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Ata da 3707 (trecentésima sep:uagés ma) Dissertagao de Mestrado ¢a aluna do Programa
de Pos-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Marianna Oliveira de
Aradjo. candidata ao Titulo de *‘Mestre" em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos na
area de Farmacoquimica.

As nove horas (09h00) do diz vinte e trés de feversiro do anc de dois mil e dezessete
(23.02.2017), nas dependéncias do Programa de Pos-Graduagéo em Produtas Naturais e
Sintetcos Bioativos, da Universidade Federal da Paralba, Jodo Pessoa, reuniram-se em
carater de Solenidade Pablica os membros da Comissdc designzda para examinar A
aluna Marianna Oliveira de Aratjo. candidata ao Titulo de “MESTRE" em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioatives na érea de Farmacoquimica. Foram componentes da
Banca Exarrinadora os doitores Luciana Scotfi, Ph.D em Cosmetologa e Modelagem
Molecular, Emidio Vasconcelos Leitdo da Cunha, Ph.D em Ciéncias Farmacéuticas e
DamiZo Pergentino de Scusa. Ph.D em Ciéncias. Serdo todos integrantes do corpo de
pesquisadores da Universidade Federal da Paraiba. Dando inicio aos trabalhos o
Presidente da Banca, professor Dami&io Pergentino de Sousa, epds declarar os objetivos
da reunifio, apresentou a candidata Marianna Oliveira de Aratjo, a quem concedeu a
palavra para que dissertasse oral ¢ sucintamente scbre o tema apresentado e irtitulado
*Derivados do Acido Caféioo e avaliagio da alividade artimicrebiana’. Apos discorrer
sobre o referido tema durante cerca de quarenta minutos, a candidata foi arguida pelos
examinadcres na forma Reg menta’. Em seguida, passou a comissao, em carater secreto,
& proceder & avaliagdo e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito
APROVADA Em face da aprovacdo, declarou o Presidente acha~se a examinada
Marianna Oliveira de Aradjo legalmante habilitada a receber o Titulo de “MESTRE" em
Produtos Nsturais e Sintéticos Bioativos, na Area de Farmacoquimica. cabendo a
Universidade Federal da Paraida, providéicias, como de direito, a expedigao do Diploma
que a mesma faz jus. Nada mais bavendo a tratar, eu, Caroline Helena Meireles de
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RESUMO

ARAUJO, Marianna Oliveira. Preparacdo de derivados do &cido caféico e avaliacdo das
suas atividades antimicrobianas. 178 p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos) - Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa — 2017

A presente dissertacdo apresenta os resultados obtidos do estudo de uma colecédo de derivados
do &cido caféico estruturalmente relacionados e sua avaliacdo antimicrobiana. O aumento da
resisténcia microbiana aos farmacos, causando milhares de mortes por ano, principalmente em
individuos imunocomprometidos, motivou o desenvolvimento do presente estudo. Os ésteres
derivados do acido caféico possuem um amplo espectro de atividades farmacoldgicas, dentre
elas, a atividade antimicrobiana. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana de dezesseis ésteres derivados do acido caféico sobre diferentes espécies de
Staphylococus, Eschericia e Candida. Os ésteres alquilicos e arilicos derivados do acido
caféico foram preparados através da esterificacdo de Fischer, reagdo com haletos de alquila e
arila, e reacdo de Mitsunobu. Na caracterizacdo dos produtos utilizou-se metodos
espectroscopicos de infravermelho, ressonancia magnética nuclear de *H e **C, bem como
espectrometria de massas de alta resolucéo para os derivados inéditos. Todos os esteres foram
submetidos a testes antimicrobianos pelo metodo microdiluicdo em caldo, tendo como
controle antimicrobiano o cloranfenil e a nistatina. Obteve-se 16 ésteres do acido caféico, com
rendimentos variando entre 11,82-93,06%, sendo 6 derivados inéditos na literatura. Seis
ésteres apresentaram atividade antifingica, enquanto todos os compostos foram bioativos no
teste da atividade antibacteriana. Assim, os ésteres ME7 e ME13 demonstraram as melhores
atividades antifungicas (128 e 256 ug/mL, respectivamente). Enquanto nos testes
antibacterianos, os resultados foram mais sensiveis frente a cepa Gram negativa (50 a 400
pg/mL), com melhores resultados para os ésteres alquilicos ME3, ME6 e ME7, e para 0S
arilicos ME10, ME13, ME14 e ME16. Esses resultados mostram que substituintes alquilicos

de cadeia mediana e determinados grupos arilicos potencializam a atividade antimicrobiana.

Palavras-chaves: ésteres, derivados caféicos, antifungico, antibacteriano.
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ABSTRACT

ARAUJO, Marianna Oliveira. Preparation of caffeic acid derivatives and assessment of
antimicrobial activities. 178 p. Dissertation (Graduate Program in Natural Products and
Synthetic Bioactive) — Health Sciences Center, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa,
2017

The present dissertation show the results obtained from the study of a collection of
structurally related caffeic acid derived and their antimicrobial evaluation. Increased
microbial resistance to drugs, causing thousands of deaths per year, mainly in
immunocompromised individuals, motivated the development of the present study. Esters
derived from caffeic acid have a large spectrum of pharmacological activities, including
antimicrobial activity. Therefore, the objective of this work was to evaluate the antimicrobial
activity of sixteen esters derived from coffeic acid on different species of Staphylococcus,
Eschericia and Candida. Alkyl and aryl esters derived from caffeic acid were prepared by
Fischer esterification, reaction with alkyl and aryl halides, and Mitsunobu reaction. In the
characterization of the products were used infrared spectroscopic methods, *H and *C nuclear
magnetic resonance, as well as high resolution mass spectrometry for the inedited derivatives.
All the esters were submitted to antimicrobial tests by broth microdilution, with
chloramphenyl and nystatin as antimicrobial control. 16 esters of caffeic acid were obtained in
yields varying from 11.82-93.06%, 6 were inedited in the literature. Six esters presented
antifungal activity, while all compounds were bioactive in the test of antibacterial activity.
Thus, esters ME7 and ME13 demonstrated the best antifungal activities (128 and 256 ng /
mL, respectively). While in the antibacterial tests, the results were more sensitive to the Gram
negative strain (50 to 400 pg / mL), with better results for the alkyl esters ME3, ME6 and
ME?7, and for the aryl ME10, ME13, ME14 and ME16. These results show that middle chain

alkyl substituents and certain aryl groups potentiate antimicrobial activity.

Keywords: Esters, Caffeic derivatives, Antifungal, Antibacterial.
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ACOETt: acetato de etila

APT: Attached Proton Test

CC: Cromatografia em coluna
CCDA: Cromatografia em Camada Delgada Analitica
CIM: Concentracgdo inibitéria minina
Cl: cloro

DCC: dicicloexilcarbodiimida

DCU: dicicloexiluréia

DIAD: Azodicarboxilato de diisopropila
DMF: dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulfoxido

EtsN: trietilamina

FDA: Food And Drug Administration
H,SO,: &cido sulfurico

Hx: hexano

Hz: Hertz

IV: Infravermelho

Me: Metila

MHz: Megahertz

mL: mililitro

K,COs: carbonato de potéssio
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Na,SO.: sulfato de s6dio
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas causadas por bactérias e fungos sdo ainda um problema
de saude global proeminente, em especial nos paises em desenvolvimento, de baixa
renda (BYGBJERG, 2012; COKER et al., 2011). Segundo dados da Organizacdo
Mundial de Satde (OMS) as infec¢Bes bacterianas sdo responsaveis por 25% das mortes
mundiais e 45% para os paises em desenvolvimento, acarretando 13 a 17 milhdes de
mortes por ano (BINDER et al., 1999; WANNMACHER, 2004). A respeito das
doencas fungicas, estas tém aumentado muito nas Gltimas duas décadas, causando um
namero estimado de 1,5 milhdes de mortes por ano (MICROBIOLOGY SOCIETY,
2016).

Os antimicrobianos sdo substancias naturais ou sintéticas que agem sobre 0s
microrganismos inibindo seu crescimento ou causando sua destruicio (SAEZ-
LLORENS et al, 2000). Os farmacos antimicrobianos comegaram a ser utilizados na
década de 1940 (POWERS, 2004), o sucesso na reducdo na morbidade e mortalidade
das doencas infecciosas levou a necessidade da continuacdo de pesquisa sobre o
tratamento e controle dos microrganismos (MARKLE; FISCHER; SMEGO JUNIOR,
2015). A (ltima decada assistiu por um aumento consideravel na prevaléncia da
resisténcia aos agentes antimicrobianos associadas com tempos de tratamento mais
longos, com maior toxicidade e custos mais elevados (COHEN, 1992; GOLD;
MOELLERING JUNIOR, 1996), podendo ocorrer em pacientes da unidade de terapia
intensiva (UTI) ou até mesmo no convivio social (EADY; COVE, 2003).

Atualmente, algumas infec¢bes sdo extremamente dificeis de tratar como,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e vancomicina (BREVES et al., 2015), as
cepas da Escherichia coli resistentes aos B-lactdmicos (SHAIKH et al., 2015), as
infeccdes fungicas oportunistas (CHUANG et al., 2007) e representam um enorme
desafio para os pesquisadores e clinicos. Assim, ha uma necessidade urgente de
descobrir e desenvolver novas classes de compostos antimicrobianos para o tratamento
de infeccbes bacterianas e fangicas. Segundo dados do FDA - FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, nos altimos 10 anos, ocorreu um aumento na aprovacdo de
medicamentos para infeccdes complexas e profundas provocadas por bactérias e fungos
patogénicos (FDA, 2015).

A pesquisa de compostos derivados de produtos naturais aumentou e se
destacou nos ultimos anos devido ao seu papel chave no desenvolvimento de novos
farmacos (ARIF et al., 2009; GEETHA; ANITHA, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2012).

1
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A busca por novos compostos antimicrobianos utilizando moléculas bioativas extraidas

da natureza e seu uso como prototipo, realizando algumas altera¢cdes na estrutura com
intuito de melhorar pardmetros farmacocinéticos e farmacodindmicos, que possibilitara
no patenteamento de moléculas inéditas (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO,
2001).

O estudo do design de farmacos através da sintese quimica se torna um
caminho viavel e prético, oferecendo uma répida resposta e de baixo custo quando
comparado ao desenvolvimento de drogas por biologia molecular e abordagens da
farmacogenética. Um estudo de relacdo estrutura-atividade (SAR) correlacionado com o
principio ativo e a patologia em estudo, analisa as modifica¢do por grupos substituintes
em posicdes definidas no protétipo, e verifica as alteragdes das propriedades fisico-
quimicas da molécula e sua atividade biol6gica, com o intuito de desenvolver analogos
com aumento de poténcia e especificidade, que poderdo servir de alternativas
medicamentosas mais eficazes (LLOYD-WILLIAMS; ALBERICIO; GIRALT, 1997).

Os derivados fenilpropandides formam um grupo de substancias naturais com
diferentes propriedades farmacologicas e biologicas. O acido caféico € o mais
abundante dos &cidos cindmicos presente no reino vegetal (NARDINI et al., 1998), e
apresenta grupos hidroxilas na posicdo 3 e 4 do anel arilico. E encontrado na natureza
em varias formas tais como acido, ésteres e amidas (FU et al., 2010). Muitas pesquisas
tém sido realizadas para o desenvolvimento de métodos de preparacdo de compostos
analogos do &cido caféico, devido a sua grande variedade de atividades, a exemplo da
atividade antimicrobiana. Chakraborty e colaboradores (2007) isolaram das folhas
Basilicum polystachyon (L) Moench, grande concentragdo do acido caféico, e
realizaram testes antimicrobianos contra cinco bactérias (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus
leuteus) e trés fungos (Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Helminthosporium
oryzae), e apresentou sensibilidade as cepas testadas, com melhores resultados para as
bactérias Gram positivas e para fungo Aspergillus niger.

O objetivo do presente trabalho foi preparar uma série de ésteres derivados do
acido caféeico ME1-ME16 e avaliar suas atividades antimicrobianas frente aos
microorganismos Staphylococcus aureus ATCC-25619, Eschericia coli ATCC-2536,
Candida albicans (ATCC 76645, LM-120 e LM-106), Candida tropicalis (ATCC-
13803, LM-14 e LM-7A) e Candida krusei (LM-08 e LM-13), com o intuito de estudar
a relacdo entre atividade antimicrobiana e estrutura quimica, a fim de obter um derivado

sintético com melhor perfil antimicrobiano.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Consideracdes gerais sobre bactérias e fungos patogénicos

2.1.1. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus pertence a um grupo das bactérias Gram-positivas,
em forma de cocos, atua como comensais na pele, mucosa e nas fossas nasais, e quando
ocorre um desequilibrio da microbiota do individuo, esta pode invadir o organismo do
hospedeiro e causar infecgdes do tipo simples como acnes, furinculos e abcessos, a
formas mais graves como: pneumonia, meningite, endocardite, septicemia, entre outros
(DAS et al., 2016; LINDSAY; HOLDEN, 2004).

Em ambiente hospitalar, essa espécie é uma das responséeis por elevadas taxas
de morbidade e mortalidade em varios paises do mundo, em decorréncia ao
desenvolvimento de formas infecciosas resistentes, principalmente a Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, a MRSA (FATTOM et al, 2004; PALOMBO; SEMPLE,
2002).

A capacidade de S. aureus em infectar os seres humanos é apoiada por uma
ampla gama de fatores de viruléncia. Esses fatores consistem em um grupo substancias
produzidas, secretadas e ou expostas na superficie da bactéria, o qual cada uma, tem
uma funcdo especifica. A proteina estafilococica A (SpA) (POWERS;
WARDENBURG, 2014) e a proteina ligadas a fibronectina A e B (FnbpA e FnbpB),
sdo adesinas e invasinas respectivamente, capazes de promover a entrada em VArios
tecidos (THAMMAVONGSA et al., 2015); nucleases (BERENDS et al.,, 2010,
THAMMAVONGSA; MISSIAKAS; SCHNEEWIND, 2013) responsaveis por clivar
moléculas de DNA através de reconhecimento de sequéncias de nucleotideos
especificos; proteina estafilococica inibidora de complemento, que bloqueia todas as
vias do sistema complemento (BLOM; HALLSTROM; RIESBECKB, 2009; FOSTER,
2009; LAMBRIS; RICKLIN; GEISBRECHT, 2008; ROOIJAKKERS; VAN KESSEL;
VAN STRIJP, 2005; SERRUTO et al 2010). J& as enzimas coagulase, catalase,
hialuronidase, fibrinolisina, lipase, nucleasse, penicilinase, garantem o desenvolvimento
e manutencdo do microrganismo ao hospedeiro, além de promover a invasdo e
destruicdo de outros tecidos (DOS SANTOS et al, 2007).

Além disso, essa espécie produz varias toxinas que interferem na fungcdo imune
do hospedeiro e promovem o surgimento de algumas sindromes como: a sindrome do

choque toxico resultante da toxina-1 do choque toxico estafilococico; a sindrome da
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pele escaldada decorrente da esfoliatinas e intoxicagdes alimentares interligada com a

ingestdo de enterotoxinas estafilocdcica pré-formada (DINGES; ORWIN;
SCHILIEVERT, 2000).

O tratamento de escolha para as infec¢es por S. aureus sdo 0s B-lactamicos,
que atuam impedindo a formacdo da camada de peptideoglicano da parede celular e
dessa forma induz a sua morte. No entanto, para as amostras resistentes, como é o caso
do MRSA, a sintese da parede celular ocorre normalmente, uma vez que ndo responde a
acdo dos B-lactamicos (GELATTI et al., 2009).

Para os casos de MRSA, a terapéutica € bastante limitada. Uma alternativa é a
vancomicina administrada endovenosamente, porém esta vem acompanhada de varios
efeitos colaterais como nefro e ototoxicidade (HIRAMATSU et al., 2001). Apesar de
ser a opcao de tratamento para a MRSA, caso de resisténcia intermediaria a esta droga
(VISA) em Sé&o Paulo, ja foi relatado por Oliveira e colaboradores (2001). E, em 2002,
nos Estados Unidos foi descrito o isolamento de uma amostra de S. aureus com
resisténcia plena a vancomicina — VRSA (CHANG et al., 2003) .

2.1.2. Eschericia coli

A Eschericia coli é uma bactéria bacilar Gram negativo, anaerdbica facultativa,
a qual nos organismos vivos exerce 0 papel de comensal no trato intestinal dos humanos
e animais de sangue quente (RAJILIC-STOJANOVIC; SMIDT; DE VOS, 2007),
gerando beneficios para a saude, como a sintese de vitamina K, e defesa contra
bactérias patogénicas (HUDAULT; GUIGNOT; SERVIN, 2001).

Para tanto, nos casos em que 0s individuos se encontram debilitados, ou
quando a barreira gastrointestinal é violada, alguns sorotipos sdo capazes de causar
graves intoxicacdes alimentares, gerando quadros simples de diarreias, muitas vezes
sanguinolentas, com presenca ou ndo de febre até formas mais severas como peritonite
(SABRA, 2002). Essas bactérias podem ser disseminadas pelo organismo e causar
patologias como a meningite e infeccGes urinarias (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004).

A bactéria E. coli é encontrada ndo s6 nos organismos vivos como também,
nos solos e nas superficies das plantas, nas comidas presente nos legumes, verduras,
frutas e origem animal, nas aguas doce e salgada, e nas fezes humanas e de animais
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Dessa forma, o alimento de origem animal e
vegetal cru ou insuficiente cozido e a d&gua mal tratada estdo sujeitos a contaminacao,
sendo a transmissdo oral-fecal a principal via utilizada pelas cepas patogénicas para

desenvolver a doenca, além disso, sdo consideradas indicadores da contaminacdo fecal
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em agua e alimentos, (OLANIRAN; NAICKER; PILLAY, 2011) como também de
indicativos de falhas de higiénico-sanitario (JAY, 2005), pois essas bactérias ndo se

multiplicam em ambiente aquético.

As linhagens patogénicas de E. coli consistem em: enteropatogénica (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroagregativa (EAEC) e difuso-aderentes (DAEC) (FARROKH et al., 2013; GUTH
et al., 2002). A EPEC utiliza adesina para aderir aos enterdcitos do intestino delgado e
destréi as microvilosidades, consequentemente gera ma absorcao, diarreia osmotica e
inflamacdo, sendo muito encontrada nas diarreias infantis, especialmente em paises
pobres (TENAILLON et al., 2010). A ETEC é conhecida como a “diarreia dos
viajantes”, caracterizada por diarreia aquosa com ou sem febre e muito frequente nos
paises em desenvolvimento, sua viruléncia é através das enterotoxinas termolabel e
termoestavel secretadas durante a adesdo da mucosa intestinal mediada por fimbrias. A
EAEC adere ndo so ao intestino delgado como também ao grosso, e secreta ndo so
enterotoxinas com também citocinas, e resulta na formagdo de um biofilme como
“empilhamento de tijolos” com danos na mucosa e diarreia secretoria. A EIEC, como
seu préprio nome diz, invade celulas epiteliais do célon, com endocitose e multiplica-se,
movendo para as células vizinhas através dos filamentos de actina. A DAEC realiza a
transducdo do sinal nos enterdcitos do intestino delgado com fimbrias de aderéncia
agregativa (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

A EHEC é forma mais grave da doenca, possui uma toxina semelhante
produzida pela Shigela a shiga-toxina, neste caso gera lesdes no colon, e pode ocasionar
uma doenca mais grave como a colite hemorragica, a purpura trobocitopénica
trombética e a sindrome hemolitica-urémica-sanguinolenta (HUS), conduzindo a
insuficiéncia renal e destruicdo das hemaceas, que sdo casos muito perigosos e ocorrem
preferencialmente nos paises desenvolvidos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
Dessa forma, o seu tratamento € bem mais rigoroso que dos outros sorotipos, pois,
inclui o equilibrio de fluidos e eletrdlitos, controle da pressdo arterial, além de que exige
uso de dialise e transfusdo sanguinea de acordo com a funcédo renal e anemia existentes,
em casos mais extremos ha a necessidade de transplante renal (FERNANDEZ-
BRANDO et al., 2011).

Recentemente foi sugerida a inser¢do de duas novas linhagens: aderente e
inasiva (AIEC) e enteroagregativa produtora de Shiga toxina (STEAEC), (CLEMENTS
et al., 2012).
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O tratamento é a administragdo do antibidtico adequado para patologia

especifica (VIDAL et al., 2007), utilizado apenas nos casos mais graves, para tanto o
ideal seria a realizacéo de teste de susceptibilidade in vitro, devido ao elevado indice de
resisténcia aos antimicrobianos.

A produgdo de B-lactamases nas linhagens de E. coli, a torna resistente frente
aos farmacos B-lactdmicos, a enzima tem o papel de catalisar a hidrélise irreversivel da
ligagdo amida do anel B-lactdmico presente no antimicrobiano impossibilitando sua
acdo farmacoldégica (BUSH; JACOBY, 2010). Algumas espécias produzem -
lactamases de espectro estendido (ESBL), através de mutacdes de genes TEM-1, TEM-
2 e SHV-1 localizados nos plasmideos, que hidrolisam além de penicilinas,
cefalosporinas e monobactdmicos — aztreonam, exceto as cefamicinas (cefoxitina,
cefotetan) e os carbapenémicos (LIVERMORE, 2008). Além disso, 0s microorganismos
ESBL sdo resistentes a outras classes de antibioticos como aminoglicosideos,
fluorquinolonas,  tetraciclinas,  cloranfenicol e  sulfametoxazol-trimetropina
(PATERSON, 2000). Dessa forma, as opcOes terapéuticas para 0S organismos
produtores de EBSL s@o limitadas, um tratamento eficaz muito utilizado é o uso do
inibidor de pB-lactamase associado ao [-lactamico, como o acido clavulénico, o
sulbactam e o tazobactam, que protege 0 antimicrobiano contra sua destruicdo, essa
terapia € muito benéfica para infeccbes ndo complicadas do trato urinario inferior,
porque a infeccdo € localizada e o antibidtico é excretado em grande quantidade pela
urina (BHATTACHARYA, 2006). Entretanto, essa combinacdo dos farmacos ndo €
considerada uma terapia Otima para as infec¢bes mais graves de ESBL, pois a maioria
dos organismos produtores de EBSL produz mais de uma B-lactamase em quantidades
diferentes ou até mesmo ocorre inducdo da producdo de enzima durante o tratamento,
logo essa hiperproducao pode levar a uma reducao da atividade dos inibidores da -
lactamase (RAWAT; NAIR, 2010), assim, o paciente ndo obtem melhora e ocorre
recidiva da infeccdo (NATHISUWAN; BURGESS; LEWIS, 2001). Ja nas infeccbes
mais graves de EBSL (infeccGes intra-abdominais e sepse), 0 uso de carbapenémicos é
indicado (PATERSON et al., 2004), contudo ja existem relatos na literatura de cepas
resistentes a este farmaco, que deve ser utilizado moderadamente para ndo ocorrer
formacdo de cepas multirresistentes (GONZALEZ-PADILLA et al., 2015;
MOAYEDNIA et al., 2014).

2.1.3. Género Candida
O género Candida contém mais de 200 espécies, onde aproximadamente 20
sdo consideradas patogénicas (LANCAZ, 2002), sendo as mais conhecidas Candida
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albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei
e Candida dubliniensis (GUTIERREZ et al., 2002). Elas habitam a mucosa oral, o trato
gastrointestinal e geniturinario da espécie humana (GLEHN; RODRIGUES, 2012);

entretanto, esses microorganismos podem promover infeccdes fungicas de forma
oportunista, podendo provocar tanto o desenvolvimento de manifestacfes superficiais
(pele e mucosas) ou sistémicas, sendo este ultimo frequentemente comum para
pacientes susceptiveis, incluindo individuos com leucemia, transplantados, tratados com
corticosteroides e soropositivos (GIRI; KINDO, 2012; TEICHERT et al., 2002).

Os fatores predisponentes a manifestacdo da candidiase, doenca esta, causada
por leveduras do género Candida, sdo: baixa imunidade; gravidez, infancia ou velhice;
habitos alimentares e estados nutricionais; tabagismo; diminuicdo do fluxo salivar, uso
de préteses e aparelhos ortodonticos; doencas degenerativas como diabetes mellitus;
neoplasias em estagio avancado; HIV-positivo, entre outros (BARBEDO; SGARBI,
2010; ELLEPOLA et al., 2011; LUQUE et al.,, 2009). O uso de medicamentos
imunossupressores e corticosteroides, além de antibidticos de amplo espectro por um
longo periodo € outra questdo importante para expor a doenca, ao passo que diminui as
bactérias aumenta a colonizacdo desse género, modificando assim a microbiota normal
do individuo (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; TEKELI et al., 2004).

A Candida albicans é a espécie mais prevalente nas infeccdes fungicas
(MENEZES et al., 2015). Ela constitui 80 a 90% da microbiota fungica em humanos e
tem a diversidade de fatores de viruléncia (FREITAS et al., 2003). Esta espécie é um
fungo dimérfico, que se apresenta sob formas leveduriformes no estado assintomatico;
ou como formas filamentosas (pseudo-hifas e hifas verdadeiras), presente em processos
patogénicos (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007). A sua plasticidade
morfoldgica, ainda permite, com que estas se fixem a superficies solidas formando
biofilmes. (KABIR; HUSSAIN; AHMAD, 2012). Esses biofilmes sdo estruturas
tridimensionais constituido palas formas leveduriformes e filamentosas, rodeadas pela
matriz extracelular (polissacarideos, proteinas e acido nucleicos). Esse complexo tem a
capacidade em ser resistente a defesas imunoldgicas, bem como a acdo dos agentes
antifangicos (SILVA et al., 2010; VANDENBOSCH et al., 2010;).

Os farmacos podem ser classificados de acordo com o mecanismo de acgdo
exercido sobre fungo patogénico, existem 6 classes de antifagicos: derivados azolicos
(cetoconazol, miconazol, clotrimazol, fluconazol), poliénicos (nistatina e anfotericina),
alilaminas (terbinafina), equinocandinas (anidulafungina), analogos de pirimidina e

inibidores da mitose (DE SENA et al., 2009). Apesar da variedade de antiflngicos para
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tratamento da candidiase, temos casos ja citados na literatura com sensibilidade

diminuida ou até resisténcia plena a determinados medicamentos dessa classe. Segundo
Dalazen e colaboradores (2011), a administracdo continua de azdlicos por individuos
imunocomprometidos para tratamento das infec¢des flngicas favoreceram o surgimento
de cepas resistentes, principalmente as espécies ndo-albicans, como exemplo a C.
glabrata e C. krusei sdo consideradas as espécies com resisténcia intrinseca aos
azolicos, particularmente ao fluconazol (BARBEDO; SGARBI, 2010; CASTRO et al.,
2006; DEMITTO et al., 2012).

Nas infec¢Bes fungicas sistémicas, em pacientes criticos, o tratamento de
escolha é a anfotericina B, devido ao seu amplo espectro de acdo, mas seu uso deve ser
monitorado cuidadosamente devido aos efeitos colaterais de nefro e hepatoxicidade
(SCHLOTTFELDT et al., 2015). Um farmaco muito utilizado nas candidemias €
anidulafungina, uma nova classe de antifingicos que atua em nivel da parade celular,
blogueando a sintese do polimero (1,3)-B-glucano (DENNING, 2003). Entretanto,
segundo Arendrup e Perlin (2014), Maubon e colaboradores (2014), as espécies de C.
albicans, C. tropicalis e C. krusei desenvolveram mecanismos de sensibilidade
diminuidas as equinocandinas. Logo, o aumento de isolados resistentes, bem como da
presenca de toxicidade, tem mostrado que a terapéutica antifingica vem revelando ser
um desafio, necessitanto na descoberta de novos farmacos para o combate do
microorganismo (KHAN; MALIK; AHMAD, 2012; KIRAZ; YASEMIN, 2011).

2.2. Considerac0es sobre acido cinamico e o acido caféico

2.2.1. Acido cinamico

O acido cinamico também denominado acido 3-fenil-2-propendico consiste em
um &cido carboxilico aromético (C6-C3), encontrado normalmente na forma trans, e
apresenta-se versatil com ampla distribuicdo nos vegetais superiores (DIXON, 1999) e
tem eficacia como agente terapéutico antimicrobiano (EKMEKCIOGLU; FEYERTAG;
MARKTL, 1998). Os compostos cindmicos sdo provenientes da rota do chiquimato
através da desaminacdo dos aminoacidos fenilalanina, e seus derivados sdo produzidos
por reacdes de hidroxilacdo e metilacdo resultando no acido p-cumarico, acido caféico,
acido ferulico e é&cido sinapico (DEWICK, 2009), sendo o &cido caféico o maior
representante desses derivados.

Os compostos cindmicos e seus derivados sdo importantes na formacdo dos
metabolitos secundarios, como as ligninas (BHULLAR et al., 2014; DE; BALTAS;
BEDOS-BELVAL, 2011;), e apresentam propriedades comuns entre eles como,
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antioxidantes (FARAH et al., 2008; SOVA, 2012), atuam na reducdo da lipoproteina de
baixa densidade importante na defesa de doencas cardiovasculares (AUGER et al.,

2004), séo agentes terapéuticos antimicrobianos e proporcionam a inibicdo do
crescimento dos fungos (KOROSEC et al., 2014), apresentam hepatoprotecio
(ADISAKWATTANA; MOONSAN; YIBCHOK-ANUN, 2008), e favorecem o
aumento da absorcdo e sintese do glicogénio, importante na diabetes (JUNG et al.,
2007).

Corroborando com as fungOes citadas acima, os derivados do &cido cindmico
com funcdo éster, em especial o cinamato de metila, apresenta as seguintes atividades
farmacologicas: hipoglicemiante (SHARMA, 2011); inibidor da sintese de lipideos,
importante nas patologias de dislipidemias (CHEN et al., 2012); antioxidante; acao
antimicrobiana contra bactérias e fungos (PRAKASH et al., 2012).

2.2.2. Acido caféico

O é&cido cafeico apresenta duas hidroxilas no anel do &cido cindmico, nas
posicdes 3 e 4. E amplamente distribuido nos tecidos vegetais e encontrado na dieta
alimentar, como frutas, vegetais, vinho, azeite de oliva e cafée (NARDINI et al., 1998),
sendo o principal representante dos acidos hidrocinamicos na dieta. Este acido é um
composto fendlico muito importante, pois apresenta diversas propriedades
farmacoldgicas e bioldgicas, tais como: antioxidante, antitrombose, anti-hipertensivo,
antifibrético, antiviral, anti-tumoral (BAILLY et al., 2013; CALHEIROS et al., 2008;
CHAO; HSU; YIN, 2009; LI et al., 2005; PRASAD et al., 2011), efeito citotoxico
contra a linhagem de células tumorais (KAMPA et al., 2004), hipoglicemiante
(CHENG et al., 2003; JUNG et al., 2006), tratamento da hepatite e gota (CHIANG; LO;
LU, 1994).

O acido caféico apresenta-se sob diversas formas como ésteres e amidas (FU et
al., 2010), e tem uma maior lipofilicidade com as células eucaribticas. Seus ésteres
encontram-se amplamente distribuidos nos vegetais (SAHINLER; KAFTANOGLU,
2005; SON; LEWIS, 2002), sendo o éster fenetil do acido caféico considerado o
principal composto fendlico mais bioativo (GRUNBERGER et al., 1988) e é um dos
componentes da prépolis presente na colmeia de abelhas, ele possuem um amplo
espectro de atividades farmacoldgicas, entre elas: anti-inflamatorio (DA CUNHA et al.,
2004; JUMAN et al., 2012; LEE et al., 2000; ORBAN et al., 2000; TOYODA et al.,
2009), antiviral (FESEN et al., 1993), antiaterosclerético (NATARAJAN et al., 1996),
anti-HIV (BURKE et al., 1995; FESEN et al., 1994, XIA et al., 2008), antioxidante
(RUSSO; LONGO; VANELLA, 2002; YANG et al., 2011), Imunomodulatorio (PARK
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et al., 2004), antitumoral (CHEN et al., 2001; CHUU et al., 2012; LIN; JIANG; CHUU,
2012; NAGAOKA et al., 2002), neuroprotetor (ILHAN et al., 2004) antibacteriano
(KUJUMGIEV et al., 1993) e atividade antifungica, com a capacidade de inibir tanto os

filamentos como a formacéo do biofilme da Candida (BREGER et al., 2007).

Diversos estudos tém sido realizados para o desenvolvimento de métodos de
preparacdo dos ésteres derivados do &cido caféico, devido a sua grande variedade de
atividades bioldgicas, tais como antimicrobiana. Balachandran e colaboradores (2012)
isolaram cafeato de metila da Solanum torvum e mostraram atividade antibacteriana
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, além da atividade antiflngica contra
C. albicans e Apergillus flavus. Lee e colaboradores (2009) isolaram o cafeato de metila
presente Thesium chinense Turcz e demonstraram atividade contra M. tuberculosis.

A propolis, produto produzido pelas abelhas a partir de exsudatos e secrecdes
das plantas, por ser um ingrediente natural € extraida em muitos vegetais e parte
integrante da alimentacdo humana. O Brasil é 0 segundo maior produtor de prépolis, s6
perde para China (LUSTOSA et al., 2008), utilizam a Apis melifera, espécie de abelha-
europeia, para sua producdo (MENEZES et al., 2007); dentre os compostos isolados
temos, o acido caféico e o éster fenetil do é&cido caféico com propriedades
antimicrobiana (KARTAL et al., 2003) contra S. aureus e E. coli (FU et al., 2010) e
contra Candida sp (DE VITA et al., 2014). Velazquez e colaboradores (2007) isolaram
da prépolis, o cafeato de fenetila, e avaliaram a atividade antimicrobiana contra E. coli
ATCC 25922 e S. aureus ATCC 6538P; nos testes, o éster apresentou atividade
inibitoria significativa frente S. aureus. Uzel e colaboradores (2005) testaram a propolis
europeia-siberiano e irano-turaniano, verificaram a susceptibilidade das cepas
microbianas para S. aureus 6538P, E. coli ATCC 11230, C. albicans ATCC 10231, C.
tropicalis ATCC 665, C. krusei ATCC 6258, os melhores resultados foram para Gram
positiva e Candida sp.

No quadro 1, temos alguns exemplos de publicacbes das propriedades

antimicrobianas do acido caféico e seus derivados ésteres.
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10231

Classse . . . ..
Quimica Composto Espécies microbianas Referéncias
Candida albicans 62, ALVES et al. 2013
Candida albicans BARBER;
biofilm, Candid albicans MCCONNELL,;
plactonic, Escherichia DECAUX, 2000
0 coli, Escherichia coli DE \2'01(')?4“ al.
#916, Escherichi li
x OH ekis SEATEONE 6o GEORGIV et al.
o NCIMB 12210,
Acidos Escherichi I 2012
HO SC erlc. ia coli PARKAR:
Lm CABEAI STEVENSON;
Acido Caféico Staphylococcus aureus | SKINNER, 2008
209, Staphylococcus RASTOGI et al.
aureus #917, 2008
Staphylococcus aureus | TUNCEL; NERGIZ,
NCTC 10657 1993
x 0/\@ Escherichia coli ATCC | VELAZQUEZ et al.
. 25922, Staphylococcus 2010
L aureus ATCC 6538P
Cafeato de Fenetila
(0]
N ~
’ Candida albicans ATCC DiE \g&ﬁet al
HO 10231
OH
Cafeato de Metila
™ AN
, Candida albicans ATCC DE \élo-lc-)ﬁet al
Esteres HO 10231
Cafeato de Etila
\ 0
Candida albicans ATCC Lis \élo-l(-)'i‘ft al
HO 10231
Cafeato de Propila
[3]
\ J\
o . . DE VITA et al.
/Q/\)J\ Candida albicans ATCC 20014
OH

Cafeato de Isopropila

Quadro 1. Acido caféico e seus derivados ésteres que se destacam por suas atividades

antimicrobianas.
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2.2.2.1. A importancia dos ésteres derivados do &cido caféico no estudo

antimicrobiano

O é&cido caféico é rapidamente absorvido no trato gastrintestinal com baixa
biodisponibilidade, apds a administracdo oral, o que limita seu uso clinico (LAFAY et
al., 2006). Além disso, o acido caféico é insollvel em agua e 6leo o que limita suas
aplicagdes. Por conseguinte a fim de aumentar lipossolubilidade e conseguir agentes
antimicrobianos mais potentes, é necessario modificar a estrutura do &cido caféico,
sendo a esterificacdo um caminho ideal para modificar as propriedades fisico-quimicas
da molécula.

Considerando os efeitos dos ésteres derivados do acido caféico sobre atividade
antimicrobiana, segundo Sardi e colaboradores (2016) prepararam oito derivados ésteres
do &cido caféico com radicais de cadeias lineares, diferindo pelo nimero de dtomos de
carbonos constituintes da molécula, com varia¢es de um a oito atomos de carbono, e
todos mostraram atividade fungicida contra C. albicans ATCC 90028; De Vita e
colaboradores (2014), prepararam derivados ésteres do acido caféico variando a cadeia
de carbono tanto linear como ramificada com um a trés atomos de carbono, como
também um derivado contendo radical de anel aromatico com substituinte metoxila, e
todos apresentaram atividade fungicida contra C. albicans ATCC 10231, no biofilme
em formagdo e estagio maduro; Merkl e colaboradores (2010) sintetizaram 0s ésteres
derivados do &cido cafeico, com radical de cadeias lineares e variagdo da cadeia
carbbnica de 1 a 4 atomos, e todos apresentaram atividade para E. coli DMF 7503, com
melhores resultados para cafeato de propila e cafeato de butila; Jazly e colaboradores
(2013), preparou 11 derivados ésteres do acido caféico, utilizando radicais de cadeia de
carbono linear curta e radicais de benzil clorado formado nas hidroxilas do anel caféico,
neste caso 0s compostos cafeato de metila e etila apresentaram atividade bactericida
contra E. coli e S. aureus, entretanto os produtos benzilicos clorados sé foram ativos
para Gram positiva. Assim, diante das publicacdes, os derivados preparados tornam-se

promissores candidatos para reducdo das patologias bacterianas e fungicas.

2.3. Considerac0es sobre a quimica dos ésteres

Os ésteres sdo compostos organicos cujas moléculas possuem o grupo acilato
em sua estrutura, e sdo formados basicamente da reacdo do acido carboxilico e um
alcool com eliminacdo da &gua, ilustrados na Figura 1. Assim, sua nomenclatura
consiste em dois nomes que refletem a sua origem, e, de acordo com a IUPAC, primeiro

identifica 0 nome do radical acido antes da carbonila, substituindo a terminacéo-ico por-
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ato, em seguida, acrescenta o radical alcool que esta ligado ao oxigénio com
terminagédo-a (FRAVE; POWELL, 2013).

Os ésteres apresentam uma variagdo de reatividade, dependendo do radical que

apresentam, sendo considerados 0s ésteres ativados, aqueles que possuem em seu
radical o anel aromatico, pois eles s&o mais propensos a reagir com a vasta gama de
nucleofilos em decorréncia da facilidade na hidrolise dos ésteres alquilicos (VALEUR,;
BRADLEY 2009).

As propriedades fisicas dos ésteres organicos estdo intrinsicamente ligadas ao
peso molecular (TAU; ELANGO; MCDONOUGH, 1994), para os de baixo peso
molecular sdo liquidos incolores e volateis, e apresentam odores agradaveis, sendo
muito utilizados na industria de alimentos e presente nas frutas, por exemplo, acetato de
etila no abacaxi e acetato de butila nas bananas; ja para o de elevado peso molecular,
eles sdo solidos, com variacao de po a cristais, com uso na fabricacdo de sabéo, 6leo de
soja, manteiga e margarina, azeite de oliva e ceras. Quanto ao seu ponto de fusdo é
inferior ao do acido carboxilico correspondente, entretanto, o ponto de ebulicdo depende
comprimento da cadeia lateral pertencente a molécula.

Os ésteres sdo obtidos a partir de varias metodologias, sendo 0 método mais
comum sua origem a partir de acidos carboxilicos. Dentre as reacGes, a mais utilizada ¢é
a esterificacdo de Fischer, que é uma condensacdo realizada entre um &cido carboxilico
e um alcool com eliminacdo da agua utilizando um catalisador acido forte (alinea a).
Além disso, podemos originar o éster com o0 uso dos mesmos substratos, apenas
substituindo a técnica, temos na alinea b o uso de agente de acoplamento N,N’-
dicicloexilcarbodiimida (DCC), com a formacdo de um produto indesejavel
dicicloexiluréia (DCU), (SON; LOBKOWSKY; LEWIS, 2001), ou com os agentes de
esterificacdo como DIAD, TPP na alinea ¢ (HANDIQUE et al., 2013). Outro método na
alinea d, utilizando o mesmo material de partida € a substituicdo nucleofilica do tipo

bimolecular com haletos.
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Figura 1. Metodos usados na sintese de esteres. Os produtos podem ser obtidos a partir
de &cidos carboxilicos na (a) esterificacdo de Fischer, (b) esterificacdo com uso de
agentes de acoplamento c) reacdo de Mitsunobu e (d) substituicdo nucleofilica SN, com

haletos.

Os ésteres aparecem como compostos estaveis e sdo encontrados em grande
abundancia na natureza como produtos naturais e sintéticos. Consequentemente, muitos
métodos para sintese de ésteres tém sido descritos como, além dos citados anteriormente
temos também as reacBes com os derivados de acido carboxilico, como anidrido e
cloreto de &cido, processo de transesterificacdo, ilustrados na Figura 2.

O anidrido reage com alcool para formar éster e &cido carboxilico como
subproduto, essa reagdo utiliza a piridina para remover o préton do alcool e formar a
ligacdo éster que envolve o grupo carbonila do anidrido com o oxigénio do alcool. A
alcoolise é favorecida com aumento da temperatura, da piridina, e uma maior
quantidade de equivalente mol para o reagente anidrido (INANAGA et al., 1979), com
isso apresentam elevados rendimentos, entretanto por ser de alto custo muitas vezes so €
utilizada quando a reacdo acido-alcool ndo pode ser efetuada.

O cloreto de acila por ser mais reativo que o anidrido, resulta na melhor
preparacdo laboratorial do éster, pelo fato de possuir menores pKa ndo necessitando de
um catalisador é&cido (SOLOMONS; FRYHLE, 2012) e sdo rapidos grupos
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abandonadores permitindo a dissocia¢do do ion cloreto do grupo carbonila (CLAYDEN
et al. 2001).

A transesterificacdo é muito utilizada na formacéo de biodiesel utilizando 6leos

vegetais ou gorduras animais (DIAS et al., 2013). Devido elevada atividade reacional e
baixo custo, o biodiesel é atualmente produzido por catélise acida, H,SO4, ou catélise
alcalina, NaOH (MA et al., 2016). O procedimento laboratorial ocorre quando o0s
ésteres de baixo ponto de ebulicdo sdo aquecidos a refluxo no meio reacional junto com
0 élcool, na presenca de um catalisador, resultando na troca do grupo éster com elevado
ponto de ebulicdo. A troca de éster ou transesterificacdo ocorre sob condicGes
semelhantes a esterificacdo de Fischer, s6 que de maneira inversa, e na presenca de um
grande excesso de alcool o ponto de equilibrio é deslocado para formagdo de um novo
éster (CHRISTIE, 1993).

e) 0 O
+ o —p )j\ + H-CI
R SH .
R Cl R OR
Cloreto de acila Alcool Ester
f) o) o) Piridina o o
L
R SH :
R O R R OR R OH
Anidrido Alcool Ester Acido carboxilico
)j\ * ° )J\ * RTH
RI/ \H I
R OR R OR'
Ester Alcool Ester Alcool

Figura 2. Métodos usados na sintese de ésteres. Os produtos podem ser obtidos a partir
de (e) cloretos de é&cido, (f) anidridos, (g) ou por outros ésteres no processo de

transesterificacéo.

Os ésteres tiveram um grande marco no desenvolvimento de farmacos a partir
de produtos naturais, com o isolamento do salicilato da Salix alba, por Edward Stone
em 1757, demonstrando que o isolado da casca do salgueiro apresentava propriedades
analgésicas e antipiréticas; mas, s6 em 1898, Felix Hofmann conseguiu melhorar a
acidez do &cido salicilico, construindo a molécula &cido acetil-salicilico, através da
adicdo de um grupo éster na estrutura, conhecida comercialmente como aspirina, a qual
manteve as suas propriedades analgésicas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI;
BARREIRO, 2006). Em seguida, em 1904, foi sintetizado a benzocaina, anestésico
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local pertencente a classe dos ésteres do acido para-aminobenzoico. Na década de 50,

foi introduzido no mercado a eritromicina para combate da Streptococos pneumoniae,
um antibidtico macrolideo, utilizado nas infecgdes Gram-positivas. Outro exemplo de
éster sintético é o clofibrato, muito utilizado na reducdo do colesterol e triglicerideo do
plasma sanguineo. Todos estes farmacos sao ilustrados na Figura 3.

HO_ 20 o)
o
Y T 7%%“
o cl
Aspirina Clofibrato
(o)
(o}
HO OH
o™
HO
(o]
H,N (0]
Benzocaina o) (o)
(o)
e
(o) o
OCH, OH
Eritromicina

Figura 3. Exemplos de drogas no mercado contendo grupo éster, ilustrando a

importancia desse grupo funcional na atividade bioldgica.

2.3.1 Mecanismos de esterificacbes

As preparacdes de ésteres utilizadas dentro da metodologia deste trabalho se
basearam em trés tipos de reacdo: a esterificacdo de Fischer, a substituicdo nucleofilica
bimolecular com haletos alquilicos e arilicos, e a reacdo de Mitsunobu.

Os ésteres sao oriundos de diversas metodologias, sendo a esterificacdo de
Fischer a mais comum, devido ser simples e ocorrer em curto espaco de tempo. Ela
utiliza um acido carboxilico juntamente com um alcool em excesso (CHRISTIE, 1993),
sob condicBes de aquecimento na presenca de um catalisador acido, &cido sulfurico ou
acido cloridico. A esterificacdo é reversivel e prossegue lentamente na auséncia do
catalisador e basta uma pequena quantidade deste para que a reacdo prossiga e atinja o

equilibrio (SHI; WANG; HUA, 2015).
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O mecanismo inicia pelo acido por ser um eletrofilo, o seu par de elétrons do

oxigénio da carbonila serd protonado pelo préton do catalisador, ficando o oxigénio
com trés ligagdes, adquirindo carga positiva, tornando-o mais reativo em relagdo aos
nucleéfilos. Em seguida, o par de elétrons do oxigénio da hidroxila do alcool ataca o
carbono da carbonila do acido protonado gerando um intermediério tetraédrico, e o par
de elétrons da ligacdo pi se desloca para o oxigénio, estabilizando o grupo hidroxila. No
terceiro passo, 0 composto tem a intencdo de formar um grupo abandonador através do
préton tropismo, assim ndo importa qual hidroxila sera protonada, pois ambas sdo
equivalentes (HERNANDEZ-MONTELONGO; GARCIA-SANDOVAL; AGUILAR-
GARNICA, 2015); e, o resultado é a saida da agua, regeneracdo do préton do

catalisador e formacéo do éster, ilustrado na Figura 4
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Figura 4 Mecanismo da reacdo de esterificacdo de Fischer (Adaptado: BUZZI et al,
2009).

As reacdes de substituicdo sdo sinteses organicas que envolvem um par de

elétrons do doador (nucle6filo) e um par de elétrons do receptor (eletrofilo), que implica

17



ARAUJO, M. O./ FUNDAMENTAQAO TEORICA
em etapas de transferéncia de elétrons (ROSSI; PIERINI; PENENORY, 2003). Essas
reacOes ocorrem em organismos Vivos nos processos bioquimicos (MCKEE; MCKEE,

2009) como, por exemplo, a alquilacdo de uma cadeia de DNA no desenvolvimento do
cancer (SORRELL, 2006; VOLLHARDT; SCHORE, 2010). A reacdo de substituicéo
nucledfila se divide em dois tipos: mononuclear ou primeira ordem, que ocorre em duas
etapas através da formacdo de um carbocétion estavel seguido do ataque frontal pelo
nucleéfilo; bimolecular ou segunda ordem ocorre de maneira inversa a da anterior, em
que se processa em uma Unica etapa, sem formacdo de carbocétion e o ataque do
nucledfilo é posterior ao grupo abandonador.

Asegunda reacdo de formacgdo de éster utilizada neste projeto é a substituicdo
nucleofilica bimolecular, que ocorreu nas rea¢fes do acido caféico juntamente com 0s
haletos alquilicos e arilicos, a reagdo se processa em uma Unica etapa com o ataque do
par de elétrons do nucleéfilo ao carbono na posicdo de 180° do eletréfilo, a energia
liberada da primeira ligagdo rompida € utilizada para formacdo da nova ligagédo
(MCLENNAN, 1976) desencadeando uma mudan¢a de configuracdo intermediaria
bipiramidal trigonal, para entdo saida do grupo abandonador e formacéo da ligacdo com
o nucledfilo (MATSUBARA; ITO, 2016), visto na Figura 5.

- —#
. )
R, 1 R,

o,/ TN\ | e
HNu® + W—X — | Nu-=-LeX | —  Nu—o~,, + X
i S\ \

2 <
Rs Ro  Rg Rj

Figura 5. Mecanismo geral da substituicdo nucleofilica bimolecular (Adaptado:
MATSUBARA; ITO, 2016).

Essa metodologia é evidenciada na reacdo de esterificacdo com haletos em
acetona ou carbonato de potassio, 0 mecanismo € iniciado com a desprotonagdo do
acido carboxilico, tornando-o mais reativo, para entdo ocorrer a substituicdo nucleofilica

com o haleto e a formacdo do éster (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo da reacdo de esterificacdo com haletos alquilicos e arilicos em
acetona anidra na presenga de trietilamina (Adaptado: ISENMANN, 2013).

A reacdo de Mitsunobu é a terceira reacdo deste trabalho para formagdo de
ésteres, que consite no acoplamento desidratado utilizado alcool e acido na presenca de
agentes oxido-redutores como o agente oxidante Azodicarboxilato de diisopropila
(DIAD) e agente redutor Trifenilfosfina (TPP), e envolve inversdo da configuracao
estereoquimica do centro do carbono pertencente ao alcool (BUT; TOY, 2007). Além
do éster desejado, formam-se subprodutos como a hidrazina dietil azodicarboxilato e o
oxido de trifenilfosfina, mostrados na Figura 7.

TPP

OO

Figura 7. llustracdo da reacdo de Mitsunobu (Adaptado: SWAMY et al., 2009)

O mecanismo inicia com o ataque nucleofilico do TPP 1 a ligacdo dupla dos
atomos de nitrogénio do agente oxidante DEAD 2 para formar o intermediario reativo

estavel de cinco membros, betaina ou oxadiazafosfato 3, este passo da reacdo é
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irreversivel. Este composto pode participar de dois caminhos A e B distintos, que

funcionam de maneira inversa. No caminho A, o 3 reage com duas moléculas de alcoois
produzindo hidrazina DEAD-H, 4, dialcoxifosforano 5, e em seguida, reage com o
acido formando um sal de oxifosfénio 7. No caminho B, primeiro o &cido é
desprotonado pelo composto 3, formando o composto 6, para depois reagir com um
equivalente de &lcool e os produtos citados anteriormente sdo formados, a hidrazina 4 e
o0 sal de alcoxifosfonio 7; nesta fase, 0 composto 6 pode desviar a rota ocorrendo sua
degradacéo, reacdo esta secundaria, formando o composto 8 e o 6xido de fosfina, que
ocorre quando o &cido utilizado é muito fraco com pKa >15 (SWAMY et al., 2009).
Independente do caminho que a reagdo percorreu, a hidrazina é o primeiro subproduto a
ser formado, ja o Oxido de fosfina sé serd formado depois com o produto.
Posteriormente, ocorre uma reacao de substituicdo nucleofilica SN2 com o carboxilato e
0 composto 7, para formar o 6xido de trifenilfosfina TPPO e o produto éster desejado 9,
sendo com estereoquimica invertida do alcool no caminho A. Entretanto, se alcool for
estericamente impedido e o &cido muito fraco, a reacdo processa numa outra rota, 0
carboxilato juntamente com o composto 7 gera aciloxialcoxifosforano 10, que por sua
vez esta em equilibrio com o sal aciloxifosfonio 11, e este pode sofrer ataque nucleéfilo
de um ijon carboxilato resultando no anidrido, resumidos na Figura 8 (SCHENK;
WESTON; ANDERS, 2005).

A reacdo de Mitsunobu se processa em um equilibrio entre um grupo sal
alcoxifosfonio e o sal aciloxifosfonio, depedendo da estereoquimica do alcool. Caso ndo
seja estericamente impedido, o sal de alcoxifosfonio é favorecido, resultando no
deslocamento nucledfilo de TPPO pelo carboxilato e a formacdo do ester com inversao
de configuracdo, produto resultante utilizado para a maioria das aplicac6es da reacdo de
Mitsunobu. Por outro lado, se o grupo for estericamente impedido, o aciloxifosfonio é
favorecido, e os resultados sdo formacdo de éster com retencdo da configuracdo e
anidrido (AHN; CORREIA; DESHONG, 2002).

Para uma explicacdo melhorada do paragrafo anterior, temos que este
mecanismo apresenta algumas particularidades, onde o composto 7 mantém um
equilibrio com o sal aciloxifosfonio 11, mediada por 4 e dependente do pKa do &cido,
caso 0 pKa apresente um teor mais alcalino, a molécula 7 ndo serd favorecida,
formando o produto com a estereoquimica original do alcool 9 e o anidrido 12; isso s6
ocorre em situaces muito raras, como alcoois estericamente impedidos que facam
lactonizacéo intramolecular (AHN; DESHONG, 2002).
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Figura 8. Mecanismo da reacdo de Mitsunobu (Adaptado: SCHENK; WESTON;
ANDERS, 2005).
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2.4. Relagéo estrutura-atividade

Muitas pesquisas realizadas na Quimica Farmacéutica estudam a estrutura
molecular de compostos relacionados com suas atividades farmacoldgicas. Propriedades
fisico-quimicas, caracteristicas eletrénicas, solubilidade, sdo algumas variaveis que
influenciam na interagio do farmaco com wuma macromolécula receptora,
desencadeando a resposta bioldgica desejada. O estudo de relacdo estrutura-atividade
(SAR) interpreta as estruturas semelhantes dos analogos e as suas respectivas atividades
bioldgicas, pois a similaridade quimica entre os compostos pressupfe atividades
farmacol6gicas similares, entretanto eles se diferenciam pela poténcia e efeitos
colaterais indesejaveis, podendo até atuar em sitios alvos diferentes ocasionando uma
atividade distinta do esperado. (ECKERT; BAJORATH, 2007; THOMAS, 2003). Logo,
0 SAR determina as pequenas alteracdes na molécula lider, em sua cadeia carbdnica por
grupos substituintes em posicdes definidas (LIMA, 2007), seguida da avaliagcdo de sua
atividade bioldgica, com o intuito de diminuir a toxicidade e potencializar a acdo do
farmaco, aumentando a seletividade e a melhora nos perfis farmacocinéticos
(BARREIRO, 2014; TAVARES, 2004).

Na estrutura molecular, podemos medir parametros fisico-quimicos que séo
determinantes para as caracteristicas da molécula, dentre os principais parametros que
influenciam no perfil farmacoterapéutico temos o coeficiente de particdo, que representa
a relacdo entre o perfil de hidro e liposolubilidade, e o coeficiente de ionizagéo,
expresso pelo pKa, que representa as espécies neutras e ionizadas da molécula em cada
compartimento (BARREIRO, 2014). Assim o farmaco é dependente intrinsicamente
desses fatores para atingir concentracGes plasmaticas capazes de reproduzir o efeito
biolégico e uma pequena mudanca na molécula pode acarretar grandes variagdes em sua
atividade (TAVARES, 2004).

A lipossolubilidade ¢ mensurada através do coeficiente de particdo, que é
determinado pela distribuicdo da molécula em dois compartimentos imisciveis. Assim,
se a molécula possui um alto coefiente de particdo tera mais afinidade em ambientes
organicos apolares e se dinfundira prontamente pelas membranas lipidicas, ocorrendo
precisamente sua extensdo de absorcdo e velocidade de distribuicdo, atingindo o alvo
desejado. Apesar deste parametro conferir a molécula um melhor perfil de
biodisponibilidade e consequentemente otimizacdo da atividade, entretanto o aumento
da sua estrutura pode afetar sua capacidade de ligacdo ao sitio alvo e isto resultara numa
perda de atividade através da formacao de micelas no limen intestinal pela acdo dos sais
biliares (KIMURA, 2009).
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A constante de ionizagdo, relativo as formas neutras e ionizadas da molécula,

depende da natureza quimica e do pH do meio. Essa propriedade é inversamente
proporcional a lipofilicidade, de forma que as espécies ndo ionizadas conseguem
atravessar as membranas biolégicas por transporte passivo, portanto a otimizagdo no
perfil de absor¢do gastrointestinal apos a administracdo oral de um analogo pode ser
alcangada por meio do balango de seu perfil de permeabilidade e hidrossolubilidade
(BARREIRO, 2014).

A rotacdo das ligacOes covalente sigma, denominada de conformacao,
desencadeiam variacbes no arranjo espacial que dificulta qual a conformacgdo é
responsavel pelo reconhecimento do ligante com o receptor. Entretanto, algumas
estratégias de modificacdo molecular resultam num conférmero mais estavel de forma a
possibilitar a interacdo mais favoravel (SCHWYZER, 1995). A conformacdo mais
adequada da molécula envolve o grau de flexibilidade que seja capaz de facilitar o
encaixe do analogo ao sitio alvo ou receptor; entretanto a rigidez da estrutura quimica
atraves de insaturacfes favorece a formacdo de analogos mais sensiveis a oxidacao
metabolica e torna o farmaco mais reativo; ja a introducdo de anéis muda a conformacao
e aumenta o tamanho global do analogo, e isto muitas vezes favorece no preenchimento
de uma fenda hidrofébica num sitio alvo o que intensifica essa ligacdo, concede
estabilidade a molécula com a reducdo da formacdo de conformeros e produz analogos
mais resistentes ao ataque enzimatico (THOMAS, 2003).

Os parametros estéricos influenciam tanto a fase farmacocinética como a
farmacodinamica, e os analogos sintetizados devem apresentar 0 mesmo arranjo
espacial para ocorrer a atividade bioldgica estudada, em decorréncia na manutencdo da
ligacdo do ligante com o centro assimétrico do biorreceptor (SILIPO; VITTORIA,
1990); pois 0s enantibmeros que apresentam as mesmas propriedades fisico-quimicas
exceto o desvio do plano da luz polarizada, podem apresentar respostas biologicas
distintas, mesmo possuindo liga¢bes quimicas e distancias semelhantes (SILVERMAN,
1992). Assim como diferencas no arranjo espacial dos grupos olefinicos vinculado a
interacdo com o receptor acarreta no insucesso da complementariedade dessa ligacao,
resultando numa diminuicdo da atividade farmacoldgica (BARREIRO, 2014).

Portanto, a adequacdo das propriedades fisico-quimicas, conformacdo e
estereoquimica aliadas a sua interacdo com receptor farmacoldgico, concede ao farmaco
alcancar seu efeito terapéutico desejado; e no estudo de relagdo estrutura- atividade, a
estrutura quimica dos analogos frente ao seu protétipo, descreve 0s grupos substituintes

na molécula que influencia na otimizacéo e seletividade da resposta bioldgica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
Preparar e avaliar a atividade antimicrobiana de uma colecdo de ésteres
derivados do &cido cafeico estruturalmente relacionados e estabelecer uma relagdo

estrutura-atividade das substancias avaliadas.

3.2. Especificos

- Preparar os ésteres potencialmente bioativos derivados do &cido caféico;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos derivados;

-Tragar uma relagdo estrutura-atividade das substancias avaliadas e determinar

influéncia dos grupos substituintes na atividade antimicrobiana dos ésteres.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Delineamento do estudo desenvolvido

O estudo desenvolvido na presente dissertacdo foi estruturado conforme o
Esquema 1

Esterificacdo de Fischer

Reacao com Haletos Alquilicos
e Arilicos

Reacédo de Mitsunobu

Teste da Microdiluicao

Relacéo Estrutura-Atividade

Esquema 1. Delineamento da etapa quimica, estudo antimicrobiano e relacdo estrutura-
atividade dos ésteres derivados do &cido caféico.
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4.2. Etapa Quimica

4.2.1. Etapa de obtencéo e preparacdo dos ésteres derivados do acido caféico
O é&cido caféico (Figura 9) foi utilizado como material de partida para preparar

uma colecdo de ésteres e posteriormente testar sua atividade antimicrobiana.

Figura 9 Acido trans-3,4-dihidroxi-cinamico (acido caféico).

Os compostos foram obtidos por trés tipos de reacdo: a esterificagdo de
Fischer; reacédo utilizando haletos alquilicos e arilicos, e reacdo de Mitsunobu.

A primeira reacdo utilizada foi a Esterificacdo de Fischer com a producdo de
oito compostos (ME1 a MEB8), os quais foram obtidos a partir da reacdo entre o acido
caféico, com alcool em excesso, utilizando &cido sulfurico (H,SO4) como catalisador
sob refluxo, monitorado por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA),
segundo a metodologia de SANDERSON e colaboradores (2013). Os alcoois utilizados
nas reacdes foram: metanol, etanol, n-propanol, n-butanol, n-pentanol, alcool
isopropilico, etilenoglicol e isopentilico, como mostrado no Esquema 2. De acordo com
a Tabela 1, as reacOes duraram entre 3-21 horas, tendo-se obtido rendimentos entre

49,00-93,06%, sendo o éster ME4 com maior rendimento.
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Acido caféico Produto

(1) R = CH,4
(2) R=CH,CH,

(3) R = CH,CH,CH,

(4) R = CH(CH;),

(5) R = CH,CH,0OCH,4

(6) R = CH,CH,CH,CH,

(7) R = CH,CH,CH,CH,CHj,
(8) R = CH,CH,CH(CHy),

Esquema 2. Esquema geral da esterificacdo de Fischer utilizando como material de

partida o &cido caféico e alcool alifatico.

Foram preparados 8 (oito) esteres derivados do acido caféico, e identificados
por métodos espectroscépicos de infravermelho, RMN de *H e **C, e Espectrometria de
Massas de Alta Resolucdo para o composto inédito MES5, inédito na literatura. Os
produtos foram obtidos em curto tempo reacional (3-21 horas), apresentando
rendimentos satisfatorios (49,00-93,06%) e utilizando reagentes de baixo custo.

A segunda e a terceira colecdo de ésteres foram obtidas pela reacdo utilizando
haletos alquilicos e arilicos, s6 que em metodologias diferentes. O segundo grupo de
ésteres (ME9, ME12, ME14 e ME16) foi obtido a partir da reacdo entre o &cido
caféico, com acetona anidra na presenca trietilamina (EtsN) sob refluxo, utilizando
haletos de alquila e arila como reagente, monitorado por CCDA, segundo a metodologia
de BOECK e colaboradores (2005) e LI e colaboradores (2012). Os haletos utilizados
nas reacdes foram: 1-bromo-decano, cloreto de 4-clorobenzila, cloreto de 4-metdxi-
benzila e bromo-difenil-metano, como mostrado no Esquema 3. De acordo com a
Tabela 1, as reacGes duraram entre 46-120 horas, tendo-se obtido rendimentos entre
11,53-47,53%, sendo o éster ME9 com maior rendimento (47,53%) e o éster ME12 o

de menor rendimento (11,53%) e reacional (44 horas).
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Acetona, Et;N
5

OH + HalR ——————
Refluxo

HO

. OH
Acido caféico Produto

(9) R = CH,(CH,),CH,CH;
(12) R = 4-CI-PhCH,

(14) R = 4-OCH;-PhCH,
(16) R = Ph,CH

Esquema 3. Esquema geral de reacGes utilizando acido caféico e haleto alquilico e

arilico em acetona sob refluxo.

Preparou-se 4 (quatro) esteres derivados do acido cafeico, sendo um alifatico e
trés aromaticos, os quais foram identificados por métodos espectroscopicos de
Infravermelho, RMN de ‘H e **C e Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo para os
produtos ME12 e ME16, inéditos na literatura. As reacGes ocorreram em um tempo
reacional longo, em especial para o composto ME16, que teve cinco dias para formacao
do produto, além de sua purificacdo que é mais dificultada por ter a presenca do haleto e
do produto com RFs muito préximos.

Na obtencdo do terceiro grupo de ésteres (ME9, ME12, ME13, ME14,
ME15), utilizou-se o &cido caféico e a base carbonato de potéssio (K,CO3), juntamente
com dimetilformamida (DMF) como solvente e o haleto de alquila e arila como
reagente, sob agitacdo magnética a temperatura ambiente, até o consumo do material de
partida, monitorados por CCDA, segundo a metodologia de SHI e colaboradores
(2014). Os haletos utilizados nas reacGes foram: 1-bromo-decano, cloreto de 4-
clorobenzila, cloreto de 4-met6xi-benzila, como mostrado no Esquema 4. De acordo
com a Tabela 1, as reacGes duraram entre 27-50 horas, tendo-se obtido rendimentos
entre 8,20-36,98%, sendo o éster ME15 com maior rendimento (36,98%).
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OR,

OH Acido caféico

(9) R =CH,(CH,)3CH; R,=H

(12) R, = 4-CI-PhCH, R,=H

(13) R, = 4-CI-PhCH, R, = 4-CI-PhCH,
(14) R, =4-OCH;-PhCH, R,=H

(15) R, = 4-OCH;-PhCH, R, = 4-OCH,-PhCH,

Esquema 4. Esquema geral de reagGes utilizando &cido caféico e haleto alquilico e
arilico em K,CO3 a temperatura ambiente.

Foram preparados 3 (trés) esteres com produtos e mais 2 (dois) derivados como
subprodutos, sendo um com substituinte alifatico e quatro aromaticos, os quais foram
identificados por métodos espectroscopicos de Infravermelho, RMN de ‘H e **C, além
de Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo para o MEL5, inédito na literatura.

Ao empregar esta metodologia, o proposito era melhorar o rendimento
desenvolvido na reacdo anterior; entretanto, o composto ME9 apresentou 0 menor
rendimento; para ME12, seu rendimento foi melhorado; para ME14, seu rendimento foi
piorado e o produto ME16 ndo se formou nesta metodologia, sendo formados dois
subprodutos, 0 ME13 (subproduto do ME12) e ME15 (subproduto do ME14), fato que
contribuiu no baixo rendimento do produto principal.

Os ésteres (ME10, ME11, ME14) foram obtidos por um quarto método, a
reacdo de Mitsunobu, em que o &cido caféico e o alcool aromatico foram dissolvidos
com tetrahidrofurano (THF) a 0° C. Em seguida, trifenilfosfina (TPP) e o
azodicarboxilato de diisopropila (DIAD) foram adicionados a temperatura ambiente,
monitorados por CCDA, segundo a metodologia de HANDIQUE e colaboladores
(2013). Os alcoois utilizados nas reacGes foram: alcool benzilico, alcool de 4-metil-
benzil, alcool de 4-metdxi-benzil como mostrado no Esquema 5. De acordo com a
Tabela 1, os tempos reacionais foram 46-50 horas, tendo-se obtido rendimentos entre
37,37-53,10%, sendo o éster ME10 com maior rendimento (53,10%).
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THF

OH + HOR ——3»
TPP, DIAD

0°C-t. a.
HO

OH

Acido caféico Produto

(10) R = PhCH,
(11) R = 4-CH;-PhCH,
(14) R = 4-OCH;-PhCH,

Esquema 5. Esquema geral da reacdo de Mitsunobu utilizando como material de partida

0 4cido caféico e alcool aromatico.

Os trés ésteres aromaticos derivados do acido caféico foram identificados por
métodos espectroscopicos de Infravermelho, RMN de 'H e '*C, e Espectrometria de
Massas de Alta Resolucdo para o produto ME11, inédito na literatura.

Em comparacdo com as outras metodologias, apresenta tempo reacional
semelhante e rendimentos superiores que a das reacdes de haletos alquilicos e arilicos.
O produto MEZ14 foi produzido por trés reacdes diferentes, constatando que a formacéo

de ésteres pode ocorrer por diversas metodologias.
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Tabela 1. Dados das reagdes de esterificacdo e dos ésteres derivados do &cido caféico.

o]

A
OR,
R,0
OH
. Massa . . . .
Foérmula Faixa de Tempo de Quantidade em | Sistema da coluna Rendimento
Composto R, R> molar ~ ~ .
molecular (g/mol) fuséo reacdo (h) massa mg (Hex:AcOEY) (%)
ME1 CH; OH C10H1004 194,18 245-250 °C 1-5 |-189,2 06:04 | -87,77
ME2 C,Hs OH C11H1,0,4 208,21 170-178 °C 1-5 1-200,0 06:04 | -86,53
ME3 CsH; OH C12H140, 222,24 165-170 °C 1-6 I-267,5 06:04 I -85,96
ME4 CsH; OH C12H140, 222,24 155-160°C 1-8 1-287,0 07:03 1-93,06
MES5 CsH;,0 OH C12H140s 238,24 - 1-9 I-2038 05:05 1-61,64
ME6 C4Hy OH C13H160,4 236,26 - 1-7 I-300,1 06:04 1-91,53
ME7 CsHyy OH C14H1804 250,29 - 1-21 1-1754 07:03 1 -50,50
MES8 CsHyy OH C14H10, 250,29 150-154 °C 1-3 1-169,5 05:05 1-49,00
11 -48 I1-174,2 . Il - 47,53
ME9 CioHa1 OH C19H250, 320,42 - I — 27 - 290 08:02 1 - 8.20
ME10 C/H; OH Ci6H1404 270,28 129-135°C IV - 46 IV -159,3 07:03 IV - 53,10
ME11 CgHg OH C17H1604 284,31 180-186 °C IV - 50 IV -804 07:03 IV - 50,95
0 I11- 44 11-39,0 . I1-11,53
ME12 C;HsCl OH C16H13CIO, 304,73 105-109 °C I — 50 - 894 07:03 1 - 26.43
ME13 C;HsCl C;HsClI C,3H1sCl0, 429,29 173-179°C 11 -50 I - 40,0 08:02 I -11,82
Il -46 Il -146,7 I1-42,70
ME14 CgHyO OH C17H1605 300,31 177-182°C 11— 45 I -724 07:03 I -21,72
1V - 48 IV -62,3 IV — 37,37
ME15 CgHyO CgHyO Cu5H,404 420,45 245-251°C 1l -45 1 -172,6 08:02 111 - 36,98
ME16 CizHip OH C,oH1804 346,38 - I1-120 Il-162,2 08:02 Il -27,29
| — Reacdo de Esterificagdo de Fischer; Il - Reacdo da Acetona; Il — Reacdo do K;COs;; IV — Reacdo de Mitsunobu.
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4.3. Andlise espectroscopica dos ésteres derivados do &cido caféico
A caracterizacdo estrutural dos compostos foi estabelecida através de dados de
IV, RMN de 'H e **C e HR-MS.

4.3.1. Interpretacgéo dos espectros de infravermelho dos compostos ME1 a ME16

A andlise dos espectros de infravermelho dos ésteres derivados do &cido
caféico foi realizada segundo os dados da literatura de Silverstein e Webster (2007);
Pavia e colaboradores (2010). Pode-se evidenciar a presenca de grupos funcionais, que
sdo importantes para identificacdo da molécula.

Na analise dos espectros dos diferentes andlogos, as estruturas moleculares dos
compostos ME1 a ME16 apresentam o mesmo anel do &cido caféico devido serem
oriundos desse acido, e exibem bandas de absorcdo semelhantes como, acima de 3000
referentes ao estiramento de C-H sp? juntamente com bandas de absorcdo de
estiramento do anel C=C que ocorre aos pares nas regides de 1600 e 1475 cm™, e
sugerem a presenca do anel aromatico; bandas de estiramento C=0 na faixa de 1750-
1735 cm™ caracteristicas de carbonilas de ésteres, no entanto observamos a diminuig&o
da frequéncia de absorcéo da carbonila devido a conjugacao da dupla ligacdo da cadeia
lateral o, B insaturado com o grupo carbonila, resultando um carater de ligagdo simples
para as ligacdes duplas; estiramento C-O atribuida a ligagdo C-O no éster aparecem com
duas bandas na faixa de 1300 a 1000 cm™; estiramento O-H é um pico agudo na regi&o
3650 - 3600 cm™, atribuido as hidroxilas fendlicas. Esses resultados sdo apresentados na
Tabela 2

Os analogos alquilicos s@o observados bandas de estiramento C-H de alcano
por volta de 3000 cm™, grupo metilenos com absorcdo de dobramento em 1465 cm™ e
grupos metila em 1375 cm™. Nos derivados arilicos, observamos uma banda forte de
vibracdo de dobramento para posicdo para, na regido entre 800-850 cm™, com uma

absorcdo caracteristica para seu substituinte na posicédo para.
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Tabela 2. Assinalamentos de IV dos ésteres derivados do cido caféico (ME1-ME16).

Composto v (O-H) v (C-H®) v (C-H®®) v (C=0) v(C=C) v(C-0)

ME1

ME2

ME3

ME4

ME5

MEG6

ME7

MES

ME9

ME10

ME11

ME12

ME13

ME14

ME15

ME16

3313

3179

3459

3307

3319

3334

3402

3313

3299

3299

3332

3338

3332

3338

3344

3370

3097

3065

3085

3047

3071

3059

3039

3053

3059

3039

3027

3053

3059

3059

3059

3059

2957

2990

2970

2976

2945

2957

2957

2957

2964

2964

2976

2964

2976

2945

2831

2970

1676

1657

1663

1677

1689

1683

1695

1677

1677

1689

1677

1677

1695

1702

1702

1702

1600
1440
1606
1448
1606
1442
1594
1442
1600
1442
1606
1448
1606
1460
1606
1448
1606
1442
1600
1454
1600
1435
1600
1435
1606
1442
1614
1435
1620
1435
1606
1448

1276
1178
1283
1220
1277
1188
1277
1188
1272
1176
1277
1181
1283
1175
1283
1181
1277
1175
1283
1181
1271
1163
1258
1175
1277
1169
1194
1125
1188
1112
1271
1149
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4.3.2. Interpretacdo dos espectros de RMN de 'H e *C dos compostos ME1 a

ME16
OI\
- OR,
OH
(3) Rl = CH2CH2CH3 RZ =H
(4) Rl = CH3CHCH3 RZ =H
(5) R,=CH,CH,0CH, R,=H
(6) Rl = CH2CH2CH2CH3 Rz =H
(7) Rl = CH2CH2CH2CH2CH3 Rz =H
(8) R,=CH,CH,CHCH;CH, R,=H
(10) R, = PhCH, R,=H
(11) R, = 4-CH;PhCH, R,=H
(12) R, = 4-CIPhCH, R,=H
(13) R; =4-CIPhCH, R, =4-CIPhCH,
(16) R, = CHPh, R,=H

Esquema 6. Esquema geral dos ésteres derivados do acido caféico.

De acordo com a Esquema 6, os espectros de RMN de *H e **C dos produtos
sintetizados provenientes do acido caféico, demonstram a presenca de 5 (cinco)
hidrogénios em comum (H2, H5, H6, H7, H8) sendo 3 (trés) do anel aromatico e 2
(dois) na cadeia lateral ligada na posicdo 1 (um) do anel aromatico; como também, 9
(nove) carbonos em comum (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C=0), sendo 6 (seis) do
anel aromatico e 3 (trés) da cadeia lateral com a presenca da carbonila do éster, que

confirmam as estruturas dos ésteres derivados do acido caféico.
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Os sinais de hidrogénios obtidos em (DMSO-dg, 200 MHz, ppm), com maior
deslocamento, referente ao composto M16, foram: para os hidrogénios olefinicos temos
dois dubletos em & 7,59 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 16,0 Hz, 1H), atribuidos aos
hidrogénios H7 e H8, respectivamente, a configuracdo trans é confirmada pela
constante de acoplamento (J = 16,0 Hz); para os hidrogénios aromaticos temos dois
dubletos ¢ um duplo dubleto em 6 7,10 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,06 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0
Hz,1H) e 6,77 (d, J = 8,0 Hz, 1H) concedido aos prétons H2, H6 e H5,
respectivamente, esses valores das constantes de acoplamento mostra que o0 H6 acopla
tanto com o H5 e H2. As constantes de acoplamento semelhantes evidenciam o
acoplamento que ocorre entre 0s hidrogénios vizinhos e os sinais dos hidrogénios
metilénicos e metilicos das cadeias laterais saturadas assim como os sinais metinicos
dos hidrogénios aromaticos sdo mostrados nas Tabelas 3, 4, 5 e 6 abaixo.

Os dados de RMN *C, evidenciados na Tabela 7, apresentam valores de
deslocamentos quimicos que confirmam também a identidade dos compostos. Para 0s
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono Treze, 0s sinais obtidos em
(DMSO-dg, 50 MHz, ppm), com maior deslocamento, foram: 168,8 caracteristico de
C=0 de éster, trés sinais proximo a regido 149,4 - 1449 atribuidos a carbonos C4, C3,
C7, respectivamente, sinal 127,6 (C1), sinal 122,9 (C6), sinais 116,5 - 113,6 atribuidos
aos carbonos C5, C8, C2 respectivamente, como mostrado na Tabela 7. Além desses
sinais, também sdo evidenciados os deslocamentos quimicos dos carbonos das cadeias
laterais saturadas e aromaticas, confirmando a estrutura de cada composto.

A atribuicdo dos sinais correspondentes aos hidrogénios assim como aos
carbonos foi efetuada por comparacdo com dados publicados na literatura para

compostos idénticos ou analogos.
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Tabela 3. Assinalamentos de RMN de *H dos ésteres derivados do 4cido caféico (ME1 — MEA4).

Posicéo

o~N O OB wWwN P

ME1

oH

7,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H)

6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
7,00 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0 Hz,
1H)

748 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

6,27 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

3,68 (s, 3H)

ME2

oH

7,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H)

6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
7,00 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0 Hz,
1H)

7,47 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

6,25 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

4,15 (g, J = 7,0 Hz, 2H)
1,23 (t, J = 7,0 Hz, 3H)

ME3

6H 5|-|
7,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 7,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H)
6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
7,00 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0 Hz, 6,99 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0 Hz,
1H) 1H)
7,47 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 7,44 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 6,23 (d, J = 15,8 Hz, 1H)
4,06 (t, J = 6,6, 2H) 4,98 (sept, J = 6,2 Hz, 1H)
1,63 (sex, J = 7,0, 2H) 1,23 (d, J = 6,2 Hz, 6H)

0,91 (t, J = 7,4, 3H) -
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Tabela 4. Assinalamentos de RMN de *H dos ésteres derivados do 4cido caféico (ME5 — MES).

Posicéo

Il co~N OO OB WM -

@
O

ME5

OH

7,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H)

6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H)

7,01 (dd, J=2,0 Hz; 8,0 Hz

1H)
7,47 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
6,28 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

4,22 (t, J= 4,8, 2H)
3,56 (t, J = 4,8, 2H)
3,27 (s, 3H)

7,05 (d, J = 2,5 Hz, 1H)

6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
' 6,99 (dd, J = 2,0 Hz; 8,5 Hz, 1H) 7,00 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0 Hz, 1H)

7,46 (d, J = 15,5 Hz, 1H)
6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

4,11 (t, J= 6,5 Hz, 2H)
1,60 (quint, J = 6,5 Hz, 2H)
1,36 (sex, J = 7,5 Hz, 2H)

0,90 (t, J=7,5 Hz, 3H)

on

7,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H)

6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H)

7,46 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

4,10 (t, J = 6,6 Hz, 2H)

1,62 (quint, J = 6,8 Hz, 2H)

1,36 — 1,22 (m, 4H)
1,36 — 1,22 (m, 4H)
0,87 (t, J = 7,0 Hz, 3H)

oH

7,04 (s, 1H)

6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
6,99 (dd, J = 8,0 Hz, 1H)

7,46 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
6,25 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

4,13 (t, J = 6,6 Hz, 2H)
1,51 (g, J = 6,4 Hz, 2H)
1,78 — 1,58 (m, 1H)
0,90 (d, J = 6,4 Hz, 6H)
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Tabela 5. Assinalamentos de RMN de *H dos ésteres derivados do acido caféico (ME9 — ME12).

Posicéo

o~N O Ol WP

10°

oH

7,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H)

6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
6,99 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0 Hz, 1H)

7,46 (d, J = 15,8 Hz, 1H)
6,25 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

4,10 (dd, J = 6,2 Hz, 2H)
1,60 (quint, J = 6,2 Hz, 2H)
1,30 - 1,23 (m, 14H)
1,30 - 1,23 (m, 14H)
1,30 - 1,23 (m, 14H)
1,30 - 1,23 (m, 14H)
1,30 - 1,23 (m, 14H)
1,30 - 1,23 (m, 14H)
1,30 - 1,23 (m, 14H)
0,84 (t, J= 6,0 Hz, 3H)

ME10

oH

7,07 (d, J = 2,0 Hz, 1H)

6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
7,02 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0 Hz,

1H)

7,45 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
6,33 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

7,41 — 7,32 (m, 5H)
7,41 — 7,32 (m, 5H)
7,41 — 7,32 (m, 5H)
7,41 7,32 (m, 5H)
7,41 —7,32 (m, 5H)
5,19 (s, 2H)

ME11

6H ﬁH

7,07 (d, J = 2,0 Hz, 1H)

7,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H)

6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
7,00 (dd, J = 2,0 Hz; 8,2 7,02 (dd, J = 2,0 Hz; 8,0
Hz, 1H) Hz, 1H)

7,50 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 7,53 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
6,30 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 6,33 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

7,29 (d, J = 8,0 Hz, 2H) 7,44 (sl, 4H)

7,18 (d, J = 8,0 Hz, 2H) 7,44 (sl, 4H)

7,18 (d, J = 8,0 Hz, 2H) 7,44 (sl, 4H)

7,29 (d, J = 8,0 Hz, 2H) 7,44 (sl, 4H)
5,13 (s, 2H) 5,18 (s, 2H)
2,29 (s, 3H)
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Tabela 6. Assinalamentos de RMN de *H dos ésteres derivados do 4cido caféico (ME13 — ME16).

ME13 ME14 ME15
Posi¢do oA /Q/\)‘\ /\©\ . /Q/\)‘\ A(j\ P A /\©\/
o o o
1 - - - -
2 7,14 (s, 1 H) 7,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 7,10 (s, 1H) 7,10 (d, J = 2,0 Hz, 1H)
3 . - - -
4 - - - -
5 7,00 (d, J = 8,4 Hz, 1H) 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 6,94—6,86 (m,5H) 6,77 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
6 710 (d, J = 2,0 Hz, 1H) Lg;) (dd, J =20 Hz; 80 Hz, 5 05 (44 3= 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H) L’gGlS)d’ J =20 Hz 80
7 7,56 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 7,49 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 7,51 (d, J=16,0 Hz, 1H) 7,59 (d. J = 16,0 Hz, 1H)
8 6,41 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 6,29 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 6,36 (d, J = 15,8 Hz, 1H) 6,43 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
c=0 : : : :
r ; : : i
2 e 6 7,49 — 7,43 (m, 8H) 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 2H) 7,35 (d, J = 8,6 Hz, 2H) 7,47 -7,28 (m, 10H)
Pes 7,49 — 7,43 (m, 8H) 6,93 (d, J = 8,6 Hz, 2H) 6,94 — 6,86 (m, 5H) 7,47 -7,28 (m, 10H)
4° - - - 7,47 -7,28 (m, 10H)
7 5,19 (s, 2H) 5,11 (s, 2H) 5,11 (s, 2H) 6,90 (s, 1H)
8’ ) 3,75 (s, 3H) 3,74 (s, 3H) :
1” - -
27 ¢ 6” 7,49 — 7,43 (m, 8H) 7,22 (d, J = 8,6 Hz, 2H)
37 ¢ 57 7,49 — 7,43 (m, 8H) 6,94 — 6,86 (m, 5H)
4°° _ -
77 5,16 (s, 2H) 5,07 (s, 2H)
8 3,74 (s, 3H)

39



ARAUJO, M. 0./ RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 7. Asinalamentos de RMN de *3C dos ésteres derivados do 4cido caféico (ME1 — ME16).

ME1 ME2 ME3 ME4 ME5 ME6 ME7 ME8 ME9 ME10 ME1l ME12 ME13 ME14 MEI5 ME16
o S A 8¢ O S 8¢ 8c 8c 8¢ 8¢ 8¢ 8¢
1 1256 1256 1256 1276 1255 12557 1255 1255 1256 1256 1255 1255 127,2 1255 1271 1255
2 1138 1141 1141 1151 1138 11409 1141 1141 1141 1137 1138 1136 1137 1136 113,6 1137
3 1457 1456 1457 1467 1456 14562 1456 1456 1457 1457 1456 1456 1470 1456 147,2 1456
4 1485 1485 1485 1494 1485 14842 1484 1484 1485 1486 148,6 1485 1488 1485 1492 1486
5 1158 1158 1158 1165 1158 11579 1158 1158 1159 1158 1158 1158 1150 1158 1151 1158
6 1216 1215 1215 1229 1216 12143 1214 1214 1215 1217 1216 1216 1212 1215 1213 1217
7 1453 1451 1451 146,6 1455 14505 1451 1451 1452 1455 1455 1458 1452 1454 144,9 1460
8 1148 1148 1148 1156 1149 11480 1149 1148 1149 1149 1149 1149 1148 1149 1146 1150
C=0 167,2 166,7 166,8 168,8 166,7 166,70 166,7 166,7 166,7 166,6 166,5 1663 1663 166,6 1665 1656
I’ 514 598 653 690 699 6349 638 622 637 1365 1335 1355 1360 1284 1289 1408
2 - 144 218 222 630 3042 281 371 314 1280 1291 1285 1285 130,01 130,3 1266
3 - - 104 - 582 1875 277 247 291 1287 1283 1299 1299 1139 1139 1286
4 - - - - - 1366 21,9 224 291 1283 1374 1326 1327 1592 1593 127,8
5 = s s s s - 140 - 288 1287 1283 1299 1299 1139 1139 1286
6’ - - - - - - - - 288 1280 1291 1285 1285 1301 1303 126,6
7 s = = s s s s . 284 654 653 645 689 652 696 76,1
8’ - - - - - - - - 256 - 219 - 552 552 -
9’ - = = s s s s - 22 - - - - - - -
100 - - - - - - - - 141 - - - - - - -
1” - - - - - - - - - - - - 1354 - 1284 -
267 - - - - - - - - - - - 1284 - 1298 -
350 - - - - - - - - - - - - 1295 - 1138 -
4 - - - - - - - - - - - - 1324 - 1591 -
7 - - - - - - - - - - - - 646 - 654 -
8 - - - - - - - - - - - - - - 551 -

40



ARAUJO, M. O./ RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.3. Interpretacdo dos espectros de massas dos compostos ME5, ME11, ME12,
ME15 e ME16

Os espectros de massas dos ésteres inéditos na literatura foram obtidos por
espectrometro de massas tipo MALDI de alta resolucéo, o qual permitiu a obtencdo das
massas com elevada exatiddo dos ésteres derivados do acido caféico com precisdo de 4
casas decimais. Segundo Brenton e Godfrey (2010), foram considerados como massas
exatas, aqueles sinais cujos valores ficaram entre + 20% das massas calculadas teoricas,

0s quais estdo descritos na tabela a seguir.

Tabela 8. Dados do espectro de massas tipo MALDI dos ésteres ME5, ME11, ME12,
ME15 e ME16.

. Erro
Composto rri):)ﬁgclt:) Ir;-r ca'\l/lci?:l?ia ?s?)zs(?t ;100 per((:g/:)t ual
ME5 [M+H]* 239,0919 239,1599 2,84
ME11 [M]* 284,1049 284,4357 11,64%
ME12 [M] 304,0502 304,3855 11,03%
ME15 [M]* 420,1573 420,0234 -3,19
ME16 [M] 346,1205 346,2877 4,83
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4.4. Atividade antimicrobiana dos ésteres derivados do acido caféico

4.4.1. Relagdo estrutura-atividade dos ésteres derivados do acido caféico no estudo
antifungico

A avaliacdo da atividade antifingica dos esteres derivados do &cido caféico foi
realizada pela técnica da microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo do CLSI
(2008), utilizando oito cepas de Candida: C. albicans ATCC 76645; C. albicans LM-
106; C. albicans LM-120; C. tropicalis ATCC-13803; C. tropicalis LM-14; C. krusei
LM-7A; C. krusei LM-08 e C. krusei LM-13. A atividade antifingica (Tabela 9) dos
produtos foi interpretada e considerada ativa ou ndo de acordo com 0s seguintes
parametros: 50-100 ug/mL = boa atividade; 100-500 ug/mL = atividade moderada; 500-
1000 = fraca atividade; > 1000 pg/mL = produto inativo (HOLETZ et al., 2002).

O estudo da relagdo estrutura-atividade dos ésteres derivados do &cido caféico
foi baseado nos resultados da concentracdo inibitéria minima sobre as cepas fungicas
testadas do género Candida. A preparacdo desses compostos estruturalmente
semelhantes, com mudanga no nimero da cadeia alquilica e no tipo de substituintes no
anel aromatico como doadores ou retiradores de elétrons, podem causar alteracOes
significativas nas propriedades dos compostos e resultar em diferentes atividades
antifangicas. Logo os resultados obtidos neste trabalho podem servir de referéncia para
0 desenvolvimento de novos protétipos antifungicos com perfil biologico mais
promissor.

Os resultados dos ensaios de atividade antifingica dos ésteres ME1 a ME16,
desenvolvido no laboratério de microbiologia da Universidade Federal da Paraiba,
coordenado pela profa. Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima, estdo registrados na Tabela
09 (pag 47). As espécies de leveduras apresentaram sensibilidade aos ésteres ME1,
ME2, ME3, ME4, ME7 e ME13. As demais substancias ndo produziram inibicédo sobre
0 crescimento das cepas.

De acordo com os resultados explanados na Tabela 09, observamos que o
composto ME1 apresentou CIM = 512 pug/mL em todas as cepas testadas o qual serviu
de base para comparacdo aos demais andlogos devido sua estrutura simples com apenas
um atomo de carbono, ao passo que com o aumento da cadeia lateral alquilica
observado para cadeia com dois e trés atomos de carbono, como também atraves da
ramificacdo com trés a&tomos de carbono, esta atividade foi diminuida como verificado

para ME2, ME3, ME4, respectivamente, os quais obtiveram resultados da CIM = 1024
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Hg/mL em todas as cepas testadas. Dando continuidade, o composto MES5, que
apresenta um heterodtomo numa cadeia lateral e o0 MES, cadeia alquilica com quatro
atomos de carbono, ndo apresentaram atividade. Entretanto, o resultado da atividade do
composto ME7 com CIM = 128 pg/mL contrasta a informacéo citada acima, pois esse
composto apresenta uma cadeia lateral simples com cinco atomos de carbono,
sensibilidade 4x maior que ME1 e 8x maior que ME2, ME3, ME4. Dessa forma, pode
sugerir que a cadeia com cinco atomos de carbono confere uma lipofilicidade maior ao
composto ME?7, devido ao maior coeficiente de particdo, tendem a ultrapassar com mais
facilidade as biomembranas hidrofébicas, assim apresentam um melhor perfil de
biodisponibilidade e torna-o mais potente frente as cepas testadas. Ainda dentro desse
raciocinio, observa-se que os ésteres MES8, com cadeia ramificada de cinco atomos de
carbono e ME9, com cadeia lateral de dez atomos de carbono, ndo apresentaram
atividade. Portanto, diante dos resultados das amostras testadas frente aos testes
antifungicos, eles propdem que a ramificagdo bem como o aumento da cadeia carbonica
até certo ponto ndo se mostra interessante no melhoramento da atividade, pois o
aumento no nimero dos grupos metilenos pode resultar na formagéo de micelas, que sdo
agregados cujas dimensdes ndo conseguem ligar-se ao seu sitio alvo. Sardi e
colaboradores (2016), mostra que o composto cafeato de hexila é o mais sensivel frente
a Candida albicans ATTC 90028 com CIM = 7,81 pg/mL, frente aos ésteres derivados
do acido caféico testados que variaram apenas o tamanho da cadeia carbbnica linear
como radical. De Vita e colaboradores (2014), testou as mesmas estruturas dos cafeatos
ME1-MEA4, e todos apresentaram atividade antifingica contra Candida albicans ATTC
10231 com CIM = 256 pg/mL. Os resultados acima apresentados corroboram com 0s
publicados na literatura.

Ao analisar a atividade antifungica dos ésteres aromaticos, tomando como
referéncia o composto ME10, com um anel benzilico em seu radical, 0 mesmo nao
apresentou atividade diante das cepas. Ao passo que, 0s demais também foram inativos
como, ME11, anel com substituinte metila, ME12, anel com substituinte cloro, ME14,
anel com substituinte metoxila, ME15, anel aroméatico com substituinte metoxila, tanto
no seu radical como na hidroxila da posicdo para do acido caféico, e MEL16, radical
com dois anéis aromaticos. E possivel concluir que os analogos arilicos ndo tem
potencial fungicida para inibir o crescimento antifungico em comparacdo com o0s
alquilicos, devido ser um grupo volumoso e provavelmente dificulta a ligacdo com seu

alvo. De Vita e colaboradores (2014) testou o cafeato com o radical bezilico tendo como
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substituinte metoxila na posicdo para e o flior na meta, CIM = 256 pg/mL, isso nos
mostra que o fluoreto é essencial para a molécula apresentar atividade.

O unico éster benzilico que teve atividade antifingica foi o composto ME13
com CIM = 256 pg/mL, anel aroméatico com substituinte clorado tanto no seu radical
como na posigdo para do anel caféico do éster. O composto apresenta atividade frente a
100% das cepas testadas, fato este que esta relacionado com o substituinte para clorado
no anel caféico, visto que € a Unica diferenca observada entre as moléculas citadas.

Diante dos resultados obtidos, os compostos mais sensiveis foram ME7 e
ME13 com atividade moderada, enquanto que os compostos ME1, ME2, ME3 e ME4
apresentaram fraca atividade de acordo com o protocolo Holetz e colaboradores (2002),
0s demais compostos foram inativos para as cepas testadas. A relacdo estrutura-
atividade desses compostos mostra que o produto com cadeia lateral alquilica mediana
com cinco atomos de carbono, assim como o substituinte benzilico clorado na posicédo

radicalar e no anl caféico apresentaram a melhores atividades antifingicas encontradas.
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Tabela 9. Resultados da Avaliagdo da Concentracdo Inibitéria Minima — CIM (ug/mL) de dezesseis substancias sobre leveduras do género

CIM
Ester gli?g;ii Candida Candida t(r:(?r}ggj"as Candida Candida | Candida | Candida
albicans albicans P tropicalis | tropicalis krusei krusei Estruturas
Ho/mL ATCC- LM-120 LM- 106 ATCC- LM-14 LM-7A | LM-08 | LM-13
76645 13803
ME1 512 512 512 512 512 512 512 512
ME2 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
ME3 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024

Cafeato de propila
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Tabela 9. Continuacéo.

CIM

Ester Candida Candida Candida Candida Candida Candida | Candida | Candida

albicans . . tropicalis - - . .

L albicans albicans tropicalis | tropicalis | krusei krusei Estruturas
Hg/m ATCC- ATCC-
76645 LM-120 LM- 106 13803 LM-14 LM-7A LM-08 LM-13

ME4 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
MES5 + + + + + + + +
ME6 + + + + + + + +
ME7 128 128 128 128 128 128 128 128

Cafeato de pentila
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Tabela 9. Continuacéo.

CIM
Ester gﬁ?g;ii Candida Candida t(r:c?r}(cj:;;jl?s Candida Candida | Candida | Candida
albicans albicans P tropicalis | tropicalis krusei krusei
ug/mL Estruturas
ATCC- LM-120 LM- 106 ATCC- LM-14 LM-7A LM-08 LM-13
76645 13803
ME8 + + + + + + + +
ME9 + + + + + + + +
ME10 + + + + + + + +
ME11 + + + + + + + + ¢

Cafeato de 4-metil-benzila
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Tabela 9. Continuacéo.

CiM

Ester gﬁ?g;ii Candida Candida t(r:c?r}(cj:;;jl?s Candida Candida | Candida | Candida

L albicans albicans P tropicalis | tropicalis | krusei krusei Estruturas

m - -
Ho A}g&% LM-120 LM- 106 ?ggog LM-14 LM-7A LM-08 LM-13
ME12 + + + + + + + +
ME13 256 256 256 256 256 256 256 256

+ o
ME14 + + + + + + + LA
Cafeato de 4-metoxi-benzila

ME15 + + + + + + + + NN SN

Cafeato de di-(4-metoxi-benzila)
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Tabela 9. Continuagao.

CIM
Ester Candida Candida Candida Candida Candida Candida | Candida | Candida
albicans . . tropicalis - - . .
g/l albicans albicans tropicalis | tropicalis krusei krusei Estruturas
yug/m ATCC- ATCC-
76645 LM-120 LM- 106 13803 LM-14 LM-7A LM-08 LM-13
ME16 + + + + + + + +
Cafeato de difenil-métila
Micro-organismo + + + + + + + +

Nistatina
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4.4.2. Relagdo estrutura-atividade dos ésteres derivados do acido caféico no estudo
antibacteriano

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos ésteres derivados do &cido caféico
foi medida pela técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo de
Gerhardt e colaboradores (1994), utilizando duas cepas, Staphylococcus aureus ATCC-
25619 e Eschericia coli ATCC-2536.

Todas as substéncias testadas apresentaram atividade antibacteriana frente a
linhagens Gram-positiva e Gram-negativa utilizadas no ensaio, sendo evidenciada pela
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), que variou de 50 a 400 pg/mL.
A linhagem de Escherichia coli ATCC 2536 foi mais sensivel para as substancias
testadas.

Para os testes realizados com a cepa Staphylococcus aureus, 0s esteres com
radical alquil do ME1-ME9, apresentaram oOtima atividade, o produto de referéncia
MEL tem apenas um radical metila, apresentando uma CIM = 100 pg/mL, que por sua
vez foi 0 mesmo resultado para 0 ME2, dois &tomos de carbono, 0 ME3, trés &tomos de
carbono, e 0 ME4, cadeia ramificada de trés atomos de carbono. Ao adicionar na
molécula um heteroatomo com uma cadeia de trés atomos de carbono, ME5, essa
atividade reduziu, com CIM = 200 pg/mL. Seguindo a mesma linha de raciocinio, MES,
cadeia com quatro atomos de carbono, a atividade foi melhorada em dobro em relagéo
ao referencial, CIM = 50 pg/mL. Aumentando a cadeia para cinco atomos de carbono,
ME?7, a atividade mantém a mesma do referencial; entretanto, ramificando a cadeia de
cinco atomos de carbono, MES, e duplicando a cadeia para dez &tomos de carbono, a
atividade diminui em duas vezes a do referencial. Logo, é possivel sugerir que cadeias
alquilicas longas e ramificadas ndo sdo muito interessantes para bioatividade, assim
como a presenca do heterodtomo na estrutura, pois decai a atividade, e a atividade
atinge seu maximo no éster com cadeia lateral mediana, conferindo lipofilicidade para a
molécula.

Analisando os resultados apresentados para 0S mesmos compostos na cepa de
Escherichia coli, observou-se que os ésteres ME3, ME6 e ME7 foram o0s que
apresentaram melhor atividade, indicando que a cadeia carb6nica ndo esta interferindo
na atividade dos trés compostos alquilicos, embora se aumentarmos a cadeia para dez
atomos de carbono, assim como a presenca de um heteroatomo, essa atividade decai

para quatro vezes, ao passo que ramificagdes na cadeia como também cadeias muito
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curtas mantém valores iguais do referencial. Gangan e colaboradores (2014)
demonstraram a atividade do cafeato de etila (ME2) contra as cepas S. aureus e E. coli.
Merkl e colaboradores (2014) testaram os cafeatos com mesmas estruturas do MEL,
ME2, ME3 e MES6, e todos apresentaram atividade para E. coli DMF 7503, com
melhores sensibilidades para ME3 e ME6. O composto mais bioativo tanto para
bactérias Gram positiva como negativa, foi ME6, confirmado com os dados publicados
na literatura.

Em relagdo aos compostos com a presenca do radical arilico do ME10-ME16,
para cepa Staphylococcus aureus, usando como referencial o ME10 com CIM = 200
pHg/mL, observamos que os valores se mantém 0s mesmos para o radical com
substituinte metoxila na posicdo para, ME14, e com dois anéis aromaticos, ME16. Essa
atividade é dimuida em dobro para os substituintes na posicdo para do anel, metila,
MEL11, cloreto, ME12, e 0s subprodutos gerados na reagcdo, ME13 e ME15. Ao utilizar
a cepa de Escherichia coli, para 0s mesmos compostos, observamos que os resultados
foram bem mais sensiveis em relacéo aos anteriores adquirindo CIM = 100 pg/mL para
ME10, ME13, ME14 e ME16; CIM = 200 pg/mL para ME11 e ME15; CIM = 400
pug/mL para ME12. Isso nos mostra que radicais sem substituicdo, com um ou dois
anéis sdo favoraveis, aumentam a lipofilicidade, assim como o substituinte utilizado
metoxi, melhoram a atividade, quando comparado com outro grupo substituinte doador,
metila, na mesma posicdo diminuem a sensibilidade em dobro. Outro parametro
estrutural € o composto ME13 com o substituinte para clorado no anel caféico e no
radical, expondo sua excelente atividade antibacteriana, principalmente para Gram
negativa E. coli e antifingica, citada anteriormente, isto conclui que o radical benzilico
clorado na posicdo para do anel caféico contribui no aumento de poténcia da atividade
em quatro vezes ao do referencial ME12, o inverso ocorre para o composto ME15 com
0 substituinte para metoxilado no anel caféico e no radical em que sua atividade é
diminuida em dobro a do seu referencial ME14. Isso esclarece que esses subprodutos
formados na reagdo apresentam melhores resultados com os substituintes retiradores de
elétrons. E, mais além, segundo Jazly e colaboradores (2013) exibiram um derivado
éster caféico com radical benzilico clorado na posicdo para e meta do anel caféico e
com radicais metila e etila, e os dois compostos validaram atividade apenas para E. coli
e negativa para S. aureus. Possivelmente, considerando o composto com radical
benzilico clorado na posicdo meta e para do anel caféico, inibiria a atividade para a

Gram positiva S. aureus.
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Tabela 10. Resultados da Avalia¢do da Concentracao Inibitoria Minima — CIM (ug/mL) de dezesseis substancias sobre cepas de bactérias.

CiM
Ester StaphyIOCOCCUS CE)S“ChAe-::IéI(?- Ester Staphy|OCOCCUS Eschericia coli
pg/mL aureus ATCC-25619 2536 pg/mL aureus ATCC-25619 ATCC-2536
100 100 200 200
100 100 50 50
100 50 100 50
100 100 200 100

ME4: Cafeato de isopropila

MES8: Cafeato de isopentila
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Tabela 10. Continuagéo.

CIM
Ester Staphylococcus CE)??T'IKICCI(?- Staphylococcus Eschericia coli
Hg/mL aureus ATCC-25619 2536 aureus ATCC-25619 ATCC-2536
200 200 400 100
200 100 200 100
400 200 400 200
400 400 200 100
ME12: Cafeato de 4-cloro-benzila
ME16: Cafeato de difenil-metila
Cloranfenicol 100 100 100 100
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5. CONCLUSAO

A relacdo de estrutura-atividade (SAR) no desenvolvimento de novos farmacos
determina as alteracBes na estrutura quimica dos analogos referentes aos resultados
apresentados da atividade biol6gica, que pode acarretar em um aumento de poténcia,
numa maior facilidade de administracdo do farmaco, e até causar efeitos coleterais
indesejaveis como também atividade farmacoldgica distinta. Neste trabalho, foi possivel
conferir analogos de ésteres derivados do acido caféico otimizados através SAR, com
aumento da atividade, verificado pela alteragdo no nimero de grupos metileno na cadeia
carbdnica e a introducdo de grupos substituintes no anel aromatico.

No presente estudo foram preparados 16 ésteres derivados do acido caféico, 0s
quais foram identificados por meio de técnicas espectroscépicas de IV, RMN 'H e *C, e
Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo para os compostos inéditos, como tambem
foram verificados seus pontos de fusdo para verificar seu grau de pureza.

Na analise da relacdo estrutura-atividade nos radicais de cadeias alquilicas,
ambos os testes antimicrobianos demonstraram melhores atividades para 0s compostos
com cadeia linear mediana, sendo o melhor resultado para ambas as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC-25619 e Eschericia coli ATCC-2536, 0 MES, e para 0s
fungos do género Candida (C. albicans ATCC 76645; C. albicans LM-106; C. albicans
LM-120; C. tropicalis ATCC-13803; C. tropicalis LM-14; C. krusei LM-7A; C. krusei
LM-08 e C. krusei LM-13), o ME7. Para os radicais arilicos, o0 ME13 foi um dos
compostos que teve atividade antimicrobiana superior em relacdo aos demais, seu
diferencial foi a presenca do radical cloreto benzilico na posi¢do para do anel caféico.
Os demais compostos arilicos com boa atividade antimicrobiana para ambas as bactérias
Gram positiva e negativa foram ME10, ME14 e MEL6, radicais sem substituicdo, com

um ou dois anéis, assim como a presenca de substituinte metoxi na posicdo para.
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6. PERSPECTIVAS

Os resultados demonstraram eficacia para 0s pesquisadores que tentam
encontrar antimicrobianos mais potentes, esclarecendo 0s possiveis radicais ou
substituintes de anel nos ésteres derivados do &cido caféico, que aumentam a
sensibilidade ou tornam a molécula resistente. A abordagem da quimica combinatoria,
na desprotonacdo da hidroxila da posicdo para do anel caféico € uma alternativa
estratégica para a descoberta de novos farmacos, pois essa molécula foi a chave na
ampliacdo das atividades encontradas.

O estudo de relacdo estrutura-atividade dos ésteres derivados do &cido caféico
esclarecem alguns pontos, porém ficaram algumas lacunas que poderdo ser feitas em
estudos futuros. Dos ésteres alquilicos que se destacaram (ME6 e ME7) por sua
atividade antimicrobiana devido a presenca da cadeia lateral linear mediana. Entretanto
poderiamos realizar a sintese de derivados com cadeias laterias com seis a nove atomos
de carbono para concluir de forma mais precisa esse parametro. Assim como, 0
composto ME13 foi o que apresentou melhor atividade antimicrobiana, poderiamos
fazer novos andlogos com substituintes diferentes na posicdo para e meta do anel do
acido caféico. Essas modificacOes estruturais podem aumentar a sensibilidade do

composto frente a cepa.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Substancias, reagentes e outros materiais utilizados.

A etapa quimica foi realizada Laboratorio de Quimica Farmacéutica (LQF), ja
a etapa bioldgica no Laboratério de Micologia, ambos da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). Todos os reagentes foram obtidos da Sigma Aldrich. Para preparacao
dos ésteres, foram utilizados 11 alcoois e 4 haletos. Os 15 reagentes foram submetidos a
uma reacdo com o &cido caféico. Os alcoois e os haletos utilizados para a preparagdo
dos ésteres estdo dispostos na figura 10 abaixo:
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OH

—OH /\OH /\/OH

Metanol Etanol n-propanol Alcool Isopropilico

D P N\ N 0 G

2-metoxietanol n-butanol n-pentanol
/\)\ > ”
OH
Alcool Isopentilico Alcool Benzilico Alcool 4-metil-benzilico
OH
\0 Br

1-bromodecano
Alcool 4-metoxi-benzilico

Cloreto de 4-clorobenzoila Cloreto de 4-metoxibenzoila Bromodifenilmetano

Figura 10. Alcoois e haletos utilizados como reagentes na preparacdo dos ésteres

derivados do acido caféico.

12.

Os ésteres derivados do &cido caféico obtidos estdo dispostos nas Figuras 11 e
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AN o AN N
HO HO

ME1: (E)-metil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato ME2: (E)-etil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
[o] (o]
X o SN AN 0)\
HO HO
OH OH
MES3: (E)-propil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato ME4: (E)-isopropil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
o [o]
()
AN 0/\/ N AN o/\/\
HO HO
OH OH
MES: (E)-2-metoxietil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato MESG6: (E)-butil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(o] i /\)\
N o NN o
HO HO
OH OH
MET7: (E)-pentil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato MES: (E)-isopentil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

X I N N NN
HO

MED9: (E)-decil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Figura 11. Esteres alquilicos derivados do é4cido aaféico (ME1 — ME9) obtidos no

presente trabalho.
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/@/\JI\OA@ /@/Vko/\g\

ME10: (E)-benzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato MEI11: (E)-4-metilbenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

/@/\)‘\o/\@

MEI12: (E)-4-clorobenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

(o]
XN o /\@\
o Cl
OH
Cl
ME13: (E)-4-clorobenzil 3-(4-((4-clorobenzil)oxi)-3-hidroxifenil)acrilato Q
(o] (o]
\ 0/\©\ \ o
HO o/ HO Q
OH OH

ME14: (E)-4-metoxibenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato ME16: (E)-benzidril 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

o
X o/\©\
o 0/
\0 OH

MEI1S5: (E)-4-metoxibenzil 3-(4-((4-metoxibenzil)oxi)-3-hidroxifenil)acrilato

Figura 12. Esteres arilicos derivados do &cido caféico (ME10 — ME16) obtidos no

presente trabalho.
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7.2. Métodos Cromatogréaficos

A purificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia de adsor¢do em
coluna (CC) utilizando como fase estacionaria, silica gel 60, ART 7734 da MERCK, de
particulas com dimens6es entre 0,063-0,200 mm, tendo como suporte colunas de vidro
cilindricas cujas dimensbes variam de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada. Na fase mdvel utilizou-se os solventes Hexano e Acetato de Etila
(AcOEt:Hex), em misturas bindrias com gradiente crescente de polaridade. O
acompanhamento reacional foi realizado através de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), em cromato folhas com silica gel 60 F254 suportada em placa de
aluminio MERCK (com revelador para UV e espessura de 0,2 mm). A visualizacdo
ocorreu através do revelador quimico: Acido sulfarico a 5% em alcool etilico, bem
como pela exposicdo das placas a lampada de irradiacdo ultravioleta com dois
comprimentos de onda (254 e 366 nm) por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo
UVGL-58..

7.3. Ponto de Fuséo

O ponto de fusdo (PF) de cada amostra foi determinado em placa de
aquecimento de aparelho digital da marca GEHAKA, modelo PF 1500, funcionado a
110 V, com temperatura que varia de 0-350 °C.

7.4. Métodos Espectroscopicos

7.4.1 Infravermelho

Os dados espectrais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
aparelho de FTIR Bruker - Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho
Médio por Transformada de Fourier - FTIRIR, modelo Vertex 70, com comprimento de
onda do LASER de 1064 nm e uma faixa espectral na regido de 4500 - 600 cm-1, do
Laboratorio de Laboratério Multiusuario de Nanotecnologia — CETENE/UFPE,

utilizando de 5,00 mg de amostra em pastilhas de KBr, com frequéncia medida em cm™.

7.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear
Os compostos foram identificados por espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono

Treze (RMN de *3C) unidimensional. Obteve-se 0s mesmos por meio de espectrémetro
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MERCURY-VARIAN (NUCAL-NCUcleo de Caracterizacdo e Analise/UFPB) operando
a 200 MHz (*H) e 50 MHz (**C) e VARIAN-RMN-SYSTEM (NUCAL-Nucleo de
Caracterizacdo e Analise/UFPB) operando a 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C). Para as
analises das amostras preparou-as dissolvendo uma pequena quantidade da mesma em
DMSO deuterado (DMSO-ds) da MERCK. Os deslocamentos quimicos (8) foram
expressos em partes por milhdo (ppm). Como referéncia para RMN de 'H, pegou-se os
picos caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracfes ndo deuteradas do solvente
DMSO (8H = 2,50 ppm, quinteto). Para os espectros de RMN de *3C, estes mesmos
pardmetros foram utilizados, através dos picos do DMSO (6C = 39,5 ppm). As
multiplicidades das bandas de RMN *H foram indicadas segundo as convencdes: s
(singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto) t (tripleto), q (quarteto), quint (quinteto), sext
(sexteto), sept (septeto), m (multipleto).

7.4.3. Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo

Os espectros de alta resolucdo foram desenvolvidos pelo Espectrometro de
Massas de Alta Resolucdo localizado no Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste (CETENE). Matrizes e produtos quimicos de calibracdo foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. As medicdes foram realizadas utilizando um espectrémetro de massas
Ultraflex II TOF / TOF equipado com um laser de alta performance de estado solido (A=
355 nm) e um reflector. O sistema € operado pelo pacote de software FlexControl 2,4
(Bruker Daltonics GmbsH, Bremen, Alemanha).

As amostras foram irradiadas com um laser de poténcia de 20% e medida em
forma linear e refletida, em forma de ions positivos e negativos. As amostras foram
carregadas numa placa formada de aco para amostra (base de aco MTP 384; Bruker
Daltonics GmbsH). Os espectros de massas foram a soma de 100 a 300 disparos de laser

individuais, dependendo das condi¢des da amostra.

7.5. Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana dos Esteres

7.5.1. Estudo de Atividade Antifangica
As substancias testadas apresentaram atividade antifingica frente as linhagens
da Candida sp. testadas, sendo evidenciada pela determinacdo da Concentracdo

Inibitéria Minima (CIM), que variou de 1024 pg/mL a 128 pg/mL.
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7.5.1.1. Espago e responsaveis para o desenvolvimento de estudo

O estudo antifingico foi desenvolvido no Laboratério de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, localizado no Centro de Ciéncias da
Saude/Universidade Federal da Paraiba. Os responsaveis para o desenvolvimento desse
trabalho foram os alunos de pds-graduacdo Ana Luiza Alves de L. Pérez, André Parente
de Brito Bezerra, com a supervisdo da Profa. Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima no
periodo de novembro de 2015 e 2016.

7.5.1.2. Produtos testados

Nos ensaios de atividades bioldgicos foram utilizados dezesseis compostos,
codificados de MEL1 até MEL6, sendo testadas nas concentracBes de 1024 até 32
Hg/mL. Os mesmos foram devidamente solubilizados em dimetil-sulféxido (DMSO)
numa proporgdo até 10 %, para ndo ocorrer interferéncia sobre a biologia do micro-
organismo. Foi adicionado 10 uL de tween 80 e, em seguida, agua destilada esterilizada
na quantidade suficiente para 2mL, de modo a obter uma suspensdo na concentragdo
inicial de 1024 pg/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991).

7.5.1.3. Antimicrobianos Sintéticos
O controle da atividade antimicrobiana foi realizado com nistatina (100 Ul
/mL), adquirida comercialmente da SIGMA-ALDRICH®.

7.5.1.4. Meios de cultura usados nos ensaios
Para o controle de atividade antifungica, os ensaios foram realizados em meio
liguido RPMI 1640 (ACUMEDIA/India), os quais foram preparados e utilizados

conforme as instrucdes do fabricante.

7.5.1.5. Microrganismos

Nos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica dos produtos testes, foram
utilizadas as seguintes cepas:
Leveduras: Candida albicans ATCC-76645, C. albicans LM-120, C. albicans LM-106,
Candida tropicalis ATCC-13803, C. tropicalis LM-14; C. tropicalis LM-7A; C. krusei
LM-08 e C. krusei LM-13.

As cepas pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia,

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
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Universidade Federal da Paraiba. Todas as cepas foram mantidas em meio de cultura
apropriado como Agar Sabouraud Dextrose - ASD (DIFCO LABORATORIES/ France/
USA) e conservadas a 4°C e a 35°C.

7.5.1.6. Inéculo

Para obtencdo do indculo, a suspensdo das cepas de leveduras mantidas em
meios de culturas foi preparada conforme o padrdo 0.5 da Escala McFarland, ajustada
através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer 340-800), para 90% T (530
nm), correspondendo, aproximadamente, 1-5 x 10° UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES,
1991; HADACEK; GREGER, 2000).

7.5.1.7. Determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme o0s
protocolos de Cleeland e Squires (1991). A determinacdo da CIM dos produtos testados
foi realizada pela técnica de microdiluicdo, utilizando placas de microdiluicdo contendo
96 cavidades com fundo em forma de “U” e em duplicata. Inicialmente, em cada
orificio da placa de microdiluicdo foram distribuidos 100 uL do meio liquido RPMI
duplamente concentrado. Em seguida, 100 pL do produto solubilizado duplamente
concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de
uma diluicdo seriada a uma razao de dois, foi obtida concentra¢des de 1024 ug/mL até
32 pug/mL, onde a primeira linha da placa especifica a maior concentragéo e a ultima a
menor concentracdo. Por ultimo, foi adicionado 10 pL das suspensdes das cepas de
leveduras nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se, especificamente, a uma
cepa.

Os controles de crescimento de micro-organismos foram realizados utilizando:
micro-organismos (RPMI+leveduras), meio de cultura (RPMI) e droga padrdo (RPMI+
indculo fungico+ nistatina 100U1).

Por fim, as placas apds preparadas e assepticamente fechadas, foram
submetidas a incubagdo numa temperatura de 35-37° C por 24 - 72 horas. A CIM foi
definida como a menor concentracdo do produto capaz de produzir inibicdo visivel
sobre o crescimento fungico verificado nos orificios, quando em comparagcdo com seu
controle. O resultado foi expresso pela média aritmética das CIM’s obtidas no ensaio
realizado em duplicata. (CLEELAND; SQUIRES, 1991; DE SOUZA et al., 2007;
ELOFF, 1998).
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A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada como
ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade;
600-1500 pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/mlL=fraca atividade ou
produto inativo (HOLETZ et al., 2002; HOUGHTON et al., 2007; MITSCHER et al.,
1972; SARTORATTO et al., 2004).

7.5.2. Estudo de atividade antibacteriana

As substancias testadas apresentaram atividade antibacteriana frente a
linhagens Gram-positiva e Gram-negativa testadas, sendo evidenciada pela
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), que variou de 400 pg/mL a 50
Hg/mL. A linhagem de Escherichia coli ATCC 2536 foi mais sensivel as substancias
testadas.

7.5.2.1. Espago e responsaveis para o desenvolvimento de estudo

O estudo antibacteriano foi desenvolvido no Laboratério de Ensaios
Toxicoldgicos — Labetox/ IPerfarm/ Programa de Pos-Graduacdo em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos da Universidade Federal da Paraiba. A responsavel para o
desenvolvimento desse trabalho foi a aluna de pos-graduacédo Andressa Brito Lira com a
orientacdo da Profa. Dra. Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz e a co-orientacdo da

Profa. Dra. Hilzeth de Luna Freire, no periodo de setembro de 2016.

7.5.2.2. Produtos testados

Nos ensaios de atividades biologicos foram utilizados dezesseis compostos,
codificados de MEL1 até ME16, sendo testadas nas concentragdes de 200 até 12,5
pug/mL. Os mesmos foram devidamente solubilizados em dimetil-sulfoxido (DMSO)
numa proporcdo até 7%, para ndo ocorrer interferéncia sobre a biologia do micro-

organismo.

7.5.2.3. Antimicrobianos Sintéticos
O controle da atividade antimicrobiana foi realizado com cloranfenicol (100
ng/mL), adquirida comercialmente da SIGMA-ALDRICH®.
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7.5.2.4. Meios de cultura usados nos ensaios

Para o controle de atividade antibacteriana, os ensaios foram realizados em
meio liquido Caldo Brain Heart Infusion (BHI) (DIFCO Laboratories/lUSA/France), 0s
quais foram preparados e utilizados conforme as instrucoes do fabricante.

7.5.2.5. Microrganismos

Nos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica dos produtos testes, foram
utilizadas tanto bactérias Gram-positivas como as Gram-negativas oriundas da
American Type Culture Colection (ATCC):
Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 25619 e Eschericia coli ATCC 2536

As cepas pertencem a BACTERIOTECA do Laboratério de Ensaios
Toxicoldgicos, do Instituo de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade
Federal da Paraiba. Todas as cepas foram mantidas em meio de cultura apropriado como
BHI (DIFCO LABORATORIES/France/USA) e conservadas a 4 °C e a 35 °C.

7.5.2.6. Inbculo

Para obtencao do in6culo, a suspensédo das cepas de bactérias mantidas no meio
BHI s&o inoculadas e incubadas a 37° C durante 24 h. Em seguida, as col6nias foram
suspensas em BHI e ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 da escala de McFarland,
contendo 1-5 x 108 UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER,
2000).

7.5.2.7. Determinacéo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os
protocolos de Gerhardt e colaboradores (1994). A determinacdo da CIM das substancias
sobre cepas bacterianas foram realizadas através da técnica da microdiluicdo utilizando
placas de 96 pocos e o fundo em forma de “U”. Inicialmente, em cada orificio da placa
de microdiluigdo foram distribuidos 100 uL do meio liquido BHI em todos 0s pocos,
exceto a primeira linha que receberam 160 pL. Posteriormente, adicionou 40 pL da
solucdo a 20 mg/mL de cada uma das subtancias testes nas cavidades da primeira linha
da placa. E, por meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois, foi obtida
concentragdes de 200 pg/mL até 12,5 pg/mL, onde a primeira linha da placa especifica
a maior concentracdo e a ultima a menor concentracdo. Em seguida, foi adicionado mais

100 uL do meio BHI em todos 0s pocos e por ultimo acrescentou-se 10 pL da suspenséo
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de cada inéculo bacteriano (S. aureus ATCC 25619 e E. coli ATCC 2536) nas
cavidades, onde cada coluna da placa referiu-se a uma substancia testada,
especificamente.

Os controles de crescimento de micro-organismos foram realizados utilizando:
controle positivo (meio + indculo bacteriano + cloranfenicol), controle negativo (meio
de cultura) e com o veiculo DMSO, sendo este ltimo feito adicionando-se as cavidades
100 pL do meio, 100 pL do DMSO e 10 puL da suspensdo contendo o indculo
bacteriano.

Por fim, as placas apds preparadas e assepticamente fechadas, foram
submetidas a incubacdo numa temperatura de 37°C por 24 horas, para posterior leitura,
realizada com a adicdo de 10 uL. de uma solugdo 0,01% (p/v) de resazurina sodica
(SIGMA), um indicador colorimétrico de atividade metabdlica. A CIM foi definida
como a menor concentracdo do produto capaz de produzir inibicdo visivel sobre o
crescimento bacteriano verificado nos orificios, quando em comparagdo com seu
controle, sendo estabelecido pela manutencdo da cor azul da resazurina. Os ensaios
foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média aritmética das CIM’s
obtidas nos dois ensaios.

Segundo Sartoratto e colaboradores (2004), a atividade antimicrobiana dos
produtos foi interpretada e considerada como ativa ou inativa, conforme os seguintes
critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade; 600-1500 pg/mL= moderada atividade;
acima de 1500 ug/mL=fraca atividade ou produto inativo.
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8. PREPARACAO DOS ESTERES DERIVADOS DO ACIDO CAFEICO

8.1. Preparacdo da primeira colecéo de ésteres - (ME1-MES)

H,SO,

OH + HOR ——3»
Refluxo

HO

OH

Em um bal&o de 250 mL, o &cido caféico (0,25 g; 1,39 mmol), foi dissolvido
em 50 mL do alcool alifatico. A solucdo foi adicionada 0,4 mL de &cido sulfurico
(H2S04) concentrado. O baldo foi acoplado a um condensador de refluxo e colocado em
um banho de Oleo. A mistura reacional foi aquecida sob refluxo, com agitacédo
magnética, durante cerca de 3-21 horas, monitorados por CCDA. Apdés a reacdo, 0
solvente foi parcialmente evaporado sob pressdo reduzida até cerca da metade. A
solucdo obtida foi transferida para um funil de separacdo, adicionado 20 mL de agua
destilada e extraida com acetato de etila (3 x 15 mL). As fases organicas resultantes
foram reunidas, neutralizada com bicarbonato de sédio a 5% (3 x 5 mL), lavadas com
agua destilada (10 mL), e seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporado o
solvente com auxilio da pressdo reduzida. O residuo foi entdo purificado por meio de
uma coluna cromatografica em silica gel 60, utilizando como eluentes o hexano e o
acetato de etila, em gradiente crescente de polaridade. (SANDERSON et al., 2013).
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8.1.1. ME1 - Cafeato de metila

N I\O/'

OH

(E)-metil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Solido amorfo de cor ambar; rendimento 87,77% (189,2 mg); P.F.: 245-250 °C; IV
vmax (KBr, cm™): 3313 (O-H), 3097 (C-H sp?), 2957 (C-H sp?), 1676 (C=0), 1600 e
1440 (C=C aromatico), 1276 e 1178 (estiramento C-O); RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-dg): 7,48 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 7,00 (dd, J =
2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,27 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8);
3,68 (s, 3H, H-1°); RMN de *C (50 MHz, DMSO-dg): 167,2 (C=0); 148,5 (C-4); 145,7
(C-3); 145,3 (C-7); 125,6 (C-1); 121,6 (C-6); 115,8 (C-5); 114,8 (C-8); 113,8 (C-2);
51,4 (C-1°), (SHIN et al., 2004).
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Espectro 1. Espectro de Infravermelho (KBr, cm-1) de (E)-metil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME1).

mE SLERE&SA @ AnRe®
P P P WD D WD WO Al [ I 1] It B I ot B |
D S %, | i
iy
‘ ‘ ‘I “ |
| I ‘ '
M, _-.-J-‘ o A
(=] el - ] i o
5 @@ o = 5
= S = = 1= = S ™

Espectro 2. Espectro de RMN *H de (E)-metil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato (MEL),
(DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 3. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-metil 3-(34-
dihidroxifenil)acrilato (ME1), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 4. Espectro de RMN C-APT de (E)-metil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(MEZ1), (DMSO-dg, 50 MHz).

8.1.2. ME2 - Cafeato de etila

(E)-etil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Sélido amorfo cinza; rendimento 86,53% (200 mg); P.F.: 170-178 °C, IV vmax (KBr,
cm™): 3179 (O-H), 3065 (C-H sp?), 2990 (C-H sp®), 1657 (C=0), 1606 e 1448 (C=C
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aromatico), 1283 e 1220 (estiramento C-O); RMN de *H (200 MHz, DMSO-de): 7,47
(d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 7,00 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz,
1H, H-6); 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,25 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8): 4,15 (g, J = 7,0
Hz, 2H, H-1°); 1,23 (t, J = 7,0 Hz, 3H, H-2’); RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds): 166,7
(C=0); 148,5 (C-4); 145,6 (C-3); 145,1 (C-7); 125,6 (C-1); 121,5 (C-6); 115,8 (C-5);
114,8 (C-8); 114,1 (C-2); 59,8 (C-1°); 14,4 (C-2°), (UWAI et al., 2008).
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Espectro 5 Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-etil 3-(3,4-dihidroxifenil)
acrilato (ME2).

71



ARAUJO, M. O./ PARTE EXPERIMENTAL

o —
ne SEBRAE
P P P P U WD R0 WD
% ¢ R i
[
|
1L | IL{} LIl
—_— .‘.._... - T
Lo } i ¢ ] L}
L= Mmoo, L=
S TN ] =
B TE 74 12 TD &8 64 &0 5E 52

Espectro 6. Espectro de
(DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 7. Expansdo do espectro de RMN *H de (E)-etil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

(ME2), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 8. Expansdo do espectro de RMN *H de (E)-etil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME2), (DMSO, 200 MHz).
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Espectro 9. Espectro de RMN *C-APT de (E)-etil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME2), (DMSO-ds, 50 MH2).
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8.1.3. ME3 — Cafeato de propila

(E)-propil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Solido amorfo de cor marron; rendimento 85,96% (267,5 mg); P.F.: 165-170 °C, IV
vmax (KBr, cm™): 3459 (O-H), 3085 (C-H sp?), 2970 (C-H sp?), 1663 (C=0), 1606 e
1442 (C=C aromatico), 1277 e 1188 (estiramento C-O); RMN de 'H (200 MHz,
DMSO-ds): 7,47 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 7,00 (dd, J =
2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8);
4,06 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-1°); 1,63 (sext, J = 7,0 Hz, 2H, H-2); 0,91 (t, J = 7,4 Hz, 3H,
H-3"); RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds): 166,8 (C=0); 148,5 (C-4); 145,7 (C-3); 145,1
(C-7); 125,6 (C-1); 121,5 (C-6); 115,8 (C-5); 114,8 (C-8); 114,1 (C-2); 65,3 (C-1°);
21,8 (C-2°); 10,4 (C-3°), (JAYAPRAKASAM et al., 2006).
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Espectro 10. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-propil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME3).
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Espectro 11. Espectro de RMN *H de (E)-propil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato (ME3),
(DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 12. Expansio do espectro de RMN *'H de (E)-propil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME3), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 13. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-propil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME3), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 14. Espectro de RMN *C-APT de (E)-propil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(MES3), (DMSO-dg, 50 MHz).

8.1.4. ME4 — Cafeato de isopropila

(E)-isopropil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Sélido amorfo de cor preta; rendimento 93,06% (287,0 mg); P.F.: 155-160 °C, IV vmax
(KBr, cm™): 3307 (O-H), 3047 (C-H sp?), 2976 (C-H sp®), 1677 (C=0), 1594 e 1442
(C=C aromatico), 1277 e 1188 (estiramento C-O); RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg):
7,44 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 6,99 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0
Hz, 1H, H-6); 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,23 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8); 4,98 (sept,
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J=6,2 Hz, 1H, H-1"); 1,23 (d, J = 6,2 Hz, 6H, H-2").RMN de '3C (50 MHz, CH;0D):
168,8 (C=0); 149,4 (C-4); 146,7 (C-3); 146,6 (C-7): 127,6 (C-1); 122,9 (C-6): 116,5
(C-5): 115,6 (C-8); 115,1 (C-2); 69,0 (C-17); 22,2 (C-2"), (UWAI et al., 2008).
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Espectro 15. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-isopropil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME4).
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Espectro 16. Espectro de RMN 'H de (E)-isopropil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME4), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 17. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-isopropil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME4), (DMSO-ds, 200 MHZz).
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Espectro 18. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-isopropil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME4), (DMSO-dg, 200 MHz).

Espectro 19. Espectro de RMN **C-APT de (E)-isopropil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME4) (CH3D, 50 MHz).
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8.1.5. ME5 — Cafeato de métoxi-etila

(E)-2-metoxietil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Liquido marron; rendimento 61,64% (203,8 mg); 1V vmax (KBr, cm™): 3319 (O-H),
3071 (C-H sp?), 2945 (C-H sp?), 1689 (C=0), 1600 e 1442 (C=C aromatico), 1272 e
1176 (estiramento C-O); RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg): 7,47 (d, J = 16,0 Hz, 1H,
H-7); 7,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 7,01 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,76 (d, J =
8,0 Hz, 1H, H-5); 6,28 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8); 4,22 (t, J = 4,8 Hz, 2H, H-1); 3,56 (t,
J = 4,8 Hz, 2H, H-2); 3,27 (s, 3H, H-3"); RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds): 166,7
(C=0); 148,5 (C-4); 145,6 (C-3); 145,5 (C-7); 125,5 (C-1); 121,6 (C-6); 115,8 (C-5);
114,9 (C-8); 113,8 (C-2); 69,9 (C-17); 63,0 (C-2"); 58,2 (C-3"), (XIAO et al., 2013);
EMAR (MALDI) calculado para C12H1405 [M+H]": 239,0919; encontrada 239,1599.
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Espectro 20. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-2-metoxietil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (MEDS).
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Espectro 21. Espectro de RMN 'H de (E)-2-metoxietil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(MES5), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 22. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-2-metoxietil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME5), (DMSO-dg, 200 MHz).
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23. Expansdo do espectro de RMN *H de (E)-2-metoxietil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME5), (DMSO-ds, 200 MHZz).
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Espectro 24. Espectro de RMN BC-APT de (E)-2-metoxietil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME5), (DMSO-dg, 50 MHz).
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Espectro 25. Espectro de massa de alta resolucdo tipo MALDI de (E)-2-metoxietil 3-
(3,4-dihidroxifenil)acrilato (MED5).
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8.1.6. MEG6 — Cafeato de butila

(E)-butil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Liquido preto; rendimento 91,53% (300,1 mg); IV vmax (KBr, cm™): 3334 (O-H), 3059
(C-H sp?), 2957 (C-H sp®), 1683 (C=0), 1606 e 1448 (C=C aromético), 1277 e 1181
(estiramento C-0); RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds): 7,46 (d, J = 15,5 Hz, 1H, H-7);
7,05 (d, J = 2,5 Hz, 1H, H-2); 6,99 (dd, J = 2,0 Hz, 8,5 Hz, 1H, H-6); 6,76 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H-5); 6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8); 4,11 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H-1"); 1,60 (quint,
J = 6,5 Hz, 2H, H-2"); 1,36 (sex, J = 7,5 Hz 2H, H-3"); 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 3H, H-4’);
RMN de **C (125 MHz, DMSO-ds): 166,70 (C=0); 148,42 (C-4); 145,62 (C-3); 145,05
(C-7); 125,57 (C-1); 121,43 (C-6); 115,79 (C-5); 114,80 (C-8); 114,09 (C-2); 63,49 (C-
1°); 30,42 (C-2°); 18,75 (C-37); 13,66 (C-4), (UWAI et al., 2008).
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Espectro 26. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-butil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (MES).
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Espectro 27. Espectro de RMN *H de (E)-butil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato (MES6),
(DMSO-ds, 500 MHz).
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Espectro 28. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-butil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (MEG6), (DMSO-ds, 500 MHz).
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Espectro 29. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-butil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME6), (DMSO-ds, 500 MHZz).
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Espectro 30. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-butil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (MEG6), (DMSO-dg, 500 MHz).
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Espectro 31. Espectro de RMN *3C-APT de (E)-butil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(MES), (DMSO-ds, 125 MHz).
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8.1.7. MET — Cafeato de pentila

(E)-pentil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Liquido marron; rendimento 50,50% (175,4 mg); IV vmax (KBr, cm™): 3402 (O-H),
3039 (C-H sp?), 2957 (C-H sp?), 1695 (C=0), 1606 e 1460 (C=C aromatico), 1283 e
1175 (estiramento C-O); RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds): 7,46 (d, J = 16,0 Hz, 1H,
H-7); 7,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 7,00 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,76 (d, J =
8,0 Hz, 1H, H-5); 6,26 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8); 4,10 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-1"); 1,62
(quint, J = 6,8 Hz, 2H, H-2"); 1,36 — 1,22 (m, 4H, H-3°, H-4"); 0,87 (t, J = 7,0 Hz, 3H,
H-5); RMN de *C (50 MHz, DMSO-ds): 166,7 (C=0); 148,4 (C-4); 145,6 (C-3); 145,1
(C-7); 125,5 (C-1); 121,4 (C-6); 115,8 (C-5); 114,9 (C-8); 114,1 (C-2); 63,8 (C-1°);
28,1 (C-2°); 27,7 (C-3°); 21,9 (C-4); 14,0 (C-5"), (UWAI et al., 2008).
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Espectro 32. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-pentil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME7).
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Espectro 33. Espectro de RMN *H de (E)-pentil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato (ME7),
(DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 34. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-pentil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME7), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 35. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-pentil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME7), (DMSO-ds, 200 MHZz).
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Espectro 36. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-pentil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME7), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 37. Espectro de RMN C-APT de (E)-pentil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME7), (DMSO-dg, 50 MHz).
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8.1.8. MES8 — Cafeato de isopentila

(E)-isopentil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Sélido amorfo de cor cinza; rendimento 49,00% (169,5 mg); IV vmax (KBr, cm™): 3313
(O-H), 3053 (C-H sp?), 2957 (C-H sp?), 1677 (C=0), 1606 e 1448 (C=C aromatico),
1283 e 1181 (estiramento C-0); RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds): 7,46 (d, J = 16,0
Hz, 1H, H-7); 7,04 (s, 1H, H-2): 6,99 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H,
H-5); 6,25 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8); 4,13 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H-1°); 1,78 — 1,58 (m, 1H,
H-3°);1,51 (g, J = 6,4 Hz, 2H, H-2"); 0,90 (d, J = 6,4 Hz, 6H, H-4’); RMN de **C (50
MHz, DMSO-ds): 166,7 (C=0); 148,4 (C-4); 145,6 (C-3); 145,1 (C-7); 125,5 (C-1);
121,4 (C-6); 115,8 (C-5); 114,8 (C-8); 114,1 (C-2); 62,2 (C-1°); 37,1 (C-2°); 24,7 (C-
3%); 22,4 (C-4%), (UWAI et al., 2008).
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Espectro 38. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-isopentil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (MES).
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Espectro 39. Espectro de RMN *H de (E)-isopentil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(MES8), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 40. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-isopentil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (MES8), (DMSO-dgs, 200 MHz).
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Espectro 41. Expansio do espectro de RMN 'H de (E)-isopentil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (MES8), (DMSO-ds, 200 MHZz).
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Espectro 42. Espectro de RMN *C-APT de (E)-isopentil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(MES), (DMSO-dg, 50 MHz).
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8.2. Preparacdo da segunda colecdo de ésteres - (ME9, ME12, ME14 e ME16)

Acetona, Et;N

OH t+ HalR —3p
Refluxo

HO

OH

Em um baldo de 100 mL, o &cido caféico (0,2 g; 1,11 mmol), foi dissolvido em
13,5 mL de acetona anidra. A solucdo foi adicionada 0,6 mL de trietilamina (4,4 mmol)
e 0 haleto (1,14 mmol). O baldo foi acoplado a um condensador de refluxo e colocado
em um banho de 6leo. A mistura reacional foi aquecida sob refluxo com agitacao
magnética, durante cerca de 44-120 horas, até o consumo do material de partida,
monitorados por CCDA. Com a formacdo do produto, o solvente foi parcialmente
evaporado sob pressdo reduzida, para da inicio a extragdo. A solucdo obtida foi
transferida para um funil de separacdo. No funil, adicionou-se 20 mL de 4gua destilada
e extraida com 3 x 20 mL de acetato de etila. As fases organicas resultantes foram
reunidas, lavada 3 x 10 mL de agua destilada, seca com sulfato de sodio anidro, filtrada,
e evaporada todo solvente com auxilio da pressdo reduzida. O residuo foi entdo
purificado por meio coluna cromatografica em silica gel 60, utilizando como eluentes o
hexano e o0 acetato de etila, em gradiente crescente de polaridade, para separacdo dos
componentes de uma amostra, com 0 intuito de isolar o produto e calcular os
rendimentos (Boeck et al., 2005; Li et al., 2012).
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8.2.1. ME9 — Cafeato de Decila

(E)-decil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Liquido marron; rendimento 47,53% (174,2 mg); IV vmax (KBr, cm™): 3299 (O-H),
3059 (C-H sp?), 2964 (C-H sp?), 1677 (C=0), 1606 e 1442 (C=C aromatico), 1277 e
1175 (estiramento C-O); RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds): 7,46 (d, J = 15,8 Hz, 1H,
H-7); 7,04 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 6,99 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,75 (d, J =
8,0 Hz, 1H, H-5); 6,25 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8); 4,10 (dd, J = 6,2 Hz, 2H, H-1"); 1,60
(quint, J = 6,2 Hz, 2H, H-2°); 1,30 — 1,23 (m, 14H, H-3’, H-4’, H-5", H-6", H-7’, H-8’,
H-9°); 0,84 (t, J = 6,0 Hz, 3H, H-10"); RMN de **C (50 MHz, DMSO-ds): 166,7 (C=0);
148,5 (C-4); 145,7 (C-3); 145,2 (C-7); 125,6 (C-1); 121,5 (C-6); 115,9 (C-5); 114,9 (C-
8); 114,1 (C-2); 63,7 (C-1°); 31,4 (C-2°); 29,1 (C-3°); 29,1 (C-4"); 28,8 (C-5"); 28,8 (C-
6°); 28,4 (C-7°); 25,6 (C-8°); 22,2 (C-9°); 14,1 (C-10"), (UWAI et al., 2008).

98



ARAUJO, M. 0./ PARTE EXPERIMENTAL

100 -
o8 _w(‘w
] (=3
o a6 o § = ]‘\
£ = F
}E 94
[ =
£ 2 3z o g
= = ﬂ - =
© a2 -
90 - i -
o
o
88 - % s oo
o~ =
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600
cm’

Espectro 43. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-decil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME9).
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Espectro 44. Espectro de RMN *H de (E)-decil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato (ME9),
(DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 45. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-decil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME9), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 46. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-decil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME9), (DMSO-ds, 200 MHZz).
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Espectro 47. Espectro de RMN *C-APT de (E)-decil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(MED9), (DMSO-dg, 50 MHz).

8.2.2. ME12 — Cafeato de 4-cloro-benzila

(E)-4-clorobenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Sélido amorfo amarelo; rendimento 29,43% (89,4 mg); P.F.: 105-109 °C, IV vmax
(KBr, cm™): 3338 (O-H), 3053 (C-H sp?), 2964 (C-H sp®), 1677 (C=0), 1600 e 1435
(C=C aromético), 1258 e 1175 (estiramento C-O), 1011 (estiramento C-Cl); RMN de *H
(200 MHz, DMSO-ds): 7,53 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,44 (sl, 4H, H-2’, H-3’, H-5’,
H-6); 7,07 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 7,02 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,76 (d, J =
8,0 Hz, 1H, H-5); 6,33 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8); 5,18 (s, 2H, H-7"); RMN de **C (50
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MHz, DMSO-dg): 166,3 (C=0); 148,5 (C-4); 145,8 (C-7); 145,6 (C-3); 135,5 (C-1°);
132,6 (C-4"); 129,9 (C-3’e C-5 *); 128,5 (C-2’ e C-6"); 125,5 (C-1); 121,6 (C-6); 115,8
(C-5); 114,9 (C-8); 113,6 (C-2); 64,5 (C-7°), (ZHANG et al., 2014); EMAR (MALDI)
calculado para C16H13ClO4 [M]": 304,0502; encontrada 304,3855.
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Espectro 48. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-4-clorobenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME12).
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Espectro 49. Espectro de RMN *H de (E)-4-clorobenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME12), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 50. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-4-clorobenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME12), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 51. Espectro de RMN 'C-APT de (E)-4-clorobenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME12), (DMSO-ds, 50 MHz).
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Espectro 52. Espectro de massa de alta resolucao tipo MALDI de (E)-4-clorobenzil 3-
(3,4-dihidroxifenil)acrilato (ME12).
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8.2.3. ME14 — Cafeato de 4-metoxi-benzila

\8 I\O/

OH

(E)-4-metoxibenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Solido amorfo Ambar; rendimento 42,70% (146,7 mg); P.F.: 177-182 °C, IV vmax (KBr,
cm™): 3338 (O-H), 3059 (C-H sp?), 2945 (C-H sp®), 1702 (C=0), 1614 e 1435 (C=C
aromatico), 1194 e 1125 (estiramento C-O); RMN de 'H (200 MHz, DMSO-de): 7,49
(d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H,
H-2); 7,00 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,93 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 6,75
(d, = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,29 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8): 5,11 (s, 2H, H-7); 3,75 (s, 3H,
H-8’); RMN de *C (50 MHz, DMSO-dg): 166,6 (C=0); 159,2 (C-4’); 148,5 (C-4);
145,6 (C-3); 145,4 (C-7); 130,1 (C-2’e C-6°); 128,4 (C-17); 125,5 (C-1); 121,5 (C-6);
115,8 (C-5); 114,9 (C-8); 113,9 (C-3’ ¢ C-5°); 113,6 (C-2); 65,2 (C-7°); 55,2 (C-8"),
(KIM et al., 2009).
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Espectro 53. Espectro de Infravermelho (KBr,cm™) de (E)-4-metoxibenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME14).
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Espectro 54. Espectro de RMN *H de (E)-4-metoxibenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME14), (DMSO-ds, 200 MH2z).
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Espectro 55. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-4-metoxibenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME14), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 56. Espectro de RMN ®C-APT de (E)-4-metoxibenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME14), (DMSO-ds, 50 MHz).
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8.2.4. ME16 — Cafeato de difenilmetila

(E)-benzhidril 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Liquido marron; rendimento 27,29% (162,2 mg); IV vmax (KBr, cm™): 3370 (O-H),
3059 (C-H sp?), 2970 (C-H sp?), 1702 (C=0), 1606 e 1448 (C=C aromatico), 1271 e
1149 (estiramento C-O); RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds): 7,59 (d, J = 16,0 Hz, 1H,
H-7); 7,47 — 7,28 (m, 10H, H-2°, H-3’, H-4’, H-5’, H-6"); 7,10 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2);
7,06 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,90 (s, 1H, H-7"); 6,77 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5);
6,43 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8), (SHI et al., 2014); RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg):
165,6 (C=0); 148,6 (C-4); 146,0 (C-7); 145,6 (C-3); 140,8 (C-1"); 128,6 (C-3’e C-5);
127,8 (C-4); 126,6 (C-2’ ¢ C-67); 125,5 (C-1); 121,7 (C-6); 115,8 (C-5); 115,0 (C-8);
113,7 (C-2); 76,1 (C-7"), (SANDERSON et al., 2013); EMAR (MALDI) calculado para
Ca2H1804 [M]: 346,1205; encontrada 346,2877.
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Espectro 57. Espectro de Infravermelho (KBr.cm™) de (E)-benzhidril 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME16).
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Espectro 58. Espectro de RMN 'H de (E)-benzhidril 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME16), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 59. Expansdo do espectro de RMN *'H de (E)-benzhidril 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME16), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 60. Espectro de RMN C-APT de (E)-benzhidril 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME16), (DMSO-ds, 50 MHz).
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Espectro 61. Espectro de massa de alta resolucéo tipo MALDI de (E)-benzhidril 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME16).
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8.3. Preparagdo da terceira cole¢do de esteres - (ME9, ME12, ME13, ME14 e
MEZ15)

OR,

Em um baldo de 100 mL, o &cido caféico (0,2 g; 1,11 mmol) e carbonato de
potassio (0,17 g; 1,22 mmol), foram dissolvidos em 55 mL de dimetil-formamida
(DMF) e por ultimo, acrescentou-se o haleto (1,0 mmol). A mistura reacional ficou sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente, durante cerca de 27-50 horas, até a
formacdo do éster e consumo do material de partida, monitorados por CCDA. Com a
formacdo do produto, o solvente foi parcialmente evaporado sob pressdo reduzida. A
solucéo obtida foi transferida para um funil de separacdo. As fases organicas resultantes
foram reunidas, adicionou-se 15 mL de agua destilada e o produto foi extraido com 3 x
10 mL de acetato de etila. Em seguida, a fracdo orgénica foi neutralizada
sucessivamente com 3 x 10 mL de bicarbonato de sédio a 5%, 10 mL da solucdo de
cloreto de sddio saturado, seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada a
pressdo reduzida. O residuo foi purificado por uma coluna cromatogréafica em silica gel
60, utilizando os eluentes hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade
(SHI et al., 2014).
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8.3.1. ME13 - Cafeato de di-(4-cloro-benzila)

(E)-4-clorobenzil 3-(4-((4-clorobenzil)oxi)-3-hidroxifenil)acrilato

Sélido amorfo branco; rendimento 11,82% (40,0 mg); P.F.: 173-179 °C, IV vmax (KBr,
cm™): 3332 (O-H), 3059 (C-H sp?), 2976 (C-H sp®), 1695 (C=0), 1606 e 1442 (C=C
aromatico), 1277 e 1169 (estiramento C-O), 1011 (estiramento C-CI); RMN de *H (200
MHz, DMSO-dg): 7,56 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,49 — 7,43 (m, 8H, H-2’, H-3’, H-5",
H-6>, H-2>’, H-3, H-5”, H-6""); 7,14 (s, 1H, H-2): 7,10 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-6); 7,00
(d, = 8,4 Hz, 1H, H-5); 6,41 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8): 5,19 (s, 2H, H-7); 5,16 (s, 2H,
H-7>’); RMN de *C (50 MHz, DMSO-d): 166,3 (C=0); 148,8 (C-4); 147,0 (C-3);
145,2 (C-7); 136,0 (C-1°); 135,4 (C-1°"); 132,7 (C-4’); 132,4 (C-4"); 129,9 (C-3’e C-5
); 129,5 (C-37"e C-5""); 128,5 (C-2" e C-6"); 128,4 (C-2> e C-6""); 127,2 (C-1); 121,2
(C-6); 115,0 (C-5); 114,8 (C-8); 113,7 (C-2); 68,9 (C-7°); 64,6 (C-7), (LI et al., 2011;
ZHANG et al., 2014).
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Espectro 62. Espectro de Infravermelho (KBr,cm™) de (E)-4-clorobenzil 3-(4-((4-
clorobenzil)oxi)-3-hidroxifenil)acrilato (MEL13).
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Espectro 63. Espectro de RMN 'H de (E)-4-clorobenzil 3-(4-((4-clorobenzil)oxi)-3-
hidroxifenil)acrilato (ME13), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 64. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-4-clorobenzil 3-(4-((4-
clorobenzil)oxi)-3-hidroxifenil)acrilato (ME13), (DMSO-dg, 200 MHZz).
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Espectro 65. Espectro de RMN **C-APT de (E)-4-clorobenzil 3-(4-((4-clorobenzil)oxi)-
3-hidroxifenil)acrilato (MEL13), (DMSO-dg, 50 MHz).
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8.3.2. ME15 - Cafeato de di-(4-metoxi-benzila)

(E) — 4 - metoxibenzil 3-(3-hidroxi—4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato

Solido amorfo laranja; rendimento 36,98% (172,6 mg); P.F.. 245-251 °C, IV vmax
(KBr, cm™): 3344 (O-H), 3059 (C-H sp?), 2831 (C-H sp?), 1702 (C=0), 1620 e 1435
(C=C aromatico), 1188 e 1112 (estiramento C-O); RMN de 'H (200 MHz, DMSO-dg):
7,51 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,35 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-2’, H-6°); 7,22 (d, J = 8,6 Hz,
2H, H-2”, H-6""); 7,10 (s, 1H, H-2); 7,02 (d, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,94 — 6,86
(m, 5H, H-5, H-3’, H-5>, H-3”, H-5"); 6,36 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8); 5,11 (s, 2H, H-
7°); 5,07 (s, 2H, H-7""); 3,74 (s, 3H, H-8°); 3,74 (s, 3H, H-8"); RMN de *C (50 MHz,
DMSO-dg): 166,5 (C=0); 159,3 (C-4’); 159,1 (C-4>"); 149,2 (C-4); 147,2 (C-3); 144,9
(C-7); 130,3 (C-2’ ¢ C-6); 129,8 (C-2>> ¢ C-6""); 128,9 (C-1); 128,4 (C-1’); 127,1 (C-
1); 121,3 (C-6); 115,1 (C-5); 114,6 (C-8); 113,9 (C-3’¢ C-5°); 113,8 (C-3"’e C-57);
113,6 (C-2); 69,6 (C-7°); 65,4 (C-7), 55,2 (C-8°), 55,1 (C-8”), (KIM et al., 2009; LI et
al., 2011) ); EMAR (MALDI) calculado para CysH»40s [M]": 420,1573; encontrada
420,0234.

116



ARAUJO, M. 0./ PARTE EXPERIMENTAL

100 - [Q
95 - g
e
.- il
[&]
& 901 o _
@ &A@/\ : v
oy
T 85 - =
—_
]
80 = -
S I
= =
?5 I T I T I T I T I T I T I T I L] I T I L] I L] I
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600
cm’”

Espectro 66. Espectro de Infravermelho (KBr,cm™) de (E) — 4 -
hidroxi—4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato (ME15).
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Espectro 67. Espectro de RMN 'H de (E) — 4 - metoxibenzil 3-(3-hidroxi—4-((4-

metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato (ME15), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 68. Expanséo do espectro de RMN *H de (E) — 4 - metoxibenzil 3-(3-hidroxi—
4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato (ME15), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 69. Expansdo do espectro de RMN *H de (E) — 4 - metoxibenzil 3-(3-hidroxi—
4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato (ME15), (DMSO-dg, 200 MHZz).
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-----------------------------------------------------------

Espectro 70. Espectro de RMN *C-APT de (E) — 4 - metoxibenzil 3-(3-hidroxi—4-((4-
metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato (ME15), (DMSO-ds, 50 MHz).
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Espectro 71. Expansdo do espectro de RMN **C-APT de (E) — 4 - metoxibenzil 3-(3-
hidroxi—4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato (ME15) (DMSO-ds, 50 MHz).
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Espectro 72. Expansdo do espectro de RMN C-APT de (E) — 4 - metoxibenzil 3-(3-
hidroxi—4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato (ME15), (DMSO-dg, 50 MHz).
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Espectro 73. Espectro de massa de alta resolucdo tipo MALDI de (E) — 4 -
metoxibenzil 3-(3-hidroxi—4-((4-metoxibenzil)oxi)fenil)acrilato (ME15).
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8.4. Preparacdo da quarta colecdo de ésteres - (ME10, ME11 e ME14)

TPP, DIAD
0°C-t. a.

HO

Em um baldo de 50 mL, o acido caféico (0,1 g; 0,55 mmol) e o alcool
aromatico (0,55 mmol), foram dissolvidos com 1,85 mL tetrahidrofurano (THF). A
mistura reacional ficou sob agitacdo magnética, a temperatura de 0° C, durante cerca de
30 minutos. Apds esse periodo, adicionou os agentes de esterificacdo azodicarboxilato
de diisopropila - DIAD (0,11 mL; 0,55 mmol) e trifenilfosfina - TPP (0,15 g; 0,55
mmol), mantendo a agitacdo, a temperatura ambiente, durante cerca de 46-50 horas, até
a formacdo do produto e consumo do acido, monitorados por CCDA. Em seguida, 0
solvente foi parcialmente evaporado em um rotaevaporador para da inicio a extracdo. A
solucdo obtida foi transferida para um funil de separacdo. No funil a solucdo foi
adicionada 10 mL de agua destilada e extraida 3 x 10 mL de acetato de etila. As fases
organicas resultantes foram reunidas, neutralizada com 3 x 10 mL da solugdo de
bicarbonato de sodio saturado, lavada com a solucéo de cloreto de sddio saturado, seca
com sulfato de sddio anidro, filtrada, e o solvente foi evaporado. O produto foi isolado
em coluna cromatografica em silica gel 60, utilizando como eluentes hexano e acetato
de etila em gradiente crescente de polaridade. (HANDIQUE et al., 2013).
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8.4.1. ME10 — Cafeato de benzila

(E)-benzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Sélido amorfo amarelo; rendimento 53,10% (159,3 mg); P.F.: 129-135 °C, IV vmax
(KBr, cm™): 3299 (O-H), 3039 (C-H sp?), 2964 (C-H sp®), 1689 (C=0), 1600 e 1454
(C=C aromatico), 1283 e 1181 (estiramento C-O); RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg):
7,45 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,41 — 7,32 (m, 5H, H-2’, H-3*, H-4", H-5°, H-6"); 7,07
(d, J=2,0 Hz, 1H, H-2); 7,02 (dd, J = 2,0 Hz, 8,0 Hz, 1H, H-6); 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H,
H-5); 6,33 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8); 5,19 (s, 2H, H-7"); RMN de **C (50 MHz, DMSO-
ds): 166,6 (C=0); 148,6 (C-4); 145,7 (C-3); 145,5 (C-7); 136,5 (C-1°); 128,7 (C-3’ ¢ C-
5%); 128,3 (C-4"); 128,0 (C-2’e C-6"); 125,6 (C-1); 121,7 (C-6); 115,8 (C-5); 114,9 (C-
8): 113,7 (C-2); 65,4 (C-7°), (UWAI et al., 2008).
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Espectro 74. Espectro de Infravermelho (KBr,cm™) de (E)-benzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME10).
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Espectro 75. Espectro de RMN *H de (E)-benzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato (ME10),
(DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 76. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-benzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME10), (DMSO-ds, 200 MHz).
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Espectro 77. Espectro de RMN C-APT de (E)-benzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME10), (DMSO-dg, 50 MHz).
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Espectro 78. Expansdo do espectro de RMN 2C-APT de (E)-benzil 3-(34-
dihidroxifenil)acrilato (ME10), (DMSO-ds, 50 MHz).

8.4.2. ME11 — Cafeato de 4-metil-benzila

\8 I\O/

OH

(E)-4-metilbenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

S6lido amorfo amarelo; rendimento 50,95% (80,4 mg); P.F.: 180-186 °C, IV vmax
(KBr, cm™): 3332 (O-H), 3027 (C-H sp?), 2976 (C-H sp®), 1677 (C=0), 1600 e 1435
(C=C aromatico), 1271 e 1163 (estiramento C-O); RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg):
7,50 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-7); 7,29 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7,18 (d, J = 8,0 Hz,
2H, H-3°, H-5"); 7,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-2); 7,00 (dd, J = 2,0 Hz, 8,2 Hz, 1H, H-6);
6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-5); 6,30 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-8); 5,13 (s, 2H, H-7"); 2,29
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(s, 3H, H-8”); RMN de **C (50 MHz, DMSO-dg): 166,5 (C=0); 148,6 (C-4); 145,6 (C-
3); 145,5 (C-7); 137,4 (C-4’); 133,5 (C-1°); 129,1 (C-2’ ¢ C-6"); 128,3 (C-3’¢ C-5°);
125,5 (C-1); 121,6 (C-6); 115,8 (C-5); 114,9 (C-8); 113,8 (C-2); 65,3 (C-7"); 21,9 (C-
8’), (SANDERSON et al., 2013) ); EMAR (MALDI) calculado para Ci7H104 [M]":
284,1049; encontrada 284,4357.

1537
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1106 972
52
807

1385
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1600

60 S
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3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600
cm’

Espectro 79. Espectro de Infravermelho (KBr,cm™) de (E)-4-metilbenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME11).

126



ARAUJO, M. 0./ PARTE EXPERIMENTAL

— oo M~ OFC wD m 1] ™ — O v O
ME¥MAETS SRR Mo - T niniR T L&
[ b el o S ST T Y Yo o) L 0 0l el el el e
et e S | B
A {
[/ |
| ( ] r |
f I.-'l | r,' f—
s r |
J F J J J
]
o | . | |
(|
‘ |||L | A i A | ,
Y V.V 1o W LT I I, M - R P A W T
P e e N !
o~ 0000 — — I
oomoooa o a a
— .—c r\.| -—| — -—c (=] N L8]

80 ?8 TE ?4 ?2 ?.D 68 66 &4 &1 60 58 56 54 52+_ ?.D ) 46 44 43 40 38 36 34 32 30 &8 26 24 22 20 1B
1 {ppm)]

Espectro 80. Espectro de RMN *H de (E)-4-metilbenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
(ME11), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 81. Expansdo do espectro de RMN 'H de (E)-4-metilbenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME11), (DMSO-dg, 200 MHz).
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Espectro 82. Espectro de RMN C-APT de (E)-4-metilbenzil 3-(3,4-
dihidroxifenil)acrilato (ME11), (DMSO-ds, 50 MHz).
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Espectro 83. Espectro de massa de alta resolucao tipo MALDI de (E)-4-metilbenzil 3-
(3,4-dihidroxifenil)acrilato, (ME11).
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