua resfriada (5
°C), em um baldo de 500 mL. Apds adicionou-se (5 g) de acido galico (02) e o
frasco foi fechado imediatamente, agitando-se ocasionalmente até a total
dissolugdo do &cido. Apds, adicionou-se (8,9g) (6,7 mL) de sulfato de dimetila,
agitando-se por 20 minutos, sendo resfriado em banho de agua fria para que a
temperatura ndo ultrapasse 30-35 °C. O frasco foi ocasionalmente aberto para
liberar a pressdo. Uma segunda porcdo de (8,99) de sulfato de dimetila foi
adicionada e a solucéao foi agitada durante 10 minutos e a temperatura foi a 40-45
°C. Ao baléo foi conectado um condensador de refluxo e deixou-se sob ebulicdo
por duas horas. Para evitar que uma pequena porcdo do éster fosse formada,

adiconou-se (2 g) de hidréxido de sbédio e 20 ml de agua e assim o refluxo foi
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mantido por mais duas horas. A mistura reacional foi resfriada e acidificou-se com
acido cloridrico diluido e o &cido 3,4,5-trimetoxibenzéico (5) precipitou, foi filtrado
em funil de bichner sob vacuo e lavado com agua gelada. O solido foi

recristalizado em agua quente utilizando carvéo ativado. *°

5.2.3 Preparacéo do 3, 4,5-trimetéxibenzoato de etila (06)

o] 0
HsCO HaCO
OH CH3;CH,0H OCH,CHj
> H,O
H2S04 " 2
H5CO Refluxo/Tolueno  H;cO
Dean Stark

Figura 10 Preparacédo do 3,4,5-trimetéxibenzoato de etila (06).

Ao acido 3,4,5-trimetoxibenzéico (05), (2,12 g) (10 mmol), o alcool etilico
(40 mmol) e tolueno (70 mL), foi adicionado lentamente H,SO, (0,2 mL) e a
mistura aquecida sob refluxo. A mistura reacional foi mantida sob refluxo (Dean-
Stark foi usado para separar a agua da mistura reacional) por um periodo entre 12
horas. Apés, foi evaporado o solvente sob vacuo e o residuo foi dissolvido em éter
etilico e extraido com agua (50 mL). Extraiu-se com solugéo saturada de NaHCOs3
(3x30 mL) e agua (40 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e

o solvente evaporado sob vacuo. O produto foi recristalizado em &gua quente.*’ A
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reacao foi acompanhada por CCD utilizando como eluente hexano/acetato de etila

e como revelador cloreto férrico 10%.

5.2.4 Procedimento experimental geral para a sintese dos galatos (07-12).

) o)
HO HO
OH OR
ROH
H2804 + Hzo
HO Refluxo HO 07)
Tolueno (08)
OH Dean Stark o (09)

Figura 11 Procedimento experimental geral para a sintese dos galatos (07-12).

Ao acido galico (02), (0,85 g)

(5 mmol), foi adicionado o alcool apropriado

(15 mmol) e tolueno (70 mL), foi adicionado lentamente H,SO, (0,2 mL) e a

mistura foi aquecida até refluxo. A mistura reacional foi mantida sob refluxo (Dean

Stark foi usado para separar a agua da mistura reacional) por um periodo entre 8-

12 horas, de acordo com o alcool empregado. Apds, evaporou-se 0 solvente sob

vacuo e o residuo foi dissolvido em éter etilico e extraido com agua (50 mL).

Extraiu-se com solugéo saturada de NaHCO3 (3x30 mL), e agua (40 mL). Secou-

se a fase organica com sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado sob vacuo.

Os produtos foram recristalizados em

éter de petréleo.*’
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5.2.5 Procedimento experimental geral para a sintese dos galatos (13-20).

Figura 12 Procedimento experimental geral para a sintese dos galatos (13-20).

Para a preparacdo dos derivados (13-20) foi empregado o procedimento
adaptado da literatura de patentes, utilizando acido sulfarico como catalisador a
mistura reacional apresentou-se dificil de purificar, assim optou-se em utilizar o

acido p-tolueno sulfénico (PTSA) como catalisador.*’

Ao é&cido galico (0,1701g, 1 mmol), foi adicionado o &lcool apropriado (3
mmol) e PTSA (0,019g, 0,1 mmol), e 10 mL de (1,4-dioxano ou acetona) para
solubilizar a mistura, que foi aquecida a 160°C em banho com fluido térmico, sob
vacuo em rotaevaporador. A mistura azeotropica (agua e alcool) destila. O tempo
de reacdo variou (2-4 horas) de acordo com o alcool empregado e pode ser
acompanhado por CCD utilizando como eluente hexano acetato de etila e .
Evidenciado o término na reacdo por CCD, resfriou-se a mistura reacional e

adicionou-se 2x20mL de éter de petroleo que foi aquecido aproximadamente 50°C
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e filtrou-se a quente. O filtrado foi concentrado em rotaevaporador e purificado em

coluna de silica gel com gradientes de solventes Acetato/Hexano.
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6.0 AVALIACAO MICROBIOLOGICA: Atividade antifingica.

Os testes microbioldgicos foram realizados pela professora Dra. Suzana
Zacchino na Faculdad de Bioquimica y Farmacia da Universidad Nacional del

Rosario, Argentina.
6.1 Microorganismos

Os microorganismos usados na avaliacdo antifungica foram adquiridos da

American Type Collection (Rockville), da CEREMIC ou ATCC.
v/(Ca) Candida albicans ATCC 10231;
v/(Ct) Candida tropicalis C131;
v'(Sc) Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763;
v'(Cn) Cryptococcus neoformans ATCC 32264;
v'(A.fu) Aspergillus fumigatus ATCC 26934;
v'(A.fl) Aspergillus flavus ATCC 9170;
v'(An) Aspergillus niger ATCC 9029;
v'(Mc) Microsporum canis C112;
v'(Mg) Microsporum gypseum C115;
v (Ef) Epidermophyton flocossum C114;

v'(Tr) Trichophyton rubrum C113;
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v'(Tm) Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.

6.2 Ensaios antifungicos

A atividade fungistatica dos derivados do acido galico foram avaliadas

empregando-se o método de diluicdo em agar cloranfenicol-Saboureaud.

Os ensaios foram realizados em placas de petri 96-well microtiter. Os
derivados do &cido galico foram dissolvidos em DMSO (em triplicata) e
adicionados ao meio de agar fundido, resultando em diferentes concentragdes
variando entre 1 e 250 pg/mL. A concentracdo final de DMSO néo excedeu 2%
nos ensaios. Usando uma micropipeta, o inoculo (5uL) foi adicionado ao meio de
agar. Os reagentes antifungicos Anfotericina B (A), Cetoconazol (B) e Terbinafina
(C), foram empregados como padrdes positivos nos ensaios. Uma solugcdo sem
qualquer composto foi utilizada como controle. As placas foram incubadas 24, 48
ou 72 horas a 30°C (de acordo com o crescimento dos fungos). A CIM foi definida
como a menor concentracdo individual de cada composto na qual nédo foi

observado crescimento flingico visivel apds o periodo de incubac&o.*




7.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Mecanismo de esterificacdo do acido galico catalisada por acido.
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Na Figura 13, apresentamos o mecanismo de esterificacdo do acido galico

catalisado por &cido.

o}
HO H
o +H
H
HO
OH
(02)
H
o
HO H
o
/Ar
H
HO
OH N
/
O+
HO | R +H
o
-H
HO
OH

HO H

HO

HO

HO R

HO

+ROH

Figura 13 Mecanismo de esterificacdo do acido galico catalisada por acido.
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7.2 Estruturas e dados espectroscépicos dos compostos sintetizados (os

valores de Log P foram calculados com auxilio do programa TSAR.*).

Os compostos 01, 02 e 03 foram obtidos comercialmente (01, 02 — VETEC,

03 — ALDRICH).

7.2.1 Pirogalol (1,2,3-trihidroxibenzeno) — 01.

Massa molecular: 126,12 g/Mol.
Ponto de fuséo: 131-132 °C.

Log P:1,1934.
HOL 1

HO 3

OH
01

Figura 14 Estrutura do 1,2,3-trihidroxibenzeno (01).




7.2.2 Acido galico (Acido 3,4,5-trihidroxibenzéico) — 02.

Massa molecular: 170,13 g/Mol.

Ponto de fusdo: 254-255 °C.

Log P: 0,8918.

HO

02

Figura 15 Estrutura do acido 3,4,5-trihidroxibenzéico (02).
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7.2.3 Acido chiquimico - 03.

Massa molecular: 174,17 g/Mol.
Ponto de fusdo: 183-185 °C.
Log P: -0,9488.

HO///,, 3
OH

w
HO
5

OH

03

Figura 16 Estrutura do acido chiquimico (03).
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7.2.4 Acido 3,4,5-triacetilbenzéico — 04.

Massa molecular: 296,25 g/Mol.
Ponto de fusdo: 171-172 °C.
Log P: 0,2417.

Rendimento: 93%.

04

Figura 17 Estrutura do acido 3,4,5-triacetilbenzdico (04).

'H-RMN: DMSO-ds, 200 MHz: & 7,76 (s, 2H, ArH), 2,33 (s, 3H, CH3), 2,30 (s, 6H,
CH5C=0).
IV (A; cm™): 3565, 2919, 2629, 1784, 1695, 1432, 1321, 1208, 1180, 1053.

EI-MS (m/z): 296 [M]", 279, 254, 237, 212, 194, 170, 152, 126, 113, 45.
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7.2.5 Acido 3,4,5-trimetéxibenzéico — 05.

Massa Molecular: 212,22 g/Mol.
Ponto de fusdo: 165-168 °C.
Log P: 0,9869.

Rendimento: 80%.

Figura 18 Estrutura do acido 3,4,5-trimet6xibenzdico (05).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: 5 12,92 (s, 1H, OH), 7,23 (s, 2H, ArH), 3,82 (s, 6H,
2xXOCHj3), 3,72 (s, 3H, OCHy).

IV (A; cm™): 3460, 2960, 2836, 2644, 2518, 1685, 1587, 1464, 1416, 1327, 1227,
1124,

EI-MS (m/z): 212 [M]*, 197, 141, 111, 96, 66.
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7.2.6 3,4,5-trimet6éxibenzoato de etila — 06.

Massa molecular: 240,28 g/Mol.
Ponto de fusdo: 200-202 °C.
Log P: 1,3611.

Rendimento: 70%.

Figura 19 Estrutura do 3,4,5-trimetdxibenzoato de etila.

'H-RMN: CDCls, 200 MHz: § 7,30 (s, 2H, ArH), 4,37 (g, 2H, OCH,), 3,91 (s, 6H,
OCHa), 1,39 (t, 3H, CHa).
IV (A; cm™): 3393, 2962, 2838, 1706, 1591, 1459, 1414, 1331, 1227, 1131.

EI-MS (m/z): 240 [M]*, 225, 195, 141, 93, 66, 53.




7.2.7 Galato de metila (3,4,5-trihidroxibenzoato de etila) — 07.

Massa molecular: 184,16 g/Mol.
Ponto de fusdo: 150-152 °C.
Log P: 0,9235

Rendimento: 79%.

HO

07

Figura 20 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de metila (07).

'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: & 6,96 (s, 2H, ArH), 3,76 (s, 3H, OCHs).
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IV (A; cm™): 3515, 3458, 3350, 3342, 3234, 1693, 1618, 1537, 1373, 1326, 1261,

1197, 1053.
EI-MS (m/z): 184 [M]", 153, 125.
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7.2.8 Galato de etila (3,4,5-trihidroxibenzoato de etila) — 08.

Ponto de fus&o: 148-150 °C.
Massa molecular: 198,19 g/Mol.
Log P: 1,2660.

Rendimento: 80%.

08

Figura 21 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de etila (08).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: & 6,94 (s, 2H, ArH), 4,20 (q, 2H, OCHy), 1,27 (t, 3H,
CHs).

IV (A; cm™): 3452, 3296, 3292, 1706, 1620, 1535, 1384, 1315, 1255, 1199, 1041,
1027.

EI-MS (m/z): 198 [M]*, 153, 125.
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7.2.9 Galato de propila (3,4,5-trihidroxibenzoato de propila) — 09.

Massa molecular: 212,22 g/Mol.
Ponto de fusdo: 145-146 °C.
Log P: 1,7346.

Rendimento: 74%.

09

Figura 22 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de propila (09).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: 6 6,98 (s, 2H, ArH), 4,13 (t, 2H, OCH,), 1,66 (m,
2H, CHy), 0,96 (t, 3H, CHy).

IV (A; cm™): 3616, 3469, 3188, 3176, 1651, 1606, 1537, 1328, 1299, 1265, 1209,
1166, 1029.

EI-MS (m/z): 212 [M]*, 170, 153, 125.
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7.2.10 Galato de butila (3,4,5-trihidroxibenzoato de butila) — 10.

Massa molecular: 226,25 g/Mol.
Ponto de fusdo: 126-127 °C.
Log P: 2,1309.

Rendimento: 72%.

10

Figura 23 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de butila (10).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: 6 6,94 (s, 2H, ArH), 4,16 (t, 2H, OCH,), 1,64 (m,
2H, CHy), 1,42 (m, 2H, CH,), 0,92 (t, 3H, CHj).
IV (A; Cm'l): 3450, 3387, 1685, 1616, 1539, 1471, 1319, 1247, 1207, 1024.
EI-MS (m/z): 226 [M]+, 170, 153.
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7.2.11 Galato de pentila (3,4,5-trihidroxibenzoato de pentila) — 11.

Massa molecular: 240,28 g/Mol.
Ponto de fusdo: 123-124 °C.
Log P: 2,5272.

Rendimento: 69%.

11

Figura 24 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de pentila (11).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: 6 6,94 (s, 2H, ArH), 4,18 (t, 2H, OCH,), 1,73 (m,
2H, CH>), 1,55 (m, 4H, 2xCH,), 0.93 (t, 3H, CH3).

IV (A; cm™): 3477, 3469, 3361, 3357, 3234, 1695, 1612, 1537, 1462, 1402, 1340,
1251, 1045, 1037.

EI-MS (m/z): 240 [M]*, 170, 153.
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7.1.12 Galato de hexila (3,4,5-trihidroxibenzoato de hexila) — 12.

Massa molecular: 254,31 g/Mol.
Ponto de fuséo: 92-93 °C.
Log P: 2,9235.

Rendimento: 67%.

12

Figura 25 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de hexila (12).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: 6 6,94 (s, 2H, ArH), 4,15 (t, 2H, OCH,), 1,64 (m,
2H, CH>), 1,31 (m, 6H, 3xCH,), 0,87 (t, 3H, CH3).
vV (A; cm'l): 3569, 3492, 3431, 3369, 1681, 1616, 1315, 1253, 1026.
EI-MS (m/z): 254 [M]+, 170, 153.
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7.2.13 Galato de heptila (3,4,5-trihidroxibenzoato de heptila) — 13.

Massa molecular: 268,34 g/Mol.
Ponto de fusdo: 90-91 °C.
Log P: 3,3198.

Rendimento: 85%.

13

Figura 26 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de heptila (13).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: & 6,97 (s, 2H, ArH), 4,16 (t, 2H, OCH,), 1,66 (s, 2H,
CHy), 1,27 (m, 10H, 5xCH2), 0,86 (t, 3H, CH3).

IV (A; cm™): 3576, 3498, 3332, 3107, 2926, 2852, 1664, 1612, 1453, 1404, 1339,
1254, 1024.

EI-MS (m/z): 268 [M]*, 170, 153, 125, 79, 55, 41.
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7.2.14 Galato de octila (3,4,5-trihidroxibenzoato de octila) — 14.

Massa molecular: 282,37 g/Mol.
Ponto de fusdo: 90-91 °C.
Log P: 3,7161.

Rendimento: 81%.

14

Figura 27 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila (14).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: & 6,95 (s, 2H, ArH), 4,09 (t, 2H, OCH,), 1,61 (s, 2H,
CHy), 1,30 (m, 10H, 5xCH2), 0,89 (t, 3H, CH3).
IV (A; Cm'l): 3398, 2960, 2928, 2860, 1688, 1616, 1537, 1463, 1312, 1243, 1026.
EI-MS (m/z): 282 [M]+, 170, 153, 125, 79, 70, 41.
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7.2.15 Galato de decila (3,4,5-trihidroxibenzoato de decila) — 15.

Massa molecular: 310,43 g/Mol.
Ponto de fuséo: 94-95 °C.
Log P: 4,5087.

Rendimento: 78%.

15

Figura 28 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de decila (15).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: & 6,93 (s, 2H, ArH), 4,14 (t, 2H, OCH,), 1,63 (s, 2H,
CHy), 1,24 (m, 14H, 7xCH2), 0,84 (t, 3H, CH3).

IV (A; cm™): 3449, 3347, 2915, 2848, 1668, 1609, 1532, 1467, 1411, 1378, 1305,
1257, 1029.

EI-MS (m/z): 310 [M]", 170, 153, 125, 79, 41.
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7.2.16 Galato de undecila (3,4,5-trihidroxibenzoato de undecila) — 16.

Massa molecular: 324,46 g/Mol.
Ponto de fuséo: 89-91 °C.
Log P: 4,9050.

Rendimento: 80%.

16

Figura 29 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de undecila (16).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: 6 6,95 (s, 2H, ArH), 4,15 (t, 2H, OCH,), 1,65 (m,
14H, 7xCHy), 1,24 (m, 16H, 5xCH2), 0,85 (t, 3H, CH3).

IV (A; cm™): 3488, 3442, 3438, 3334, 1668, 1604, 1531, 1467, 1404, 1363, 1299,
1255, 1197, 1022.

EI-MS (m/z): 324 [M]*, 170, 153.
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7.2.17 Galato de dodecila (3,4,5-trihidroxibenzoato de dodecila) — 17.

Massa molecular: 338,49 g/Mol.
Ponto de fuséo: 94-96 °C.
Log P: 5,3013.

Rendimento: 75%.

17

Figura 30 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de dodecila (17).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: 6 6,94 (s, 2H, ArH), 4,14 (t, 2H, OCH,), 1,64 (m,
2H, CH>), 1,23 (m, 18H, 09xCH2), 0,85 (t, 3H, CH3).

IV (A; cm™): 3450, 3348, 2917, 2848, 1669, 1607, 1532, 1468, 1406, 1377, 1302,
1258, 1028.

EI-MS (m/z): 338 [M]", 170, 153, 125, 69, 55, 41.
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7.2.18 Galato de tetradecila (3,4,5-trihidroxibenzoato de tetradecila) — 18.

Massa molecular: 366,55 g/Mol.
Ponto de fusdo: 97-98 °C.
Log P: 6,0939.

Rendimento: 85%.

Figura 31 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de tetradecila (18).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: 6 6,94 (s, 2H, ArH), 4,14 (t, 2H, OCH,), 1,64 (m,
2H, CHy), 1,23 (m, 22H, 11xCHZ2), 0,84 (t, 3H, CH3).

IV (A; cm™): 3481, 3450, 3346, 1670, 1606, 1531, 1467, 1406, 1381, 1301, 1257,
1228, 1195, 1145, 1101, 1058, 1049, 1037.

EI-MS (m/z): 366 [M]*, 170, 153.




82

7.2.19 Galato de hexadecila (3,4,5-trihidroxibenzoato de hexadecila) — 19.

Massa molecular: 394,61 g/Mol.
Ponto de fusdo: 99-101 °C.
Log P: 6,8865.

Rendimento: 72%.

19

Figura 32 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de hexadecila (19).
'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: & 6,94 (s, 2H, ArH), 4,14 (t, 2H, OCH,), 1,64 (s, 2H,
CHy), 1,23 (m, 26H, 13xCH2), 0,84 (t, 3H, CH3).

IV (A; cm™): 3520, 3482, 3447, 3330, 2918, 2848, 1704, 1683, 1650, 1612, 1537,
1468, 1399, 1339, 1309, 1265, 1199, 1030.

EI-MS (m/z): 394 [M]*, 170, 153, 125, 97, 83, 69, 55, 43.
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7.2.20 Galato de octadecila (3,4,5-trihidroxibenzoato de octadecila) — 20.

Massa molecular: 422,67 g/Mol.
Ponto de fusdo: 102-104 °C.
Log P: 7,6791.

Rendimento: 73%.

Figura 33 Estrutura do 3,4,5-trihidroxibenzoato de octadecila (20).

'H-RMN: DMSO-dg, 200 MHz: & 6,94 (s, 2H, ArH), 4,14 (t, 2H, OCH,), 1,65 (m,
30H, 15xCH,), 1,23 (m, 2H, CH2), 0,85 (t, 3H, CH3).

IV (A; cm™): 3405, 2918, 1849, 1708, 1655, 1536, 1468, 1323, 1226, 1092, 1026.
EI-MS (m/2): 422 [M]*, 170, 153, 125, 97, 83, 69, 55, 43.
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7.3. Resultados das atividades frente a diversos tipos de fungos.

Na Tabela 2, apresentamos o0s resultados dos compostos sintetizados
frente a diversos fungos: Candida albicans (Ca), Candida tropicalis (Ct),
Saccharomyces cerevisiae (Sc), Cryptococcus neoformans (Cn), Aspergillus
fumigatus (Afu), Aspergillus flavus (Afl), Aspergillus niger (An), Microsporum canis
(Mc), Microsporum gypseum (Mg), Epidermophyton flocossum (Ef), Trichophyton

rubrum (Tr) e Trichophyton mentagrophytes (Tm).

Tabela 2 Resultados das CIM’s em pg/mL contra diversos fungos.

Fungos (CIM’s em pg/mL)
Compostos

Ca Ct Sc Cn A.fu A.fl An Mc Mg Ef Tr ™m
01

100 100 100 62,5 100 >250 >250 50 50 12,5 25 50
02

>250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >100 >100 >100 >100 >100
03

>250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 125 >250 100 100 125
04

>250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
05
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06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

100

62,5

100

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

100

50

100

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

62,5

50

50

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

100

62,5

100

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

100

62,5

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

>250

100

125

>250

>250

100

100

50

50

25

25

50

6,25

12,5

25

>250

100

100

100

75

50

50

25

6,25

50

50

>250

>250

100

100

100

100

100

50

6,25

6,25

25

>250

50

100

100

50

50

50

25

6,25

25

12,5

>250

62,5

100

100

100

100

50

50

12,5

12,5

50
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17

18

19

20

21

22

23

250

>250

>250

na

>250

0,75

8,0

200

>250

>250

na

>250

0,62

50

200

>250

>250

na

>250

6,25

5,0

100

>250

>250

na

>250

0,40

2,0

>250

>250

>250

na

>250

3,0

20

>250

>250

>250

na

>250

3,0

30

>250

>250

>250

na

>250

0,90

12,5

na

na

na

na

>250

50

15

0,01

125

>250

100

na

>250

6,25

6,25

0,04

na

na

na

na

250

0,30

25

0,004

125

>250

50

na

250

25

15

0,01

100

>250

50

na

>250

6,25

12,5

0,04

*Os compostos: (21) Anfotericina B (924,1 g/Mol), (22) Cetoconazol (517,41 g/Mol) e (23)
foram utilizados como padrdes positivos nos ensaios
antifingicos e sao utilizados como farmacos correntes no tratamento das infecgcdes
fangicas. na = ndo avaliado. Nos ensaios de atividade antifiungica, os compostos mais
ativos devem exibir atividade < 20ug/mL.

Terbinafina (327,89 g/Mol),
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7.4 Esquema geral dos compostos sintetizados e discussdo dos dados

obtidos.

Apresentamos na Figura 35, um esquema geral dos compostos

sintetizados.
(@]
HO OH
HOy, HsCO
. OH OH (01)
o™ (03) HsCO
(05)
OH OCHj

H3CO

o) (06)
OCH3

AcO

(07-20)

Figura 34 Figura ilustrativa dos compostos sintetizados.

O Pirogalol (01) exibiu atividade antifungica maior que o acido galico (02)

para todos os fungos: Candida albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces

OH

HO
0
02 HyCO
AcO 02) : N
(04)
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cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Epidermophyton

flocossum, Trichophyton rubrum.

O acido chiquimico (03), precursor do acido galico na sua rota Biosintética,
exibe atividade contra Microsporum canis, Epidermophyton flocossum,
Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes,com valores de CIM: 125,

100, 100 e 125 pg/mL, respectivamente.

O acido 3,4,5-trimetoxi benzoéico (05), o mesmo nédo exibiu qualquer
atividade contra todos os fungos, mas o composto (06) o 3,4,5-trimetoxibenzoato
de etila, exibiu atividade contra Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum e
Trichophyton mentagrophytes com valores de CIM: 100, 50 e 62,5 pg/mL,
respectivamente. O mecanismo de acdo pode ser diferente dos compostos com as

hidroxilas fenodlicas livres.

Dentre os ésteres sintetizados os mais ativos foram: o galato de heptila (13)
contra  Aspergillus niger, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Epidermophyton flocossum, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
com valores de CIM: 100; 6,25; 6,25; 6,25; 6,25 e 12,5 xg/mL respectivamente. O
galato de octila (14), exibiu atividade contra: Candida albicans, Candida tropicalis,
Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, com valores de CIM: 62,5; 62,5;50; 50; 62,5 e 62,5 ug/mL
respectivamente. Na Tabela 03 foram comparadas as atividades dos galatos (13)

e (14) frente aos compostos utilizados em clinica médica Anfotericina B (21),
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Cetoconazol (22) e Terbinafina (23) em uMolar contra os seguintes fungos:
Candida albicans (Ca), Candida tropicalis (Ct), Saccharomyces cerevisiae (Sc),
Cryptococcus neoformans (Cn), Aspergillus fumigatus (Afu), Aspergillus flavus
(Afl), Aspergillus niger (An), Microsporum canis (Mc), Microsporum gypseum (Mg),
Epidermophyton flocossum (Ef), Trichophyton rubrum (Tr), Trichophyton

mentagrophytes (Tm), respectivamente.

Tabela 3 Comparacéo das concentra¢cdes dos galatos mais ativos (13-14) contra 0s

farmacos: Anfotericina B (21), Cetoconazol (22) e Terbinafina 23).

Fungos (UM).
Compostos

Ca Ct Sc Cn Afu Afl An Mc Mg Ef Tr m
13 -- -- - - - -- 372,6 23,3 233 233 233 46,5
14 221,3 221,3 177 177 221,3 2213 -- - - - - --
21 081 0,67 6,76 043 324 324 097 54,1 6,76 0,32 27 6,76
22 15,4 9,6 96 3.8 38 579 241 289 12 483 289 241
23 -- -- -- -- - -- - 0,03 0,22 0,012 0,03 0,012

O composto (13) galato de heptila foi aproximadamente duas vezes mais
ativo do que a Anfotericina para o seguinte fungo: Microsporum canis e mais ativo
e contra Trichophyton rubrum. Comparando o Cetoconazol com o galato de heptila
(13), observou-se maior atividade do galato de heptila contra os fungos:

Microsporum canis, Epidermophyton flocossum, Trichophyton rubrum.
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O medicamento mais ativo € a Terbinafina para os seguintes fungos

testados: Microsporum canis (Mc), Microsporum gypseum (Mg), Epidermophyton

flocossum (Ef), Trichophyton rubrum (Tr), Trichophyton mentagrophytes (Tm).

7.5 Apresentacao dos valores do Coeficiente de Particdo 6timo contra cada

fungo.

7.5.1 Dados da atividade antifungica contra Candida albicans.

No Grafico 1, podemos observar os dados de Log 1/[CIM] vs Log P dos

compostos sintetizados (02, 07-18 e 20) para Candida albicans.

3,8
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Gréfico 1 Log 1/[CIM] vs Log P contra Candida Albicans.

No Gréfico 2, podemos observar os dados de Log 1/[CIM] vs Log P dos

compostos sintetizados (02, 07-12, 16-19 e 20) para Candida albicans.
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Grafico 2 Log 1/[CIM] vs Log P contra Candida albicans dos compostos (02,07-12, 16-18 e

20).

Observando o perfil do Grafico 1, podemos concluir que o valor do

coeficiente de particdo 6timo contra Candida albicans é Log P° 3,71 que

corresponde a maxima atividade antifingica do composto 3,4,5-trihidroxibenzoato

de octila (14). Descartando os valores referentes ao galato de heptila, octila e

decila e efetuando uma regressao polinomial no Gréfico 2, obtemos uma

correlacdo r = 0,99. Com equagdo polindbmica: y = -0,00377.X* + 0,08682.X +

2,77891. Este comportamento demonstra que os galatos de heptila, octila e decila

apresentam outro mecanismo de acdo a mais do que aquele que € comum a todos

0S outros galatos sintetizados neste trabalho.




7.5.2 Dados da atividade antifangica contra Candida tropicalis.
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No Gréfico 3, podemos observar os dados de Log 1/[CIM] vs Log P dos

compostos sintetizados (02, 07-18 e 20) para Candida tropicalis.
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Gréfico 3 Log 1/[CIM] vs Log P contra Candida tropicalis dos compostos (02,07-18 e 20).
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Gréfico 4 Log 1/[CIM] vs Log P contra Candida tropicalis dos compostos (02,07-12, 16-18 e

20).

Observando o perfil do Grafico 3, podemos concluir que o valor

do

coeficiente de particdo Otimo para a atividade antifingica contra Candida

Tropicalis é Log P° 3, que corresponde a maxima atividade antiflingica

do

composto 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila (14). Descartando os valores dos

galatos de heptila, octila e decila e efetuando uma regresséao polinomial no Grafico

4, obtemos uma correlacdo de r = 0,96. Com a equagdo polinbmica: Y =-

0,00641.X? + 0,11092.X + 2,75002. Este comportamento demonstra que

(O8]

galatos de heptila, octila e decila apresentam outro mecanismo de a¢ao a mais do

gue aquele que € comum a todos 0s outros galatos sintetizados neste trabalho.




7.5.3 Dados da atividade antifungica contra Saccharomyces cerevisiae.
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Gréfico 5 Log 1/[CIM] vs Log P contra Saccharomyces cerevisiae dos compostos (02,07-18,

20).
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Gréfico 6 Log 1/[CIM] vs Log P contra Saccharomyces cerevisiae dos compostos (02,07-12,

16-18, 20).

No grafico 5, podemos concluir que o valor do coeficiente de particdo 6timo

para a atividade antifingica contra Saccharomyces cerevisiae é Log P° 3,71 que

corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila (14). Descartando os valores

correspondentes aos galatos de heptila, octila e decila e efetuando uma regresséao

polinomial no Grafico 6, obtemos uma correlagdo de r = 0,96. com equacao

polindmica; Y =-0,00641.X%+ 0,11092.X + 2,75002.




7.5.4 Dados da atividade antifungica contra Cryptococcus neoformans.
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Grafico 7 Log 1/[CIM] vs Log P contra Cryptococcus neoformans dos compostos (02,07-18,

20).
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Gréfico 8 Log 1/[CIM] vs Log P contra, Cryptococcus neoformans dos compostos (02,07-12,

17,18, 20).

Segundo o Grafico 7, podemos concluir que o valor do coeficiente de

particdo 6timo para a atividade antifingica contra Cryptococcus neoformans é Log

P° 4,50 que corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de decila (15). Descartando

os valores referentes aos galatos de heptila, octila, decila e undecila e efetuando

uma regressao polinomial no Grafico 8, obtemos uma correlagéo de r = 0,99. Com

equacdo polindmica: Y = -0,00391.X* + 0,08813.X + 2,77735.




7.5.5 Dados da atividade antifangica contra Aspergillus fumigatus.
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Grafico 9 Log 1/[CIM] vs Log P contra Aspergillus fumigatus dos compostos (02,07-18, 20).
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Gréfico 10 Log 1/[CIM] vs Log P contra Aspergillus fumigatus dos compostos (02,07-12, 16,

18, 20).

Observando o perfil do Grafico 9, podemos concluir que o valor do

coeficiente de particdo Otimo para a atividade antifangica contra Aspergillus

fumigatus é Log P° 3,71 que corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila

(14). Descartando os valores correspondentes aos galatos de heptila, octila e

decila e efetuando uma regressdo polinomial no Grafico 10, obtemos uma

correlacdo de r = 0,99. Com equacdo: Y = -0,00377 X. + 0,08682.X + 2,77891.




7.5.6 Dados da atividade antifangica contra Aspergillus flavus.
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Gréfico 11 Log 1/[CIM] vs Log P contra Aspergillus flavus dos compostos (02, 07-18, 20).
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Grafico 12 Log 1/[CIM] vs Log P contra, Aspergillus flavus dos compostos (02,07-12, 15-18,

20).

No perfil do Grafico 11, podemos concluir que o valor do coeficiente de

particdo 6timo para a atividade antifiingica contra Aspergillus flavus é Log P° 3,71

que corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila (14). Descartando os valores

correspondentes aos galatos de heptila e octila e efetuando uma regresséo

polinomial no Grafico 12, obtemos uma correlagcédo de r = 0,99. Com equacédo

polinomial: Y =-0,00369 X? + 0,08607.X + 2,77978.




7.5.7 Dados da atividade antifangica contra Aspergillus niger.
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Gréfico 13 Log 1/[CIM] vs Log P contra Aspergillus niger dos compostos (02,07-18, 20).
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Gréfico 14 Log 1/[CIM] vs Log P contra Aspergillus niger dos compostos (02,07-12, 14-18,
20).

A partir dos dados obtidos no Gréfico 13, podemos concluir que o valor do
coeficiente de particdo 6timo para a atividade antifungica contra Aspergillus niger
foi Log P° 3,31 que corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de heptila (13).
Descartando os valores correspondentes aos galatos de heptila e octila e
efetuando uma regressao polindbmica no Gréfico 14, obtemos uma correlacao de r

=0,99. Com equac&o polinomial: Y =-0,00369.X* +0,08607.X + 2,77978.




104

7.5.8 Dados da atividade antifungica dos compostos contra Candida
albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus

neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger.
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Gréfico 15 Log 1/[CIM] vs Log P contra Candida albicans, Candida tropicalis,

Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus

flavus, Aspergillus niger dos compostos (02-18 e 20).
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Gréfico 16 Log 1/[CIM] vs Log P contra Candida albicans, Candida tropicalis,
Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus

flavus, Aspergillus niger dos compostos (02,07-12, 17, 18 e 20).

Os dados plotados no Grafico 15, nos levam a concluir, que os valores do
coeficiente de particdo 6timo para a atividade antifangica contra Candida albicans,
Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, esta entre 3,31 a 4,50,
gue correspondem a faixa de compostos com cadeia alquilica de 7 a 10 carbonos,
0os compostos (13-15). Descartando os valores referentes aos galatos mais ativos,
obtemos no Gréfico 15, uma correlagdo de r = 0,99. Com equacado polinémica: Y

=-0,00391 X? + 0,08813 X + 2,77735.




7.5.9 Dados da atividade antifungica contra Microsporum canis.
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Grafico 17 Log 1/[CIM] vs Log P contra Microsporum canis dos compostos (02,07-15,20).
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Gréfico 18 Log 1/[CIM] vs Log P contra Microsporum canis dos compostos (02,07-13, 15,20).

Segundo o Grafico 17, podemos concluir que o valor do coeficiente de
particdo 6timo para a atividade antifingica contra, Microsporum canis é Log P°
3,31 que corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de heptila (13). Descartando os
valores referentes aos galatos mais ativos (heptila e octila), obtemos no Grafico
18, uma correlacdo de r = 0,85. Com equacdo polindmica: Y =-0,06986 X2

+0,58659 X + 2,84066.




7.5.10 Dados da atividade antifUngica contra Microsporum gypseum.
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Gréfico 19 Log 1/[CIM] vs Log P contra Microsporum gypseum, dos compostos (02,07-18,

20).
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Gréfico 20 Log 1/[CIM] vs Log P contra Microsporum gypseum, dos compostos (02,07-12,14-
18, 20).

No Gréfico 19, podemos concluir que o valor do coeficiente de particdo

6timo para a atividade antifiingica contra, Microsporum gypseum, € o Log P° 3,31

que corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de heptila (13). Descartando os

valores referentes ao galato mais ativo (heptila), obtemos no Gréfico 20, uma

correlacdo de r = 0,43. Com equacdo polinémica: Y =-0,0409 X? + 0,3186 X +

3,05636.




7.5.11 Dados da atividade antifungica contra Epidermophyton flocossum.
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Gréfico 21 Log 1/[CIM] vs Log P contra Epidermophyton flocossum dos compostos (02,07-

18, 20).
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Grafico 22 Log 1/[CIM] vs Log P contra Epidermophyton flocossum dos compostos (02,07-
12, 15-18, 20).

Observando o perfil do Grafico 21, podemos concluir que o valor do
coeficiente de particdo 6timo para a atividade antifungica contra, Epidermophyton
flocossum € o Log P° 3,71 que corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila
(14). Descartando os valores referentes aos galatos mais ativos (heptila e octila),
obtemos no Gréfico 22, uma correlacdo de r = 0,43. Com equacédo polindmica: Y

=-0,0518 X2 + 0,46762 X + 2,75486.




7.5.12 Dados da atividade antifungica contra Trichophyton rubrum.
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Gréfico 23 Log 1/[CIM] vs Log P contra Trichophyton rubrum dos compostos (02,07-18, 20).
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Gréfico 24 Log 1/[CIM] vs Log P contra Trichophyton rubrum dos compostos (02,07-18, 20).

No Grafico 23, podemos concluir que o valor do coeficiente de particao
6timo para a atividade antifingica contra Trichophyton rubrum, é o Log P° 3,71
gue corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila (14). Efetuando uma
regressdo polindmica no Gréafico 24, encontramos uma correlagdo de r = 0,44.

Com equacéo polinémica: Y =-0,08171 X? + 0,66476.X + 2,7200.
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7.5.13 Dados da atividade antifungica contra Trichophyton mentagrophytes.
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Gréfico 25 Log 1/[CIM] vs Log P contra Trichophyton mentagrophytes dos compostos

(02,07-18, 20).
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Grafico 26 Log 1/[CIM] vs Log P contra Trichophyton mentagrophytes dos compostos
(02,07-18, 20).

Conforme o perfil do Grafico 25, podemos concluir que o valor do
coeficiente de particdo 6timo para a atividade antifungica contra Trichophyton
mentagrophytes, € o Log P° 3,71 que corresponde ao 3,4,5-trihidroxibenzoato de
octila (14). Efetuando uma regresséo polinémica no Gréafico 26, encontramos uma
correlacdo de r = 0,41. Com equacdo polindmica: Y = -0,0585.X? + 0,49041.X +

2,81072.
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7.5.14 Dados da atividade antifungica contra Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Epidermophyton flocossum, Trichophyton rubrum e
Trichophyton mentagrophytes.
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Grafico 27 Log 1/[CIM] vs Log P contra Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Epidermophyton flocossum, Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes dos

compostos (02,07-18, 20).
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Grafico 28 Log 1/[CIM] vs Log P contra Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Epidermophyton flocossum, Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes dos
compostos (02,07-18, 20).

Segundo Grafico 28, podemos concluir que os valores do coeficiente de
particdo Otimo para a atividade antifingica contra Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Epidermophyton flocossum, Trichophyton rubrum e
Trichophyton mentagrophytes esta entre 3,31 a 3,71, que correspondem a faixa de
compostos com cadeia alquilica de 7 a 8 carbonos, referente aos compostos:
galato de heptila e octila (13,14). Efetuando uma regresséo polinbmica no Grafico
26, encontramos uma correlacdo de r = 0,79. Com equacdo polinémica: Y

=2 65524+0,76025 X-0,08946 X>.
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Fungos estdo envolvidos nos processos de fermentacdo e na manufatura
de alimentos como péo, cerveja, vinho, vinagre, queijo, etc. Também estao
envolvidos em muitos processos patologicos em humanos e animais. Galatos de

propila, octila e dodecila s&o compostos usados como antioxidantes em alimentos.

O Trabalho de Fujita e Kubo® tem demonstrado que a atividade
antioxidante ndo depende do tamanho da cadeia alquilica dos ésteres derivados
do acido gélico. No entanto, eles também afirmam que a atividade antimicrobiana

depende da mesma.

O pesquisadores Kubo e colaboradores*’ demonstraram que o efeito dos
galatos ndo € causado pela hidrolise que gera alcodis de cadeia longa
considerando que os benzoatos de alquila, 4-hidroxibenzoatos de alquila e 3,5-
dihidroxibenzoatos de alquila n&o apresentam nenhum efeito antifangico.
Demonstraram também que tanto os 3,4,5-trihidroxibenzoatos como os 3,4-
dihidroxibenzoatos apresentam atividade semelhante. Este fato indica que
estruturas do tipo catecol (1,2-dihidroxi) ou pirogalol (1,2,3-trihidroxi) estdo
especialmente associadas a atividade antifungica. Segundo Kubo e
colaboradores, a cabeca e a extremidade do galato de octila é semelhante a
estrutura de alcoois graxos (alcoois de cadeia longa). O efeito antifingico dos
alcoois é devido a sua capacidade de quebrar a associacdo da membrana celular
a proteinas como um surfactante ndo iénico. O galato de octila pode funcionar
como um surfactante nao ibnico que num primeiro momento deve ligar-se por seus
oxigénios eletronegativos. Estes oxigénios sao aceptores de pontes de hidrogénio

gue podem quebrar ligacbes de hidrogénio existentes entre as proteinas que estao
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em torno da membrana celular e a mesma membrana. (Outras forcas que atuam
sdo a hidrofobicidade e eletrostaticas). As ligacdes de hidrogénio das proteinas
podem ser quebradas pelo galato de octila e assim a conformacéo das proteinas
podem mudar e consequentemente a H-ATPase pode perder sua conformacéo

funcional. O efeito do galato de octila seria inespecifico.

Kubo e col. demonstraram estes fatos, mas ndo estudaram uma ampla faixa
de galatos de alquila que permita conhecer a funcao da hidrofobicidade da cadeia
alquilica no efeito antifungico. Assim eles observaram um fenémeno de perda de
poténcia antifingica a medida que aumenta o comprimento da cadeia alquilica

(fendmeno denominado de “cutoff’ no caso dos anestésicos.”

"SHING, J. MA, S., KAMAYA, K., UEDA, |. Anesthesia Cuttof

Phenomenon: Interfacial Hydrogen Bonding. Science, v. 24, p. 583-585, 1990.

Este foi o objetivo fundamental deste trabalho, razdo pela qual os galatos
foram estudados, desde o galato de metila até o galato de octadecila; para realizar
uma correlacdo entre atividade (Log 1/[CIM]) e Log P (Log P que mede a
hidrofobicidade). Analisando a curva de Log 1/[CIM] versus Log P para Candida
albicans, que foi similar a todos os outros fungos estudados. Observamos que
existe um comportamento polinbmico que vai desde o galato de metila até o galato
de hexila; neste ponto com o galato de heptila existe um desvio positivo que
atingiu seu maximo no galato de octila e decresce no galato de decila e finalmente

volta a um comportamento polinbmico apartir do galato de dodecila. Sem
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considerar os galatos de heptila, octila e decila a curva da uma correlacdo muito

boa (r = 0,99) com a equacao polindmica: y = -0,00377.X* + 0,08682.X + 2,77891.

Este comportamento demonstra que os galatos de heptila, octila e decila
apresentam outro mecanismo de acao a mais do que aquele que é comum a todos
0s galatos € que ndo existe até o galato de octadecila o fenbmeno de “cutoff”
indicado por Kubo e colaboradores. Este fenbmeno possivelmente possa ser

observado com ésteres de cadeia alquilica maior.

O mecanismo comum pode ser interpretado, considerando sua correlacao
com Log P, como uma ruptura da associacdo da membrana celular e com as
proteinas ao seu redor e assim algumas das func¢bes como as da H-ATPase

podem ser prejudicadas.

Os pesquisadores Fujita e Kubo demonstraram que a inibicdo da H-ATPase
da membrana plasmética ndo pode explicar sozinha o efeito fungicida do galato de
nonila. Também demonstraram que os galatos inibem a respiracao de oxigénio via
a interferéncia com o transporte de elétrons na mitocondria. Este efeito também

nao explica o efeito antifingico.

A diferenca de quase 10 vezes na atividade do galato de octila frente ao
galato de hexila em guase todos os fungos e o aumento da atividade de somente
04 galatos muito similares seriam indicativo de um efeito sobre alguma enzima.
Abe e col.®® demonstraram que ésteres do acido galico (galato de etila, octila,
dodecila e caprila) inibem a esqualeno-epoxidase recombinante de ratos. Isto nos

leva a pensar que os galatos de heptila, octila, nonila e decila podem atuar por
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inibicdo de alguma oxigenase inibindo a sintese do ergosterol e assim danificando

a membrana celular o qual explicaria parte do efeito antifingico destes compostos.
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8.0 CONCLUSOES

Foram sintetizados 17 compostos derivados do acido gélico com bons

rendimentos e foram testados contra alguns fungos patogénicos.

Todos os compostos sintetizados foram purificados e analisados por
modernas técnicas espectroscopicas (IV, GC-MS e RMN *H) a fim de garantir sua

identidade.

Diante dos resultados obtidos, podemos afirmar quais sdo os valores do
coeficiente de particdo 6timo para cada fungo e também o tamanho da cadeia

alquilica a qual corresponde tal atividade.

Considerando que a atividade antifungica dos derivados do acido gélico
esteja relacionada diretamente com a parte fendlica, o incremento no tamanho da

cadeia alquilica também é um dos fatores importantes para tal atividade.

Para os derivados onde as hidroxilas fendlicas (3,4,5) foram protegidas,
observou-se que sua atividade frente aos fungos nado foi satisfatoria, provando

assim a grande importancia da porcao fendlica na atividade antifangica.

O galato de heptila foi mais ativo que a Anfotericina e Cetoconazol para
alguns fungos, mesmo que estes tenham mecanismos de acgéo diferentes, seja
eles inibindo a sintese do ergosterol ou atuando na membrana plasmatica do

fungo.
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Com os dados levantados neste trabalho podemos nos orientar para a
sintese de novas substancias mais ativas contra fungos, pois existe um consenso
mundial de que necessitamos 0 mais rapido possivel de moléculas mais eficientes

e mais seguras para o uso em clinica médica.

Novos estudos serdo realizados contra alvos especificos para determinar

em que via do metabolismo os galatos estdo atuando.

O &cido galico mostrou-se um bom modelo de produto natural para a

sintese de compostos antifingicos.
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10 Anexos

Anexo 01 - Espectros de *H-RMN do acido 3,4,5-trimetoxibenzéico (05), 3,4,5-
trimetoxibenzoato de etila (06), 3,4,5-trihidroxibenzoato de dodecila (17) e
espectro no infravermelho do 3,4,5-trihidroxibenzoato de undecila (16).

Os deslocamentos referentes aos tracos dos solventes.>®
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Figura 35 Espectro de RMN *H do &cido 3,4,5-trimet6xibenzéico em DMSO-ds.
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Figura 36 Espectro de RMN 'H do 3,4,5-trimetéxibenzoato de etila em CDCl,.

PAULO, DODECIL GALATO EM DMSO / ABRIL.138

o o ~
B § g - a g 2
m | | “] 1 ‘1‘ “
; (
Gol WME o123 123 13 123
HO,
T P e NN J
160 123 123 123 U
HO 594
OH
DMSO
H20

] INTEGRAL
a2y,
Trom’
e

<
4

Figura 37 Espectro de RMN *H do 3,4,5-trihidroxibenzoato de dodecila em DMSO-ds.
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Figura 38 Espectro no infravermelho do 3,4,5-trihidroxibenzoato de undecila

em pastilha de KBr.




