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RESUMO

BARBOZA, Joice Nascimento. Amidas cinamicas sintéticas e investigacdo da
atividade antifungica frente as cepas de Candida spp.138p. Dissertacédo
(Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa, 2020.

Nas ultimas décadas houve um aumento na incidéncia das doencas fungicas,
mostrando-se como importante causa de morbidade e mortalidade em seres
humanos, afetando mais de um bilh&o de individuos em todo o mundo. As leveduras
do género Candida spp. Séo fungos patdgenos oportunistas, que destacam-se como
0s mais isolados em amostras clinicas (prevaléncia de 40-70%). O desenvolvimento
de resisténcia fungica associado a elevada toxicidade, custo e eficacia dos
antifngicos existentes no mercado, vém impulsionando a busca por novas
alternativas terapéuticas. Os acidos cinamicos constituem um grupo de &cidos
carboxilicos aromaticos amplamente encontrados em vegetais, que apresentam
diversidade estrutural, baixa toxicidade e varias atividades biologicas descritas, com
destaque para atividade anti-Candida. Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo preparar uma colecdo de treze amidas cinamicas (1-13), estruturalmente
relacionadas, e avaliar a atividade antifingica desses compostos frente a trés
espécies de Candida spp.:C. albicans, C. kruseie C. tropicalis e estabelecer a
relacéo estrutura-atividade das substancias avaliadas. As amidas foram preparadas
utilizando a metodologia de reacdo de cloreto acido e os compostos foram
caracterizados pelas técnicas espectroscopicas de Infravermelho, Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e de **C e apresentaram rendimentos que variaram de 36
— 85,6%. Dentre as treze substancias obtidas, duas séo inéditas na literatura (4 e
13). No teste antifungico foi realizada a determinacdo da concentragcdo inibitoria
minima (CIM), a determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) e o ensaio
de determinacdo do mecanismo de acdo (sorbitol e ergosterol). Por meio dos
resultados de bioatividade pode-se observar que as amidas 1 e 4 demonstraram
efeito fungicida frente as cepas de Candida spp. O composto 4apresentou melhor
atividade antifungica com valores de CIM=CFM=0,67 mM, 0,33 mM,1,34 mM frente a
C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, respectivamente. Constatou-se por meio da
razdo (CFM/CIM<4), que as moléculas exerceram efeito fungicida. No tocante as
caracteristicas estruturais das amidas sobre a bioatividade antifangica, evidenciou-
se a importancia das cadeias longas laterais de até oito carbonos. O estudo de
docking molecular sugeriu que o possivel mecanismo de acdo dos compostos
bioativos ocorre via multialvos com a inibicdo do HOS1 como principal alvo biolégico.
Portanto, pode-se concluir que foi possivel estabelecer caracteristicas quimicas que
podem servir de referéncia para o avanco no desenvolvimento de novos protétipos
antifangicos com melhor agéo bioldgica contra espécies de Candida.

Palavras-chave: Atividade anti-Candida, antimicrobiana, acido cinamico, docking
molecular.



ABSTRACT

BARBOZA, Joice Nascimento. Synthetic cinnamic amides and investigation of
antifungal activity against Candida spp.139p.Dissertation (Postgraduate Program
in Natural and Synthetic Bioactive Products) — Health Sciences Center, Federal
University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2020.

In the last decades there has been an increase in the incidence of fungal diseases,
showing itself as an important cause of morbidity and mortality in humans, affecting
more than one billion individuals worldwide. Yeasts of the genus Candida spp. they
are opportunistic pathogenic fungi, which stand out as the most isolated in clinical
samples (prevalence of 40-70%). The development of fungal resistance associated
with the high toxicity, cost and effectiveness of antifungals on the market, has been
driving the search for new therapeutic alternatives. Cinnamic acids are a group of
aromatic carboxylic acids widely found in vegetables, which have structural diversity,
low toxicity and various biological activities described, with emphasis on anti-Candida
activity. Thus, the present study aimed to prepare a collection of thirteen amides(1-
13), structurally related, and to evaluate the antifungal activity of these compounds
against three species of Candida spp.: C. albicans, C. krusei and C. tropicalis, as
well as to establish the structure-activity relationship of the evaluated substances.
The amides were prepared using the acid chloride reaction methodology and the
compounds were characterized by infrared and, 'H and **C Nuclear Magnetic
Resonance spectroscopic techniques and showed yields ranging from 36-85.6%.
Among the thirteen substances obtained, two are unprecedented in the literature (4
and 13). In the antifungal test, the determination of the minimum inhibitory
concentration (MIC), the determination of the minimum fungicidal concentration
(CFM) and the test to determine the mechanism of action (sorbitol and ergosterol)
were performed. Through the results of bioactivity, it can be observed that amides 1
and 4 demonstrated a fungicidal effect against strains of Candida spp. Compound 4
showed better antifungal activity with MIC values=CFM=0.67 mM, 0.33 mM, 1.34 mM
against C. albicans, C. krusei and C. tropicalis, respectively. It was found through
reason (CFM/CIM < 4), that the molecules had a fungicidal effect. The molecular
docking study suggested that the possible mechanism of action of bioactive
compounds occurs via multi-targets with the inhibition of HOS1 as the main biological
target. Therefore, it can be concluded that it was possible to establish chemical
characteristics that can serve as a reference for advancing development of new
antifungal prototypes with better biological action against Candida species.

Key-Words: Anti-Candida activity, antimicrobial, cinnamic acid, molecular docking.
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1. INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas houve um aumento na incidéncia das doencas fungicas,
mostrando-se como importante causa de morbidade e mortalidade em seres
humanos, afetando mais de um bilhdo de individuos em todo o mundo e causando
cerca de 1,5 milhdes de mortes por ano (PERFECT, 2017). Tendo em vista que 0s
fungos possuem carater oportunista, o0 aumento na incidéncia das infec¢Bes ocorre,
principalmente, devido ao crescimento do chamado “grupo de risco”, que é
composto por individuos em uso prolongado de cateteres, acometidos por doencas
como a SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) ou em uso de
medicamentos (antibioticos, imunossupressores, glicocorticoides e quimioterapicos)
(PIANALTO, ALSPAUGH, 2016; LI et al., 2019; ROBBINS et al., 2017).

As leveduras do género Candida spp. sao fungos patdogenos oportunistas, que
destacam-se como 0s mais isolados em amostras clinicas (prevaléncia de 40-70%) e
por causar uma ampla variedade de infeccbes (agudas a cronicas), desde
superficiais a sistémicas (MAGILL et al., 2014; Ll et al., 2017). Apesar das opc¢des de
antifangicos existentes no mercado, como os derivados azolicos (cetoconazol,
itraconazol, fluconazol e miconazol), poliénicos (nistatina e anfotericina B) e
equinocandinas (anidulafungina) (CHANDRASEKAR, 2010), algumas espécies
como C. albicans, C. tropicallis e C. krusei ja apresentam resisténcia a esses
medicamentos. Dessa forma, tais fatores associados a elevada toxicidade, custo e
eficacia dos antifungicos, e ao fato da maioria destes serem fungistaticos e nao
fungicidas vem impulsionado a busca por novas alternativas terapéuticas (KHAN et
al., 2012; FREIRES et al., 2014).

Os é&cidos cinamicos (C6-C3) constituem-se em um grupo de &acidos
carboxilicos aromaticos amplamente encontrados em vegetais, que apresentam
diversidade estrutural e baixa toxicidade (SHARMA, 2011). Diversas atividades
biolégicas de seus derivados foram descritas na literatura, como anti-inflamatoria
(ANDRADE et al., 2014), antioxidante (SOVA, 2012)
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anticancerigena (ANANTHARAJU et al., 2016), hipoglicemiante (ALAM et al., 2016),
acOes citoprotetoras (SZWAJGIER et al., 2017), antidepressiva (LIU et al., 2010) e
atividade antimicrobiana frente a bactérias e fungos (SILVEIRA et al., 2018).

Estudos anteriores realizados no Laboratério de Quimica Farmacéutica da
UFPB constataram a bioatividade de derivados cindmicos frente a espécies
fungicas, com destaque para as do género Candida spp. (NASCIMENTO 2017;
FERREIRA, 2018; SILVA, 2018). Tendo em vista a gama de atividades biolégicas
descritas na literatura referentes ao acido cindmico e seus derivados, associado a
sua baixa toxicidade, essa classe de substéncias vem se tornando importante alvo
de pesquisas (GUZMAN, 2014; TANER et al., 2017).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo preparar uma colecao de
treze amidas derivadas do cloreto de cinamoila, estruturalmente relacionadas, e
avaliar a atividade antifungica desses compostos frente a espécies de Candida spp.
e estabelecer a relacéo estrutura-atividade das substancias avaliadas com o intuito

de obter informacdes relevantes para o desenvolvimento de agentes anti-Candida.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Consideracdes gerais sobre os fungos

Estima-se que hé& cerca de 8,7 milhbes de espécies eucaridticas na terra e o
reino Fungi representa o segundo maior grupo, apresentando aproximadamente
611.000 espécies, onde cerca de 600 dessas sdo patégenos humanos (MORA et.,
2011; TEDERSOO et al., 2014; RAJA et., 2017).

Os fungos podem ser leveduriformes ou filamentosos e s&o microrganismos
morfologicamente, filogeneticamente, metabolicamente e ecologicamente diversos,
podendo ser encontrados basicamente em todos os ambientes (solo, ar, agua,
plantas, animais e seres humano) (MARTINS et al.,, 2007). S&o importantes
degradadores de matéria organica, gerando diversas moléculas bioativas e
desempenhando papel essencial no equilibrio ecoldgico, na agricultura e industria.
Esses microrganismos podem viver em simbiose com outros seres vivos ou parasitar
os tecidos humanos causando infec¢des oportunistas (BROOKS et al., 2013; p. 671-
672; RAJA et., 2017).

Nas ultimas décadas registrou-se aumento significativo na incidéncia de
doencas fungicas, com mais de um bilh&o de individuos afetados em todo o0 mundo
e cerca de 1,5 milhBes de mortes por ano, apresentando-se como importante causa
de morbidade e mortalidade em seres humanos (BONGOMIN et al.,, 2017;
PERFECT, 2017).

Apesar da ocorréncia relativamente baixa das infeccBes fangicas em
individuos saudaveis, o aumento de sua incidéncia se da principalmente devido ao
crescimento do chamado “grupo de risco”, tendo em vista, o aumento no nimero de
transplantes de 6rgaos, uso prolongado de cateteres, utilizacdo indiscriminada de
antibidticos, imunossupressores, glicocorticoides e quimioterapicos, assim como,
surgimento de epidemias de doencas como a SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida) (KRIENGKAUYKIAT et al. 2011; ROBBINS et al.,, 2017; PIANALTO;
ALSPAUGH, 2016).

Entre os principais fungos causadores de infec¢cées oportunistas destacam-se
os do género Candida, apresentando-se como o0 microrganismo mais isolado em

amostras clinicas, com prevaléncia de 40-70% e como a
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guarta principal causa das infecgdes nasocomiais (PFALLER et al., 2007; MAGILL et
al., 2014).

2.2. Geénero Candida e candidiase

O género Candida spp. € composto por mais de 200 espécies diferentes,
classificadas taxonomicamente na tabela 1. Apresentando-se na forma de leveduras
ovais, que geralmente reproduzem-se de forma assexuada por brotamento, com
formacdo de blastoconideos, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. No entanto, em
alguns casos também podem reproduzir-se pela forma sexuada (PAPPAS, 2006;

GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; WILLIAMS et al., 2013; Yu et al., 2014).

Tabela 1: Classificag&o taxonémica de Candida spp.

Reino Fungi
Divisdo Eumycota
Subdiviséo Deuteromycotina
Filo Ascomycota
Classe Deuteromycetes
Ordem Cryptococcales
Familia Cryptococcaceae
Género Candida

Fonte: Adaptado de GIOLO; SVIDZINSKI, 2010.

Os fungos pertencentes a esse género sdao encontrados em uma variedade
de nichos ecoldgicos, podendo colonizar a microbiota normal de seres humanos
saudaveis, como mucosa oral, gastrointestinal, vaginal e trato geniturinario. Séo
microrganismos oportunistas, que habitam os individuos de forma comensal, no
entanto, em situacfes predisponentes, como imunossupressao, podem passar de
comensais para patogénicos, resultando na candidiase (WILLIAMS et al., 2013;
NEPPELENBROEK et al., 2014).

7

O termo candidiase é utilizado para denominar as infecgbes oportunistas
causadas por espécies do género Candida, que podem ser agudas ou crénicas,

classificadas em superficiais ou sistémicas (PEIXOTO et al., 2014).
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Cerca de 20 espécies desse género foram relatadas como causadoras de
candidiase humana, destacando-se como agentes patogénicos mais frequentes:
Candida albicans, Candida guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida
stellatoidea, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida krusei. Dentre essas, a
C. albicans é apontada como a mais frequente em amostras clinicas de pacientes
acometidos por infeccdes oportunistas, no entanto, a prevaléncia de espécies
consideradas nao-C.albicans vem ganhando destaque nos ultimos anos, devido ao
aumento da resisténcia aos antifungicos, principalmente os derivados azéis (SILVA
et al., 2012; NG et al., 2015; JEFFERY-SMITH et al., 2018; SADEGHI et al., 2018).

As infeccbes causadas por Candida spp. possuem prevaléncia endodgena, ou
seja, resultam de uma modificacdo na comunidade microbioldgica, levando a uma
mudanca desses microrganismos de comensais para patogénicos. Essas
modificagdes podem ser ocasionadas por deficiéncias no sistema imunologico, uso
de medicamentos, como antibidticos de amplo espectro (ocasiona mudancas na
flora bacteriana das mucosas), bem como alteragbes hormonais, queimaduras,
ingestdo excessiva de carboidratos, estado nutricional, gravidez e distarbios
metabolicos, como diabetes mellitus. Além disso, a candidiase também pode
acometer o organismo pela forma exégena, em que o fungo é transmitido de um
individuo ao outro ou através de locais e objetos contaminados, como por exemplo,
com formacdo de biofilme em materiais médico-hospitalares (RUBY; BARBEAU,
2002; BARBEDO; SGARBI, 2010).

A candidiase pode ser classificada em trés tipos: cutdnea, mucosa e
sistémica. A infeccdo cutanea afeta a pele e seus anexos, concentrando-se em
regides mais umidas do corpo como: mamas, espacos interdigitais, dobras da pele,
regides abaixo das unhas e erupcfes cutaneas. A candidiase mucosa acomete
principalmente as regibes da cavidade oral, gastrointestinal e vaginal, onde
normalmente sdo adquiridas por transmissdo sexual, uso de medicamentos e
préteses dentarias. Ja a sistémica, também conhecida como candidemia, ocorre
guando ha disseminacdo hematogénica ou inoculacdo do microrganismo em um
sitio corporal estéril e pode atigingir diversos 06rgaos. A candidemia € menos

frequente que 0s outros tipos e geralmente acomete
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pacientes hospitalizados e imussuprimidos, no entanto, possui uma taxa de
mortalidade de 40%, o que vem despertando alerta nos 6rgéos de satde no mundo
(SADEGHI et al., 2017; DAVIDSON; NETEA; KULLBERG, 2018; LOPEZ-
MARTINEZ, 2010).

A patogenicidade das espécies de Candida spp. € atribuida, principalmente,
aos fatores de viruléncia apresentados por esses fungos. Destacando-se a producéo
de enzimas, como proteinases e lipases (responsaveis pela invasdo tecidual), o
dimorfismo que é caracterizado pela transicdo das células da forma de levedura
unicelular para filamentosa, ou seja, formacdo de pseudo-hifas e hifas (dificulta a
fagocitose), resisténcia a variagcbes de pH e temperatura, além da presenca de
adesinas na parede celular (permitem a formacdo de biofiime nas mucosas)
(MENEZES et al., 2005; BROOKS et al., 2013; SARDI et al., 2013; RODLOFF et al.,
2014). O biofilme é definido como comunidade bioldgica, constituida por uma
organizacao de microrganismos, estruturada, coordenada e funcional, que favorece
a aderéncia a superficies solidas ou uUmidas, tanto biéticas como abidticas,
resultando em uma maior sobrevida dos fungos, e consequentemente, maior

resisténcia aos agentes antimicrobianos (LIMA, 2018).

2.3. Terapia antifungica e resisténcia microbiana

O tratamento medicamentoso das infec¢des flungicas esta distribuido em uma
variedade de agentes antifungicos, apresentados em diferentes formas
farmacéuticas, incluindo as formas oral, topica e sistémica, e a escolha geralmente é
baseada no tipo de infeccao, localizacdo anatdbmica, nos fatores de risco inerentes
ao paciente, na espécie infectante e na sensibilidade da cepa aos antifungicos
disponiveis (GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014).

Os farmacos com atividade antifUngica podem agir de duas formas: como
fungistéaticos ou fungicidas. Os fungistaticos agem inibindo o crescimento celular das
espécies de fungos, ja os fungicidas atuam por meio da morte celular. Essa divisédo é

essencial para definicdo do mecanismo de atuacao dos
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medicamentos disponiveis no mercado e das novas drogas antifungicas
descobertas(GEDDES-MCALISTER, 2019).

A terapia atual disponivel para o tratamento de infec¢des por Candida spp.
esta concentrada em trés classes principais: polienos (nistatina e anfotericina B),
azobis (trizolicos e imidazdlico) e equinocandinas (caspofungina e micafungina)
(ZARE-SHEHNEH et al., 2014; COLOMBO et al., 2013). As estruturas dos principais
representantes de cada classe utilizada no tratamento de infeccbes por Candida
Spp. estéo representadas na Figura 1.

Figura 1: Principais classes de antifingicos disponiveis no mercado.
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Fonte: Préprio autor.

Os polienos sdo a droga de primeira escolha no tratamento de infeccdes
causadas por espécies de Candida spp. e agem como fungicidas, atuando nos
componentes esteroides que constituem a membrana celular fingica, promovendo
ruptura por meio da formacao de poros e canais, gerando o0 extravasamento dos
componentes, consequentemente levando a morte celular (HWANG et al., 2014,
COSTA, 2017).
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A classe dos azobis tem sua efetividade inibindo a producdo de 14-a-
desmetilase, uma enzima envolvida na sintese do ergosterol, (componente essecial
da membrana celular), um sistema enzimético dependente do citocromo P450,
dessa forma, havendo prejuizo na sintese do ergosterol e elevando a formacgédo de
metilesteroides, alterando a fluidez da membrana celular (SOUSA et al., 2016).

As equinocandinas constituem uma nova classe de antifungicos de uso
parenteral, que agem na producédo de -1,3-glicano sintase (polissacarideo essencial
na composicdo da parede celular), resultando na ruptura da célula fungica
(COLOMBO et al., 2013; SOURMAGHI et al., 2015).

Embora as classes antifingicas citadas anteriormente demonstrem atividade
frente as espécies de Candida spp., esses antimicrobianos apresentam diversas
limitagbes, como os elevados niveis de toxicidade, interagbes medicamentosas,
necessidade de longos periodos de tratamento, surgimento de resisténcia a
medicamentos, que podem impedir significativamente sua aplicabilidade, bem como
elevados custos, limitacdes na eficacia e atividade fungicida (GEDDES-MCALISTER,
2019; DOS SANTOS SCHLOTTFELDT et al., 2015).

A resisténcia fungica aos antimicrobianos € o principal problema enfrentado
no tratamento das infeccdes, visto que, esses microrganismos desenvolveram
mecanismos como subterflUgio a acdo dos medicamentos existentes. Essa
resisténcia pode ser intrinseca (resistente ao farmaco sem exposicao prévia) ou
adquirida (desenvolve mecanismo de resisténcia por modificacbes genéticas, apds
exposicdo ao antifangico) (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017).

A resisténcia das espécies fungicas a classe dos polienos é mais rara quando
comparada com as outras classes, ocorrendo de forma intrinseca e geralmente se
da por meio de alteracdes quantitativas e qualitativas de ergosterol na membrana
celular, devido a mutacBes nos genes da via de biossintese do ergosterol: ERG2,
ERG3, ERG5, ERG6 e ERG11 (VINCENT et al., 2013; PERFECT et al., 2017).

Os azlOis possuem multiplos mecanismos para o desenvolvimento de
resisténcia primaria e adquirida. O primeiro ocorre por mutacdes que impedem o0s

azb6is de bloguear a atividade catalitica e a amplificacdo do ERG11.
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O segundo esta relacionado a presenca de bombas de efluxo amplificadas ou
induzidas para remover 0s azdis da célula fungica. Ja o terceiro mecanismo ocorre
por meio de uma sobrecarga na capacidade inibitria das moléculas ERG11 do azol
(SANGLARD; ODDS, 2002; SANGUINETTI; POSTERARO; LASS-FLORL, 2015). A
resisténcia a essa classe adquirida por C. glabrata e a intrinseca de C. krusei
(PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

A resisténcia as equinocandinas vem ocorrendo devido ao seu amplo uso em
ambientes hospitalares nos Ultimos anos e acontece principalmente por meio de
mutacdes no FKS1, que codifica o 1,3-Enzima B-d-glucana que ajuda na formacgao
da parede celular fangica. A resisténcia a essa classeé mais comum no género
Candida, em espécial C. glabrata e C. parapsilosis (PERFECT et al., 2017).

Dessa forma, a resisténcia das espécies fangicas, associada a elevada
toxicidade, custo e eficacia dos antifungicos existentes no mercado atualmente, vem
impulsionado a busca por novas alternativas terapéuticas. (KHAN et al., 2012;
FREIRES et al., 2014).

2.4. Produtos Naturais como fonte de novos farmacos

Os produtos naturais sdo importantes fontes de principios ativos, com uma
ampla gama de atividades bioldgicas. Dessa forma, nos ultimos anos observa-se um
crescimento na busca por novos farmacos contendo produtos naturais ou seus
derivados em sua composicdo (NEWMAN; CRAGG, 2016; DINIZ et al., 2019).

Os fenilpropanoides sdo metabdlitos secundarios encontrados em uma
variedade de plantas. Oriundos da via do acido chiquimico, esses metabdlitos
geralmente apresentam-se na natureza na forma oxidativa, com uma hidroxila no
anel aromatico unido a trés carbonos (C6-C3) (RAJPUT et al., 2018; VANHOLME,
HOUARI, BOERJAN, 2019).

A biossintese dos fenilpropanoides ocorre inicialmente com a formacédo do
acido chiquimico, a partir de dois metabdlitos da glicose, fosfoenolpiruvato e eritrose-
4-fosfato. Em seguida, o acido chiquimico se une a uma molécula de

fosfoenolpiruvato, formando o acido corismico, que por sua vez, origina 0S
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aminoacidos aromaticos (tirosina, fenilalanina e triptofano), que sofrem acdo de
enzimas para originar os fenilpropandides, como o &cido p-cumérico e &cido
cindmico (DEWICK, 2009). A rota biossintética para formacédo dos fenilpropandides

encontra-se no Esquema 1.

Esquema 1: Via biossintética dos fenilpropanoides.

0
o 0]
o 0 HO,,
fo) OH . (04
ko) ® OH
—
o ol VA
HO v OH
OH
. OH

Fosfoenolpiruvato Eritrose-4-fosfato oP 5-dihidroquinato

COOH COOH

Fosfoenolplruvato
—
OH ATP ADP PO

Acido chiquimico Acido fenilpiravico

COOH NH; OH

OH %
(0] 5 o
—
Y OJ\COZH ;
OH NH,
Acido corismico Fenilalanina Acido cinamico

Fonte: Adaptado de DEWICK, 2009.

2.5. Consideracdes gerais sobre o acido cinamico e seus derivados

O &cido cinamico (acido 3-fenilprop-2-endico) (Figura 2) constitui um acido
carboxilico aromatico (C6-C3) amplamente encontrado em vegetais, (SHARMA,
2011). O termo "cindmico" esta associado a Cinnamomum verum (Sin. C.
zeylanicum), conhecida popularmente como “canela", de onde essa substancia pode
ser extraida (PITTMAN, 2011). No entanto, faz parte da composi¢do de uma grande

lista de frutas e vegetais,
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incluindo o manjericdo, folhas de cacau, morango, carambola, dentre outros
(YILMAZ; SOVA; ERGUN, 2018).

Figura 2: Estrutura quimica do &cido cinamico.

)

X

OH

Fonte: Proprio autor.

O acido cinamico e seus derivados (ésteres, amidas, aldeidos e alcodis)
apresentam uma gama de atividades bioldgicas descritas na literatura, como anti-
inflamatoria (ANDRADE et al., 2014), antioxidante (SOVA, 2012) anticancerigena
(ANANTHARAJU et al., 2014), hipoglicemiante (ALAM et al.,, 2016), acoes
citoprotetoras (SZWAJGIER et al.,, 2017), antidepressiva (LIU et al., 2010) e
atividade antimicrobiana significativa frente a bactérias e fungos. No entanto, o
mecanismo pelo qual agem ainda permanece pouco conhecido. Portanto, diversas
pesquisas na area da quimica medicinal vém sendo desenvolvidas com o objetivo de
produzir compostos alternativos derivados do acido cinamico, potencializando suas
atividades farmacologicas (GUZMAN, 2014; SILVEIRA et al., 2018).

Além disso, o acido cinamico em complexo com ureia apresentou atividade
moderada frente a Candida albicans e Aspergillus niger (OHLAN et al., 2008).
Derivados cinamicos também apresentaram bioatividade frente a trés diferentes
cepas de Candida albicans (ATCC-76645, LM-106 e LM-23) (LIMA et al., 2018).

Dados da literatura relatam que o acido cindmico possui baixa toxicidade,
apesar de sua estrutura ser semelhante a compostos toxicamente mais ativos como
a cumarina e estireno, em testes de toxicidade aguda frente a porquinho-da-india,
ratos e camundongos o acido cinamico apresentou DLs (dose capaz de matar 50%
da populag¢do) maior que 5000 mg/kg, além de ndo promover alteragbes hepaticas

em ratos submetidos a longos tratamentos com
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este composto (HOSKINS, 1984). Em adi¢do, o acido cindmico ndo demonstrou
caracteristicas citotoxicas frente a células de ovario de hamster chinés, bem como
apresentou atividade antigenotdxica através da inibicdo de danos ao acido
desoxirribonucleico (DNA) induzidos pelo peréxido de hidrogénio em linfécitos
humanos (TANER et al., 2017). Deste modo, um dos objetivos deste estudo foi
preparar uma colecdo de amidas cinamicas para investigacdo da atividade

antifangica.

2.6. Consideracdes sobre as amidas

As amidas (Figura 3) sdo derivadas de acidos carboxilicos que possuem
como caracteristica a presenca de uma carbonila ligada a um nitrogénio (R-CON-R’),
sdo encontradas em todos 0s seres vivos, principalmente, em proteinas e acidos
nucleicos (MCMURRY, 2016). Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, geralmente,
séo polares, solidas em temperatura ambiente, pouco reativas quando comparadas
com outros derivados de acidos carboxilicos e formam entre si ligagcbes de
hidrogénio altamente estaveis, exceto amidas terciarias pois nhao possuem
hidrogénio ligado ao nitrogénio. Além disso, frequentemente apresentam altos
pontos de ebulicédo e fusdo (VALEUR; BRADLEY, 2009).

Figura 3: Estrutura geral das amidas.

O

R"
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Fonte: Adaptado de MCMURRY, 2016.

As amidas séo bases fracas quando comparadas as aminas, visto que o par
de elétrons livres presentes no nitrogénio sdo atraidos pelo oxigénio da carbonila
devido a eletronegatividade deste atomo. Isso resulta na formacdo de um momento
dipolo na molécula promovendo aumento da polaridade e capacidade de solvatacdo

em solventes préticos como agua devido a formacgéo
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de ligacbes de hidrogénio, aumentando a estabilidade destes compostos como
citado anteriormente (IUPAC, 1997).

As amidas tém grande relevancia na indastria farmacéutica, visto que
atualmente diversos farmacos possuem esta estrutura como grupo funcional (Figura
4), dentre eles destacam-se: paracetamol usualmente utilizado como analgésico e
antipirético; penicilinas como a benzilpenicilina G que possui propriedades
antibacterianas; fenobarbital da classe dos barbitiricos usados como sedativos,
hipnoticos e anticonvulsivantes (JOZWIAK-BEBENISTA; NOWAK, 2014;
HENDERSON et al., 2019; PACIFICI, 2016).

Figura 4: Medicamentos com grupo funcional amida.

H
§ o N o
\ S \[/
O | ull[/// HN
O —N

//—OH o}
(@)
Paracetamol Benzilpenicilina G Fenobarbital

Fonte: Préprio autor.

Com relacdo as metodologias de preparacdo destes compostos, a maioria
envolve a interacdo entre acidos carboxilicos e aminas, todavia, torna-se necessario
converter o acido carboxilico em um derivado mais reativo como cloretos acidos ou
anidridos, visto que a reacdo entre acidos carboxilicos e aminas resulta na formacéo
de um sal a temperatura ambiente em vez da amida (DUNETZ, MAGANO,
WEISENBURGER, 2016; JONES, 1992). Deste modo, a colecdo de amidas deste
estudo foi preparada através da reacdo entre um haleto acido, o cloreto de

cinamoila, e aminas primarias e secundarias.

2.6.1. Reacdo de obtencao

Levando em consideracdo a importancia, ubiquidade e aplicabilidade da
funcdo quimica amida, o desenvolvimento de metodologias de rapido preparo,

simples e com bons rendimentos é visado pelos pesquisadores e industrias
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farmacéuticas. Portanto no esquema 2 esta representado um exemplo de reacdo de
amidac&o do cloreto de cinamoila utilizado nesse estudo (JOZWIAK-BEBENISTA;
NOWAK, 2014; DUNETZ, MAGANO, WEISENBURGER, 2016; JONES, 1992).

Esquema 2: Reacéo de preparacdo de amidas.

(o)

O
() , Piridina
+ R'——NH; >

R Cl
Refluxo R NR'

+ HCI

Fonte: Préprio autor

A reacao de cloreto acido trata-se de amidacao utilizando haletos acidos e
amina, na presenca de um solvente anidro, como a piridina. O mecanismo de reagao
esta descrito no esquema 3 e consiste em uma reacdo de substituicdo nucleofilica
acilica (SNAc).Inicialmente, um par de elétrons do nitrogénio da amina ataca o
carbono eletrofilico da carbonila em 1, havendo a quebra da ligagao 1 entre carbono
e oxigénio com a formacdo de uma molécula tetraédrica em 2. Deste modo, um par
de elétrons presentes no oxigénio restauram a ligagdo ™ com o carbono em 3,
reestabelecendo a carbonila com a saida do cloro (grupo abandonador)em 4. Com
isso, ocorre a desprotonacéo do nitrogénio em5, formando a amida em 6 (DIMMOCK
et al., 1998, MCMURRY, 2016).
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Esquema 3: Mecanismo da reacdo de amidacao utilizando cloreto acido.

¢)) Q) g
0) cl
R’
N NN
Cl > Ha
HN—R'
i €) -
3 0
(' (‘Cl \ - R
R = N
H, H
(6) 0
HCI
®) i o
N | R’ _/, X N e
+ H
5
H
k\:CI
*Em reagdes envolvendo aminas secundarias hé a formagao de amidas tercidrias, portanto, ndo contém
hidrogénio em azul ligado ao nitrogénio.

Fonte: Adaptado de MCMURRY, 2016.

2.7. Relacao entre estrutura quimica e atividade biolégica

No ambito da quimica medicinal o termo “relacao estrutura-atividade” (REA),
corresponde a avaliacdo dos efeitos causados pela estrutura quimica de uma
determinada substancia sobre um alvo biologico, interferindo, dessa forma, na sua
bioatividade (ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010).

Diversas pesquisas realizadas em quimica medicinal buscam relacionar a
estrutura quimica dos compostos com suas respectivas atividades biologica. Dessa
forma, sabe-se que determinadas caracteristicas quimicas podem alterar a
bioatividade dos compostos, tais como: propriedades fisico-quimicas, solubilidade,
polaridade, caracteristicas eletrbnicas, parametros estéricos, extensdo da cadeia

carbonica,forgas intermoleculares, dentre outras que
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podem influenciar na interacdo entre farmaco e receptor (Figura 5) (ECKERT,
BAJORATH, 2007; LI et al., 2019; Bl et al., 2019).

Figura 5: Exemplos de interacdes ligante-receptor.
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Interagdo de Interacs a
gdode Interagédo de
Van der Waals Van der Waals Van der Waals

Fonte: Adaptado de ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010.

Dessa forma, para que ocorra o entendimento da influéncia da estrutura
guimica do composto sobre a atividade biologica € necesséaria a utilizacdo de
algumas metodologias de andlise comparativa de um conjunto de compostos
estruturalmente relacionados originados de um modelo com caracteristicas fisico-
guimicas bem delimitadas na literatura. Portanto, para que possa aumentar a
afinidade das substancias pelo alvo biolégico ou reduzir a toxicidade, é necessaria a
realizacdo de alteracbes estruturais como: tamanho e conformacdo do esqueleto
carbbnico, introducdo de grupos substituintes ou de centros estereogénicos
(BARREIRO; FRAGA, 2014, LIMA, 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Preparar e avaliar a atividade antifingica de uma colecdo de amidas
estruturalmente relacionadas derivadas do cloreto de cinamoila e estabelecer uma

relacdo estrutura-atividade.

3.2. Objetivos especificos
e Preparar e purificar treze amidas derivadas do cloreto de cinamoila;
e Avaliar a atividade antifingica das substancias frente cepas de Candida spp.;
e Tracar uma relacdo estrutura-atividade das amidas preparadas;
e Determinar a influéncia dos grupos substituintes na atividade biolégica dos
derivados via calculos teoricos auxiliados por computador;
e Estabelecer caracteristicas estruturais quimicas para o desenvolvimento de

agentes antifangicos com melhor perfil biologico;
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Planejamento do estudo
O presente estudo foi realizado seguindo as etapas do planejamento descrito

no Esquema 4.

Esquema 4: Planejamento das etapas do estudo

Planejamento e preparagao
das amidas derivadas do
cloretode cinamoila

Reacao de cloreto
acido

Atividade antifungica

Candida Candida
albicans tropicalis

Modelagem
molecular

Relagao estrutura-
atividade

Fonte: Préprio autor.

Foram preparadas treze amidas estruturalmente relacionadas derivadas do
cloreto de cinamoila (Figura 2) através de reacdo do cloreto de cinamoila com

aminas.
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Figura 6: Estrutura quimica do cloreto de cinamoila.
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Fonte: Préprio autor.

As amidas foram purificadas e tiveram suas estruturas confirmadas por
técnicas de Espectroscopia de Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de
'H e C. Em seguida, avaliou-se a capacidade antifingica dessas substancias
frente a cepas de Candida spp.e estabeleceu-se uma relacdo entre a estrutura
guimica e a atividade biolégica, bem como, realizou-se um estudo in silico dos
produtos obtidos. As estruturas de todas as amidas preparadas no estudo estado
listadas na figura 7.

Figura 7: Estrutura quimica das amidas preparadas (1-13).

) WY@“

) dietilamida cinamica ) isobutilamida cinamica 3) octilamida cinamica
(]
X N
H
4) dioctilamida cinamica (5) hexadecilamida cinamica
(6) oleilamida cinamica 7) ciclohexilamida cinamica (8) fenilamida cinamica
9) 4-clorofenilamida cinamica (10) benzilamida cinamica (11) 4-clorobenzilamida cinamica

(12) dibenzilamida cinamica (13) 4-hidroxibenzilamida cinamica

Fonte: Préprio autor.
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4.2. Etapaquimica
4.2.1. Preparacéo das amidas derivadas do cloreto de cinamoila

Conforme demonstrado no esquema 5, as amidas (1 a 13) foram obtidas por
meio da reagdo entre o cloreto de cinamoila e diferentes aminas estruturalmente
relacionadas, utilizando a piridina como agente desprotonador da amina. A formagao
de todos os produtos foi monitorada por cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) de silica gel, utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de
etila. As aminas utilizadas nas reacfes foram: dietilamina, isobutilamina, octilamina,
dioctilamina, hexadecilamina, oleilamina, ciclohexilamina, anilina, 4-cloroanilina,
benzilamina, 4-clorobenzilamina, dibenzilamina e 4-hidroxibenzilamina
(NARASIMHAN et al., 2004; DIMMOCK et al., 1998).

Esquema 5: Esquema geral da reagdo de cloreto acido, utilizando como material de partida o cloreto
de cinamoila e diferentes aminas.

o) o)
X cl Piridina X NR
+ HNR —>»

(1) R=CH;CH,NHCH,CH;, (2) R=,HNCH,CH(CH;),
() R =,HNCH,(CH,);4CH; (6) R =2HNCH,(CH,)¢CH,CHCHCH,(CH,){CHj;
N /\
() R= 8 R= |
\/\NH \/\NH
Cl \/\ 2 /\ 2
® R= | (10) R = |
\/\NH2 e
cl
N
(11) R = | (12) R = |/\/\ﬁ
\/\/NHZ N
HO
NH,

Fonte: Préprio autor.
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A reacdo ocorre através de uma substituicdo nucleofilica acilica (SNAc) em
qgue par de elétrons do nitrogénio da amina ataca o carbono eletrofilico da carbonila
havendo a quebra da ligacéo 1T entre carbono e oxigénio, seguido da restauragao da
ligagdo 1 com o carbono, reestabelecendo a carbonila com a saida do cloro,

formando a amida(mecanismo no esquema 3, p. 37).

Desta forma, obtiveram-se as amidas: dietilamida cinamica (1), isobutilamida
cindmica (2), octilamida cinamica (3), dioctilamida cinamica (4), hexadecilamida
cinamica (5), oleilamida cinamica (6), ciclohexilamida cinamica (7), fenilamida
cinamica (8), 4-clorofenilamida cinamica (9), benzilamida cinamica (10), 4-
clorobenzilamida cinamica (11), dibenzilamida cindmica (12), 4-hidroxibenzilamida
cindamica (13). As substancias 1 a 13 foram obtidas em tempo de 5 a 24 horas e
apresentaram rendimentos meédio a bons, variando de 36 a 85,6%, no entanto, o
composto 13 apresentou rendimento relativamente menor, visto que houve formacgéo

de um subproduto.

Na tabela 2 encontram-se os dados reacionais, infomacdes de purificacéo,
rendimentos dos compostos preparadados, pontos de fusdo e fatores de retencdo
(Rf) em uma mistura de hexano e acetato de etila (Hex: AcOEt). Entre os compostos

preparados, as amidas 4 e 13sao inéditas na literatura.
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Tabela 2: Dados gerais das amidas derivadas do cloreto de cinamoila.

o]

\ NR
Produto R Formula Massa Massa Rendimento Tempo de Aspecto Purificacdo em Ponto de Rf
molecular molar (mQ) (%) reacao coluna fuséo (°C) (hexano/AcOEt)

(g/mol) (h) (Hex:AcOEt) 7:3

1 dietil Ci3H17NO 203,28 81,7 67 6 Solido - 65-66 0,4
amarelo

2 isobutil Ci3Hq17NO 203,28 89,9 73,7 6 Solido - 107-108 0,5
amarelo

3 octil C17H25NO 259,39 133,3 85,6 8 Solido - 78-79 0,6
amarelo

4 dioctil CusH4NO 371,60 140,9 63,2 16 Oleo 80:20 - 0,8
amarelo

5 hexadecil C,5H41NO 371,60 95,0 42,6 18 Sélido 70:30 178-179 0,5
branco

6 oleil C,7H43NO 397,64 100,4 42,1 24 Liquido 80:20 - 0,7
amarelo

7 ciclohexil Ci5H1gNO 229,32 56,8 41,3 24 Solido 80:20 86-87 0,7
branco

8 fenil CisHisNO 223,27 69,9 52,2 16 Solido 70:30 151-152 0,6

marrom
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10

11

12

13

4-clorofenil

benzil

4-clorobenzil

dibenzil

4-hidroxibenzil

C15H12C|NO

Ci6H15sNO

C16H14CINO

C23H21NO

C16H15NO>

257,71

237,30

271,74

327,42

253,30

75,8

101,8

80,5

101,2

54,7

49

71,2

49,3

61,6

36

16

16

15

16

Sélido
marrom
Sélido
branco
Sélido
amarelo
Sélido
amarelo

Cristal
branco

70:30

60:40

80:20

60:40

40:60

182-183

109-110

127-128

157-158

188-189

0,6

0,4

0,7

0,4

0,1

Fonte: Proprio autor
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4.3. Anédlise espectroscépica das amidas obtidas

A caracterizacdo estrutural dos produtos foi determinada por meio das
técnicas de Espectroscopia de Infravermelho (1V), Ressonéancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN de *H) e Carbono Treze (RMN de **C).

4.3.1. Espectroscopia de infravermelho

Na tabela 3 encontram-se o0s principais dados de espectroscopia de
infravermelho caracteristicos para as amidas derivadas do cloreto de cinamoila.
Conforme observados nos dados de infravermelho, € possivel determinar a
presenca e/ou auséncia de grupos funcionais caracteristicos das respectivas

estruturas quimicas.

Dessa forma, a partir dos espectros das substancias possibilitou-se a
determinacdo de sinais caracteristicos norteadores: como bandas de absorcao
entre 2850-3000 cm™ referente ao estiramento C-H sp®; sinais entre 3000-3100
cmreferentes ao estiramento C-H dos carbonos sp?, um sinal forte em torno de
1650 cm™ pertencente ao estiramento da carbonila das amidas (C=0). Os sinais
aos pares em torno de 1600 e 1475 cm™ sdo referentes ao estiramento C=C de
anéis aromaticos e por fim um sinal em aproximadamente 3290 cm™ refere-se ao
estiramento N-H de amidas secundarias, no entanto, as amidas (1), (4) e (12), por

serem amidas terciarias, ndo apresentam esse sinal.
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Tabela 3: Espectroscopia de infravermelho — estiramentos (V') das amidas cindmicas em cm™.

Os compostos 01, 04 e 12 ndo possuem estiramento N-H, pois ndo possuem o H em
vermelho, logo sdo amidas terciarias.

R = Dietila (01) R = Oleila (06) R = 4-clorobenzila (11)
R = Isobutila (02) R = Ciclohexila (07) R = Dibenzila (12)

R = Octila(03) R = Fenila (08) R = 4-hidroxibenzila (13)
R = Dioctila (04) R = 4-clorofenila(09)

R = Hexadecila (05) R = Benzila (10)

Amida V'(N-H) V(C-H) spZaro. V(C-H) sp° V(C=0) v(C=C)ar.
01 - 3028 2968 1648 1595; 1461
02 3271 3082 2961 1655 1618; 1469
03 3311 3059 2924 1655 1618; 1467

04 - - 2958 1650 1605; 1459
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05

06

07

08

09

10

11

12

13

3296

3294

3278

3271

3297

3265

3259

3246

3057

3063

3080

3036

3097

3029

3083

3084

3066

2921

2925

2932

2926

2921

2982

2969

1653

1656

1655

1662

1661

1653

1655

1643

1649

1613; 1470

1618; 1467

1618; 1497

1625; 1495

1624; 1491

1616; 1497

1621; 1489

1593; 1495

1614; 1465
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4.3.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e °C

De acordo com os dados espectroscépicos de RMN de *H (Tabelas 4, 5, 6 e
7) e de °C obtidos (Tabela 8), pode-se confirmar a formacdo das amidas
cinamicas preparadas. A caracterizacao foi realizada a partir de comparacées com

dados ja existentes na literatura.

Figura 8: Estrutura em comum das amidas cin@micas

Fonte: Proprio autor.

Nos espectros de RMN de 'H e suas ampliacdes foi observado por meio
dos deslocamentos quimicos, que as amidas cinamicas possuem sete hidrogénios
em comum (Figura 8), sendo cinco hidrogénios (H-2, H-3, H-4, H-5 e H-6)
pertencentes ao anel aromatico e dois hidrogénios olefinicos (H-7, H-8) referentes

a cadeia carbonica lateral ligada ao C-1.

Tendo em vista 0s sinais comuns para todos analogos, o sinal de hidrogénio
mais desprotegido do espectro foi o do hidrogénio olefinico, que apresentou-se em
forma de dubleto préximo a 4 7,60 ppm (H-7), acoplado ao hidrogénio vizinho que
apresenta um sinal em forma de dubleto em torno de &y 6,53 ppm (H-8), a
configuracdo da dupla ligacdo é trans, visto que o valor da constante de
acoplamento (J) é proximo a 16 Hz. No entanto, em alguns espectros o hidrogénio
referente as amidas secundarias (N-H) apareceu como o mais desprotegido, com
sinal em forma de singleto em torno de &4 9,0 ppm e em outros casos, esse sinal
foi observado mais protegido, com deslocamento préximo a oy 6,1 ppm. Além
disso, ha um sinal em forma de multipleto com integral para dois hidrogénios
referentes aos hidrogénios na posi¢ao orto do anel aromético (H-2, H-6) préximo a
on 7,44 ppm e, por fim, um sinal em forma de multipleto com integral para trés
hidrogénios referentes aos hidrogénios das posicbes meta e para do anel

aromatico (H-3, H-4 e H-5), com deslocamento quimico de aproximadamente &y
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7,30 ppm. Em algumas excec¢des, em que ha como grupo um anel aromético,
ocorre sobreposi¢cao dos sinais referentes aos anéis aromaticos, podendo haver

dificuldade de calcular as integrais.

No que se refere aos espectros de RMN de '*C e suas ampliacbes
observou-se por meio dos deslocamentos quimicos que as amidas cinamicas
possuem nove carbonos em comum. Um sinal proximo a 6¢ 166,0 ppm atribuido a
carbonila (C=0) das amidas; um sinal em torno de &¢ 141,3 ppm pertencente ao
carbono olefinico (C-7). Além disso, ha um sinal em &¢ 135,0 ppm atribuido ao
carbono aromatico (C-1) adjacente ao grupo olefinico. Em seguida, h& a presenca
de um sinal em torno de &¢ 129,6 ppm pertencente aos carbonos meta do anel
aromatico (C-3, C-5), posterior a esse aparece um sinal em torno de ¢ 128,8 ppm
pertencente aos dois carbonos orto do anel aromatico (C-2, C-6) e outro com
deslocamento quimico de aproximadamente d¢ 127,8 ppm referente ao carbono na
posicao para ao anel aromatico (C-4). Além disso, observa-se a presenca de um

sinal proximo a &¢ 120,3 ppm atribuido ao carbono olefinico (C-8).



Tabela 4: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (5,,) para as amidas 1-4.
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Carbonos ° TN s
4 3vk 4
>
1

. 51 (ppm) 5. (ppm) 5. (ppm) 5. (ppm)
2,6 7,51 (d, J=6,5 Hz, 2H) 7,46 (m, 2H) 7,48 (dd, J=6,3 Hz, 2,8 Hz, 2H) 7,50 (dd, J=7,8 Hz, 1,6 Hz, 2H)
3,5 7,34 (m, 2H) 7,29 (m, 2H) 7,33 (m, 2H) 7,36 (m, 2H)

4 7,34 (m, 3H) 7,29 (m, 1H) 7,33 (m, 1H) 7,36 (m, 1H)

7 7,70 (d, J=15,4 Hz, 1H) 7,62 (d, J=15,6 Hz, 1H) 7,61 (d, J=15,6 Hz, 1H) 7,69 (d, J=15,4 Hz, 1H)
8 6,82 (d, J=15,4 Hz, 1H) 6,49 (m, 1H) 6,42 (d, J=15,6 Hz, 1H) 6,82 (d, J=15,4 Hz, 1H)
1 3,48 (m, 2H) 3,21 (t, J=6,6 Hz, 2H) 3,37 (dd, J =13,6 Hz, 6,6 Hz, 2H) 3,39 (quint, J=7,6 Hz, 2H)
2 1,21 (m, 3H) 1,76 (m, 1H) 1,56 (m, 2H) 1,60 (s, 2H)

3 3,48 (m, 2H) 0,94 (dd, J=6,6 Hz, 6H) 1,30 (m, 2H) 1,30 (m, 2H)

4 1,21 (m, 3H) - 1,30 (m, 2H) 1,30 (m, 2H)

5 - - 1,30 (m, 2H) 1,30 (m, 2H)

6’ - - 1,30 (m, 2H) 1,30 (m, 2H)

7 - - 1,30 (m, 2H) 1,30 (m, 2H)

8 - - 0,87 (t, J=6,7 Hz, 3H) 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H).
17 - - 3,39 (quint, J=7,6 Hz, 2H)
2’ - - 1,60 (s, 2H)

3” - - 1,30 (m, 2H)

4 i } 1,30 (m, 2H)

5” - - 1,30 (m, 2H)

6” - - 1,30 (m, 2H)

7 i ) 1,30 (m, 2H)

8” - - 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H).
N-H - 6,25 (s, N-H, H=1) 5,92 (s, 1H) -

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (3,,) para as amidas 5-6.

Carbonos 3 1 \8
4 2
3
8+ (Ppm) 8+ (ppm)
1 - -
2,6 7,48 (m, 2H) 7,48 (dd, J=7,3 Hz, 2 Hz, 2H)
3,5 7,34 (m, 2H) 7,34 (m, 2H)
4 7,34 (m, 1H) 7,34 (m, 1H)
7 7,61 (d, J=15,6 Hz, 1H) 7,62 (d, J=15,6 Hz, 1H)
8 6,41 (d, J = 15,6 Hz, 1H) 6,41 (d, J=15,6 Hz, 1H)
1 3,37 (dd, J=13,1 Hz, 7,1 Hz, 2H) 3,38 (dd, J = 13,2 Hz, 6,9 Hz, 2H)
2 1,56 (quint, J=7 Hz, 2H) 1,56 (m, 2H)
3 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
4 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
5 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
6 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
7 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
8 1,25 (m, 2H) 2,00 (m, 2H)
9 1,25 (m, 2H) 5,36 (M, 1H)
10’ 1,25 (m, 2H) 5,36 (m, 1H)
11 1,25 (m, 2H) 2,00 (m, 2H)
12’ 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
13’ 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
14 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
15° 1,25 (m, 2H) 1,28 (m, 2H)
16’ 0,88 (t, =7 Hz, 3H) 1,28 (m, 2H)
17 - 1,28 (m, 2H)
18’ - 0,88 (t, J=6,9 Hz, 3H)

N-H

5,84 (s, 1H)
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (3,) para as amidas 7-9.

Cl

Carbonos
S
.
9
5 (ppm) 5 (ppm) 5, (ppm)
1 - - -
2,6 7,47 (m, 2H) 7,43 (dd, J=7,5 Hz, 1,9 Hz, 2H) 6,77 (m, 2H)
3,5 7,32 (m, 2H) 7,31 (m, 2H) 6,57 (m, 2H),
4 7,32 (m, 1H) 7,31 (m, 1H) 6,57 (m, 1H),
7 7,60 (d, J=15,6 Hz, 1H) 7,74 (d, J=15,6 Hz, 1H) 6,77 (m, 1H)
8 6,40 (d, J=15,6 Hz, 1H) 6,66 (d, J=15,6 Hz, 1H). 5,96 (d, J=15,7 Hz, 1H)
1 3,91 (m, 1H) - -
2,6 1,72 (m, H=2) 7,67 (d, J=7,5 Hz, 2H) 6,88 (d, J=8,9 Hz, 2H)
1,20 (m, H=2)
3,5 1,99 (dd, J=3,5 Hz, 3,5 Hz, H=2) 7,31 (m, 2H) 6,57 (m, 2H),
1,39 (m, H=2)
4 1,72 (m, H=1) 7,11 (t, J=7,4 Hz, 1H) -
1,20 (m, H=1)
N-H 5,73 (s, H=1) 8,16 (s, 1H) 9,48 (s, 1H)

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 7: Deslocamentos quimicos de RMN de *H (5,) para as amidas 10 — 13.

Carbonos L
.
OH
13
S (ppm) 54 (ppm) Sy (ppm) Sy (ppm)
1 - - - -
2,6 7,46 (dd, J=6,2 Hz, 3,4 Hz, 2H) 7,49 (m, 2H) 7,50 (dd, J=6,5 Hz, 3,2 Hz, 2H) 7,37 (m, 2H)
3,5 7,31 (m, 2H) 7,31 (m, 2H) 7,36 (m, 2H) 7,07 (d, J=8 Hz, 2H)
4 7,31 (m, 1H) 7,31 (m, 1H) 7,36 (m, 1H) 7,37 (m, 1H)
7 7,66 (d, J=15,6 Hz, 1H) 7,67 (d, J=15,6 Hz, 1H) 7,90 (d, J=15,4 Hz, 1H) 7,37 (m, 1H)
8 "6,47 (d, J=15,6 Hz, 1H) 6,47 (d, J=15,6 Hz, 1H) 6,95 (d, J=15,4 Hz, 1H) 6,68 (m, 1H)
1 - - - -
2.6 7,31 (m, 2H) 7,31 (m, 2H) 7,36 (m, 2H) 7,52 (d, J=8 Hz, 2H)
3,5 7,31 (m, 2H) 7,31 (m, 2H) 7,36 (m, 2H) 6,68 (m, 1H)
4 7,31 (m, 1H) - 7,36 (m, 1H) -
7 4,54 (d, J=5,8 Hz, 2H) 4,52 (d, J=5,9 Hz, 2H) 4,71 (d, J=44, 2 Hz, 2H) 4,25 (d, J=5,8 Hz, 2H)
111 - - - -
2n’ 6” - - 7136 (m, ZH) -
35 i - 7,36 (m, 2H) -
4 ) - 7,36 (m, 1H) -
77 . - 4,71 (d, J=44, 2 Hz, 2H) -
N-H 6,35 (s, 1H) 6,33 (s, 1H) - 9,26 (s, 1H)
O-H - - - 8,44 (s, 1H)

Fonte: Préprio autor.
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Carbonos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
[ [ [ [ [ [ [ [ (R (R (B o o
1 135,6 135,0 1350 1358 135,0 135,1 135,12  134,7 134,6 134,9 134,8 135,3 135,0
2,6 128,9 128,8 128,8 128,9 128,9 128,9 128,9 1289 128,7 128,8 128,9 129,1 128,8
3,5 129,5 129,6 1350 129.6 129,7 129,7 129,6  129,1 129,0 129,8 129,0 129,8 128,9
4 127,8 127,8 127,8  127.,8 127,9 127,9 127,8 124,6 127,8 127,9 127,9 127.8 127,5
7 142,4 140,8 140,8 1422 140,9 140,9 140,7 1424 140,5 141,4 141,8 144,0 138,8
8 117,9 1211 121,1 1181 121,1 121,0 121,4  120,3 121,9 120,7 120,4 117,4 122,3
C=0 165,8 166,3 166,0 166,3 166,0 166,0 165,1 164,6 163,6 166,0 166,1 167,4 164,8
1 42,4 47,2 40,0 48,4 40,0 40,0 48,5 138,2 138,2 138,3 136,9 137,5 129,5
2 15,3 28,7 31,9 31,9 32,1 29,4-29,9 3,6 121,2 120,8 127.,6 129,9 128,5 127,5
3 41,2 20,3 29,8 29,9 27,1 27,1 25,0 130,0 129,8 128,9 129,3 129,0 115,1
4 13,3 - 29,4 29,4  29,5-29,8 29,4-29,9 25,7 128,1 126,9 128,0 133,4 127,6 156,3
5 - - 29,3 28,1  29,5-29,8 29,4-29,9 25,0 130,0 129,8 128,9 129,3 129,0 115,1
6’ - - 27,1 27,3  29,5-29,8 29,4-29,9 3,6 121,2 120,8 127,6 129,9 128,5 127,5
7 - - 22,7 22,8 29,5-29,8 29,4-29,9 - - - 43,9 43,2 50,2 41,9
8 - - 14,2 14,2  29,5-29,8 27,4 - - - - - - -
9 - - - - 29,5-29,8 130,1 - - - - - - -
10’ - - - - 29,5-29,8 129,9 - - - - - - -
11 - - - - 29,5-29,8 27,3 - - - - - - -
12’ - - - - 29,5-29,8  29,4-29,9 - - - - - - -
13 - - - - 29,5-29,8 29,4-29,9 - - - - - - -
14 - - - - 29,5-29,8  29,4-29,9 - - - - - - -
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15° - - - - 22,8 29,4-29,9 - - - - - - -
16’ - - - - 14,3 32,00 - - - - - - -
17 - - - - - 22,8 - - - - - - -
18’ - - - - - 14,2 - - - - - - -
1” - - - 47,1 - - - - - - - 136,8 -
2" - - - 31,9 - - - - - - - 128,0 -
3" - - - 29,6 - - - - - - - 128,7 -
4 - - - 29,3 - - - - - - - 126,7 -
5" - - - 28,1 - - - - - - - 128,7 -
6" = = = 27,0 = = = = 2 2 = 128,0 =
7" - - - 22,7 - - - - - - - 49,0 -
8" - - - 14,2 - - - - - - - - -

Tabela 8: Assinalamentos de RMN de “°C (5¢) das amidas 1-13.

Fonte: Préprio autor.



BARBOZA, J. N./ RESULTADOS E DISCUSSAO |57

4.4. EtapaBioldgica

4.4.1. Avaliacdo da atividade antifungica das amidas cindmicas

As treze amidas preparadas (1-13) foram submetidas a testes antifungicos
através da técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocos para a determinacéo da
concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) frente
as cepas de C. albicans CBS 562, C. krusei CBS 573 e C. tropicalis CBS 94. Vale
salientar que as cepas eram resistentes ao fluconazol e cetoconazol, exceto a C.

krusei sensivel ao cetoconazol.

A CIM foi determinada como a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento fangico visualmente, enquanto a CFM como a menor concentragcao
capaz de inibir o crescimento microbiano em meio solido (HOLETZ et al., 2002;
HOUGHTON et al., 2007). A relacéo entre CFM/CIM foi avaliada para determinar se
cada substancia é fungistatica (CFM/CIM = 4) ou fungicida (CFM/CIM < 4)
(PEIXOTO et al., 2017).

De acordo com os resultados apresentados na tabela 9, ao analisar a
atividade dos compostos frente as cepas de Candida, verificou-se que a dioctilamida
cinamica (4) apresentou melhor atividade antifangica com valores de
CIM=CFM=0,67 mM, 0,33 mM 1,34 mM frente a C. albicans, C. krusei e C. tropicalis,
respectivamente. Seguida da dietilamida cinamica (1) que apresentou CIM=CFM de
2,46 mM, 4,92 mM e 4,92 mM, frente as cepas de Candida citadas anteriormente.
Além disso, segundo a relacdo CFM/CIM (CFM/CIM=1) os compostos demonstraram

capacidade fungicida, ou seja, atuam causando morte nas células fungicas.

Estes resultados corroboram com o estudo desenvolvido por Narasimhan e
colaboradores (2004) em que o composto 1 inibiu o crescimento de Aspergillus niger
e Candida albicans. Além disso, apresentou atividade antimicrobiana frente a

bactérias gram-positivas e gram-negativas (NIMSE et al., 2015).
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Tabela 9: Resultados da avaliacdo para CIM e CFM, bem como a relacdo (CIM/CFM) das amidas 1, 4 e nistatina e resultados da triagem antifingica dos

compostos 2, 3,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13 contra Candida spp.

0]

(@]
NN @/\)LN/\/\/\/\
\ o~ NISTATINA
01 04
CEPAS CIM CFM CIM CFM CFM/ CIM CFM CFM/
CIM CIM
C. albicans 500 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 250 pg/mL 1 7,5 pg/mL 7,5 pg/mL 1
CBS 562 (2,46 mM) (2,46 mM) (0,672 mM) (0,672 mM) (0,008 mM) (0,008 mM)
C. krusei 1000 pg/mL 1000 pg/mL 125 pg/mL 125 pg/mL 1 15 pg/mL 15 pg/mL 1
CBS 573 (4,92mM) (4,92 mM) (0,336 mM) (0,336 mM) (0,016 mM) (0,016 mM)
C. tropicalis 1000 pg/mL 1000 pg/mL 500 pg/mL 500 pg/mL 1 7,5 pg/mL 7,5 pg/mL
CBS 94 4, 92mM) (4,92mM) (1 345 mM) (1,345 mM) (0,008 mM) (0,008 mM)

GO O e e

1000 pg/mL
(4,92 mM)

1000 pg/mL
(3,85 mM)

1000 pg/mL
(2,69 mM)

@AAO

1000 ug/mL
(4,36 mM)

1000 ug/mL
(2,51 mM)

W o oYre oo, o, o,

1000 pg/mL
(4,48 mM)

1000 pg/mL
(3,88 mM)

1000 pg/mL
(4,21 mM)

11

1000 pg/mL
(3,68 mM)

13
1000 pg/mL 1000 pg/mL
(3,05 mM) (3,95 mM)
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Com relagdo aos demais compostos, ndo foi possivel determinar com
precisdo a CIM e CFM, visto que nao deram atividade na maior concentracao
testada (1000 pg/mL). Inicialmente, adotando o composto 4 como base de
comparacao para as demais amidas, observa-se que a presenca de duas cadeias
com oito carbonos em vez de uma promoveu melhora da atividade antifungica, visto
gue, a octilamida cinamica (3) ndo apresentou atividade antimicrobiana na
concentracgéo testada, sugerindo que o aumento da apolaridade e volume molecular
com a insercdo de uma nova cadeia alquilica ao nitrogénio acarreta em melhora da
bioatividade. Todavia, 0 aumento da apolaridade apenas com a substituicdo por
uma cadeia contendo dezesseis carbonos (5) ndo promoveu melhora da atividade,
bem como com a insercdo do radical oleila (6), destacando a importancia da

ramificacdo para a bioatividade.

Ao comparar o composto 1com o 4 percebe-se que houve melhora da
atividade fungica frente as trés cepas de Candida testadas devido ao aumento da
cadeia carbbnica. Com isso, sugere-se que a presenca de amidas terciarias com
cadeias longas, até oito carbonos, € relevante para a bioatividade. Além disso, a
substituicdo da amida terciaria alquilica por aromatica reduziu a atividade fungica,
visto que o composto 12 (dibenzilamida cindmica) ndo apresentou atividade na

concentracéo testada.

Ao analisar a atividade dos compostos com cadeia curta, nota-se que a
presenca das duas cadeias etila ligado ao nitrogénio (1) promove melhora da
atividade antifUngica quando comparado ao composto 2com o radical isobutila
(CIM=CFM=4,92 mM) frente a C. albicans. Com rela¢cdo ao composto 7com radical
ciclohexila e os compostos com substituintes aromaticos (8-13), ndo houve diferenca
significativa quanto a atividade antifingica dos compostos frente as trés cepas de
Candida testadas, nem através da adicdo de grupos doadores de elétrons (13) ou de
grupos retiradores de elétrons (9) na posicdo para do anel. Entretanto, no estudo
realizado por Montes e colaboradores (2016) o composto 9 apresentou CIM de 1024
pg/mL (3,97 mM) frente as cepas de C. albicans ATC-76645, C. albicans LM-106 e
C. krusei LM-656.

A partir dos resultados antifingicos obtidos foi feita uma analise a cerca das
caracteristicas quimicas que podem influenciar a atividade bioldégica dos compostos,

visto que a colecdo de analogos preparados é estruturalmente relacionada, havendo
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variacbes quanto ao substituinte ligado ao nitrogénio da funcdo amida, enquanto, a
estrutura cinamica foi mantida em todos os compostos. Deste modo, os resultados
aqui expressos podem servir de referéncia para o desenvolvimento de novos

compostos com melhor atividade antifungica.

4.4.2. Mecanismo de acdo das amidas cinamicas com melhor potencial
bioativo frente a C. albicans CBS 562

As amidas (1 e 4) mostraram-se bioativas frente as cepas de C. albicans CBS

562, C. krusei CBS 573 e C. tropicalis CBS 94, portanto, avaliou-se o mecanismo de

acdo pelas quais essas substancias atuam. Dessa forma, realizaram-se 0s ensaios

de sorbitol e ergosterol, utilizando a cepa C. albicans CBS 562.

A partir dos resultados da CIM (Quadro 1), observou-se que mediante a
presenca do sorbitol (protetor osmotico que minimiza o efeito de agentes quimicos
sobre a parede celular fangica) ndo houve aumento da concentracdo necessaria
para inibicdo do crescimento celular, ou seja, para a C. albicans CBS 562 os valores
da CIM na presenca ou auséncia de sorbitol permaneceram os mesmos: 4,91 mM
para o composto 1 e 2,69 mM para o0 4. No entanto, para o controle positivo
(caspofungina), foram observados valores de CIM 3,65 puM na auséncia de sorbitol e
3,65 UM na presenca do sorbitol (0,8 M). Vale salientar que € reconhecido o efeito
da caspofungina por interferéncia na via de biossintese da parede celular fungica
(COLOMBO et al., 2013; SOURMAGHI et al., 2015).

No ensaio com ergosterol, observou-se que também ndo houve aumento da
CIM (Quadro 2) mediante a presenca do ergosterol (protetor osmaotico que minimiza
o efeito de agentes sobre a membrana celular fungica), frente a C. albicans CBS
562, onde os valores permaneceram 0S mesmo tanto na presenca, como nha
auséncia de ergosterol paras ambos os compostos 1 (CIM=4,91 mM) e 4 (CIM=2,69
mM). No entanto, para o controle positivo (nistatina), foram observados valores de
CIM 0,008 mM na auséncia de ergosterol e 0,129 mM na presenca do ergosterol. A
nistatina possui 0 mecanismo bem definido na literatura, atuando na membrana
celular (HWANG et al., 2014; COSTA, 2017).

Dessa forma, néo foi possivel definir o mecanismo pelo qual as amidas 1 e 4
agem para promover a atividade antifingica, visto que, ndo foi observada a atuacao
na membrana celular (ensaio de sorbitol) e na parede celular fangica (ensaio de

ergosterol).
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Quadro 1: Valores de CIM de 1, 4 e caspofungina na auséncia e presenc¢a de sorbitol (0,8M) contra cepas de C. albicans CBS562. Valores expressos em
mM (1 e 4) e Caspofungina pM.

C. albicans CBS562
Concentrag&o Ausdeenma Prezt;nga Concentragéo Ausdegma Preztznga Concentraco Ausc;agua Pre(sjeen(}a

hg/mL (mM) sorbitol sorbitol ug/mL (mM) sorbitol sorbitol Mg/mL (uM) sorbitol sorbitol
4000pg/mL 4000pg/mL 4 pg/mL

(19,677mM) (10,76 mM) (3,658uM)

2000 pg/mL . 2000 pg/mL ~ 2 pg/mL

(9,83 mM) - (5,38 mM) > (3,658uM)

1 pg/mL
1000 pg/mL 1000 pg/mL
(4,91 mM) CiM CiM (2,69 mM) CiM CM | _ | (3658uM) CIM
pd
500 pg/mL 500 pg/mL o) 0,5 pg/mL
(2,46 mM) (1,34 mM) Z | (3.658uM) Gl
LL

250 pg/mL 250 pg/mL o 0,25 pg/mL

(1,23 mM) (0,67 mM) ? (3,658uM)

125 pg/mL 125 pg/mL O | 0,125 pg/mL

(0,61 mM) (0,33 mM) (3,658uM)

62,5 pg/mL 62.5 pug/mL 0,062 pg/mL

(0,307 mM) (0,17 mM) (3,658uM)
31,25 pg/mL 31,25 pg/mL 083615591\%'_

(0,15 mM) (0,08 mM) S

Fonte: Préprio autor




Quadro 2: Efeito do ergosterol exégeno (1008,44 uM) nol e 4 (CIM) contra C. albicans CBS 562 (valores expressos em mM (1, 4) e yM (nistatina).

BARBOZA, J. N./ RESULTADOS E DISCUSSAO 62

C. albicans CBS562

Concentracéo Auséncia | Presenca Concentracao Auséncia | Presenca Concentracéo Auséncia Presenca
pg/mL (mM) de de pg/mL (mM) de de pg/mL (M) de de
ergosterol | ergosterol ergosterol | ergosterol ergosterol | ergosterol
4000ug/mL 4000pg/mL 120 pg/mL
(19,677mM) (10,76 mM) (0,129 mM) CIM
2000 pg/mL 2000 pg/mL 60 pg/mL A
(9,83 mM) — (5,38 mM) > (0,064 mM)
1000 pg/mL 1000 pg/mL 30 pg/mL
(4,91 mM) CiM CiM (2,69 mM) CiM CIM (0,032 mM)
500 pg/mL 500 pg/mL <Z( 15 pg/mL
(2,46 mM) (1,34 mM) = (0,016 mM)
— <
250 ug/mL 250 pg/mL 5 7,5 ug/mL
(1,23 mM) (0,67 mM) = (0,008 mM) CIM
125 pg/mL 125 pg/mL 3,75 pg/mL
(0,61 mM) (0,33 mM) (0,004 mM)
62,5 pg/mL 62,5 pg/mL 1,87 pg/mL
(0,307 mM) (0,17 mM) (0,002 mM)
31,25 pg/mL 31,25 pg/mL 0,93 pg/mL
(0,15 mM) (0,08 mM) (0,001 mM)

Fonte: Préprio autor
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4.5. Docking molecular

As metodologias computacionais de “fishing” do alvo s&o tendenciosas contra
associacOes de receptores-alvo humanos. Por esse motivo, a identificagcdo dos alvos
em potencial do composto 4 prosseguiu usando a abordagem baseada em
homologia. O objetivo desta pesquisa foi identificar proteinas no homoélogo de
Candida albicans, que sirvam como alvos potenciais do composto 4, utilizando a
metodologia de Similarity Ensemble Approach (SEA). As proteinas de Candida
albicans selecionadas para modelagem estdo apresentadas na Tabela 10. Entre os
quatorze possiveis alvos de Candida albicans do composto, dinamina-1(DNM1) e os
associados a entrada UniProt C4YNS9 CANAW foram excluidos do processo de
modelagem. No caso do DNM1, existem evidéncias que mostram que cepas de
Candida albicans sem esse gene sao viaveis e que sua inibicdo € util apenas para
tornar os fungos mais suscetiveis a outros antibioticos (TRUONG et al., 2020). Por
outro lado, ndo foi possivel encontrar nenhuma anotacdo funcional para
C4YHJ1 _CANAW. Os doze alvos restantes foram submetidos a estudos de

acoplamento molecular (procedimento descrito na secao 8.).



Tabela 10: Alvos potenciais para o composto 4 identificados pela abordagem de “fishing” do alvo
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baseada em homologia.

Alvo de Candida

@ o
Alvo SEA albicans © Descricéo ID
FPPS HUMAN
C4YIE1_CANAW Pirofosfato de farnesil ERG20
QOGKD7_LEIDO
DHB3 RAT MKAR CANAL 3-oxoaC|I-CoA_redutase de cadeia MKAR
- - muito longa
FAAH1 _MOUSE CAYTX5_CANAW Amida hidrolase de &cidos graxos FAAH
HDAC2_ HUMAN
C4YP65_CANAW Histona desacetilase RPD3 RPD3
HDAC1 MOUSE
AK1BA HUMAN CAYRHA CANAW D-xilose redutase I, Il dependente de XYRA
- - NAD(P)H
DYN1_HUMAN C4YNS9_CANAW GTPase relacionada a dinamina DNM1
KDM4A_HUMAN  C4YHJ1_CANAW Proteina néo caracterizada N/A®
Subunidade RNase da familia DEDD
CNOT7_HUMAN C4AYSE2_CANAW do nicleo CCRA-NOT POP2
RHOA_ HUMAN RHO1 CANAL Proteina RHOL1 de ligacdo a GTP RHO1
DPOLA_HUMAN C4YQIl4_CANAW DNA polimerase POL1
ADH1G_HUMAN AOA1DS8PU61 CANAL S-(hidroximetil) glutationa FDH3
desidrogenase
A5H660 SCHMA AOA1DS8PMG7_CANAL Histona desacetilase HOS1
PLM2_PLAFA CARPV_CANAX Protease aspartica vacuolar APR1
093874_COCLU CAYPL7 CANAW Hidroxilase-desidrogenase-epimerase FOX2

peroxissomal

“Nome da entrada UniProt

®Nenhuma funcéo foi identificada para a proteina homoéloga de Candida albicans.

Fonte: Préprio autor.

A partir daqui, qualquer pardmetro de modelagem nao descrito na
metodologia foi definido como seu valor padrdo em todos os célculos. Os resultados
dos estudos de acoplamento molecular estdo resumidos na tabela 11. FOX2 é uma
enzima multifuncional (YLIANTTILA et al., 2006; KOSKI et al., 2004) e, de acordo
com a pesquisa de modelos realizada pelo SWISS-MODEL, foi separada em dois

sistemas diferentes. Um deles continha o dominio C-terminal de toda a sequéncia
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FOX2 (FOX2 (C-Ter) com funcéo hidratase. O segundo continha a sequéncia de sua
porcdo N-terminal com reatividade desidrogenas. O ultimo possui dois locais de
ligacdo de &cidos graxos com diferentes especificidades de substrato (YLIANTTILA
et al.,, 2006) e, em consequéncia, a ligagdo do composto 4 foi explorada
independentemente em ambos os locais (FOX2 (N-Ter, Local A) e FOX2 (N-Ter,
Local B).
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Tabela 11: Valores de ancoragem e pontuagdo de consenso para o0s 12 alvos investigados.

. CHEMPLP GoldScore ChemScore ASP Consensus
Alvo Conformacéo 7
Score Z-Score Score Z-Score Score Z-Score Score Z-Score -Score

ERG20 1 78,80 3,75 39,13 1,53 24,26 -0,65 21,55 -0,20 1,11

MKAR 1 90,53 1,86 42,44 0,83 42,92 2,36 33,02 -0,03 1,26

FAAH 1 79,74 1,04 30,84 0,24 31,84 1,13 34,43 1,30 0,93

RPD3 1 75,16 1,64 13,31 0,49 31,37 0,77 31,00 0,50 0,85

YYRA 1 70,09 1,21 24,82 0,43 32,93 2,53 33,30 2,11 1,57

2 73,93 2,35 34,86 1,70 30,78 0,66 31,63 1,30 1,50

1 71,12 1,50 24,20 0,90 30,81 1,46 38,79 2,11 1,49

POP2 2 72,55 1,90 -0,18 -0,56 31,92 2,11 33,56 0,81 1,07

3 69,20 0,96 28,14 1,13 30,50 1,27 33,24 0,73 1,02

RHOL1 1 74,85 -0,31 37,63 1,19 28,72 1,87 23,16 2,80 1,39

2 82,81 1,64 42,32 1,61 26,95 0,63 18,84 1,01 1,22

POL1 1 74,56 0,39 32,69 1,19 29,54 0,83 31,75 1,81 1,05

FDH3 1 84,67 2,12 26,89 0,31 34,30 2,18 33,46 1,64 1,56

2 83,67 1,88 25,74 0,24 34,05 2,02 29,63 0,44 1,14

HOS1 1 78,97 1,90 29,96 0,96 26,85 0,90 37,88 1,66 1,36

2 77,63 1,51 24,07 0,63 26,73 0,84 38,84 1,94 1,23

APR1 1 61,50 1,21 15,22 0,24 30,03 1,32 30,49 1,43 1,05
FOX2 (C-

Ter)@ 1 87,03 1,69 38,87 1,48 32,43 0,67 31,09 1,01 1,21

FOX2 (N-Ter,
Site A)® 1 85,14 0,92 34,42 0,21 33,37 1,09 26,91 2,98 1,30
FOX2 (N-Ter,
Site B)® 1 83,57 2,76 55,84 1,76 28,85 0,66 18,32 -1,17 1,00

(&) Os diferentes dominios do FOX2 sdo denotados como C-Ter, N-Ter, Site A e N-Ter, sitio B para indicar o dominio C-terminal de toda a sequéncia
FOX2, o sitio A do dominio N-terminal de a proteina e seu local B, respectivamente.
Fonte: Préprio autor.
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A inspecdao visual dos complexos previstos revela que em todos 0s casos o
composto 4 ocupa as bolsas de ligacdo dos receptores. Ele também interage em
todos os complexos previstos com residuos funcionais relevantes, principalmente
por meio de interagBes hidrofébicas e Van der Waals. Além disso, os valores de
pontuacdo sugerem a possibilidade de ligacdo a todos os receptores, com as
maiores pontuacgdes de docking obtidas para os alvos MKAR, FOX2 (C-Ter) e FDH3.
Dadas as interacdes favoraveis previstas para os complexos de composto 4-
receptor, bem como as pontuacdes de acoplamento obtidas, seria dificil priorizar um
conjunto de alvos preferidos para este composto. Portanto, complexos ligantes-
receptor que mostram pontuacdes e interacbes favoraveis nos calculos de
acoplamento molecular podem ser previstos como inviaveis quando céalculos mais
precisos sao realizados (TURKEZ et al., 2019; LOPES et al., 2019). Para uma
melhor descricdo dos complexos previstos, suas energias livres de ligacdo foram
previstas por meio de calculos de MM-PBSA, mais de 200 instantaneos extraidos
das simulacdes de Dinamica Molecular (MD) pré-formadas. Os calculos processados
conforme descrito na se¢cdo métodos e seus resultados estdo resumidos na Tabela
12.
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Tabela 12: Energias livres previstas de ligagdo do composto 4 aos alvos estudados e seus
componentes. Os valores de energia sdo expressos em kcal/mol.

Componente MM-PBSA

Alvo Conformagéo VVCEADLESR EEL EPB ENPOLAR EDISPER DE(';;QSG DEI(_)-Ir\gr?tedo TOA'I?AL
ERG20 1 -49,05 -57,13 92,40 -40,45 66,92 -106,19 118,87 12,69
MKAR 1 -4569 -15,66 31,75 -35,93 60,84 -61,35 56,66 -4,69
FAAH 1 -59,87 -9,04 40,93 -43,26 74,26 -68,91 71,92 3,01
RPD3 1 -31,95 -6,65 20,71 -25,35 42,61 -38,60 37,98 -0,63

1 -33,68 -5,11 22,86 -28,56 47,79 -38,80 42,08 3,29

XYRA

2 -30,39 -2,39 20,81 -25,95 44,26 -32,78 39,13 6,35
1 -33,52 -3,14 27,60 -28,35 48,84 -36,66 48,08 11,42
POP2 2 -28,12 -1,05 14,14 -24,81 41,02 -29,17 30,34 1,18
3 -30,05 -3,56 19,26 -26,03 44,02 -33,62 37,25 3,63
1 -34,39 0,93 14,18 -27,43 45,77 -33,45 32,52 -0,94
RHO1
2 -34,24 -4,22 21,99 -26,89 44,06 -38,46 39,16 0,69
POL1 1 -44,31 -5,61 31,72 -34,69 59,13 -49,92 56,16 6,23
1 -53,23 -8,20 36,84 -41,38 69,95 -61,43 65,41 3,98
FomS 2 -47,34 18,66 23,35 -37,14 61,27 -28,68 47,48 18,80
1 -42,01 -53,28 54,27 -36,21 61,88 -95,29 79,93 -15,35

Host 2 -42,98 -51,09 57,78 -37,15 62,80 -94,08 83,44 -10,64

APR1 1 -50,11 -3,53 68,97 -40,61 66,50 -53,64 94,86 41,22
FOX2 (C-Ter) 1 -49,29 -6,71 28,25 -36,92 61,84 -56,00 53,17 -2,83
FOX2 (N-Ter,

Site A) 1 -39,79 -11,44 42,92 -30,09 52,85 -51,22 65,68 14,46
FOX2 (N-Ter,

Site B) 1 -43,97 -18,99 44,39 -33,48 56,88 -62,97 67,79 4,83

Fonte: Préprio autor.

De acordo com a Tabela 12, a maioria dos complexos previstos € inviavel
com base nas energias livres estimadas de ligacdo. E o caso dos complexos
formados pelo composto 4 com ERG20, FAAH, FDH3, XYRA, POP2, POL1, APR1,
FOX2 (N-Ter, local A) e FOX2 (N-Ter, local B). Ou seja, mais de 60% dos alvos
potenciais estudados (7 em 12) podem ser descartados devido as energias livres

positivas estimadas de ligagc&do. Entre aqueles para os quais séo previstas energias
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livres favoraveis de ligagcdo, RDP3 e RHO1 mostram AG de ligacéo perto de zero.
Assim, o0 composto 4 deve exibir apenas uma ligacdo muito fraca a RDP3 e RHO1.
Ainda é observada uma baixa afinidade, apesar de superior a dos alvos listados
anteriormente, para FOX2 (C-Ter) e MKAR. Finalmente, a menor (melhor) energia
livre de ligacao € prevista para o complexo composto 4-HOS1.

Para esclarecer melhor o potencial mecanismo de agdo do composto 4,
analises mais detalhadas foram realizadas para seus complexos previstos com
FOX2 (C-Ter), MKAR e HOS1. A Figura 9 mostra o modo de ligacdo previsto do
composto 4 a esses alvos, bem como a rede das interagbes mais frequentemente
observadas ao longo dos instantaneos de MD selecionados para os calculos de MM-
PBSA. Figuras representando estruturas moleculares foram preparadas com UCSF
Chimera (PETTERSEN et al., 2004) e redes de interacdo foram produzidas com
Cytoscape (SHANNON et al., 2003). Para todas as trés enzimas, o grupo fenil do
ligante se orienta para o fundo dos locais de ligacdo, enquanto as porcdes octil

interagem com os residuos na boca da cavidade e com o solvente.

Como visto na figura 9, a maior rede de interacdes do ligante e dos receptores
ocorre para o alvo HOS1. Especificamente, o composto 4 interage em mais de 50%
dos instantaneos de MD selecionados com L698, G700, T756, F758, F824, 1828,
L829, G831, R855, F856, T857, G858, 1859 e V860 de FOX2 (C-Ter). Esses
residuos contém principalmente cadeias laterais hidrofébicas, o que favorece as
interacdes de Van der Waals e hidrofobicas no complexo. Por outro lado, esses tipos
de interacdes sdo fracas e fornecem pouca estabilidade, individualmente, ao
complexo. A Unica possibilidade de interacdes de ligacdes de hidrogénio entre o
ligante e o receptor € através do primeiro grupo carbonil. No complexo previsto do
composto 4 com FOX2 (C-Ter), este grupo carbonil aponta para a espinha dorsal do
H699. No entanto, a geometria complexa € desfavoravel para a formacdo de uma
ligacdo de hidrogénio entre esses dois grupos. Curiosamente, o composto nao
interage diretamente com os residuos cataliticos D808 e H813 da FOX2 (C-Ter). No
entanto, seu bloqueio da entrada do local de ligacdo impede o acesso a esses

aminoacidos, levando a inativacdo da enzima.
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Figura 9: Os modos de ligacao previstos do composto 4 a Candida albicans FOX2 (em cima), MKAR
(centro) e HOS1 (em baixo) sdo mostrados a esquerda. As redes de interagdes entre o ligante e os
receptores ao longo dos instantdneos MD usados para calculos de MM-PBSA sdo mostradas a
direita. Linhas mais escuras indicam frequéncias mais altas de interacdo. Os residuos sdo marcados
de acordo com a numeracdo nas sequéncias listadas na Tabela 10 e apenas os residuos que
interagem com o ligante em mais de 50% dos instantaneos de MD selecionados séo marcados. Os
receptores sdo mostrados em cinza e o composto 4 em ciano. O esquema de coloragdo a seguir é
usado para atomos que ndo sejam de carbono: vermelho para oxigénio, azul para nitrogénio, amarelo
para enxofre e laranja para fésforo.

FOX2 (C-Ter)

Fonte: Préprio autor.
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O complexo previsto do composto sob investigagdo com MKAR mostra
interacbes com Q149, S150, S208, F209, G210, T215, L218, Y221, Y252, L253,
K262 e o cofator fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADP) na
maioria dos instantaneos de MD selecionados para célculos de MM-PBSA. Dada a
estrutura do composto 4, como esperado, a maioria das interagcdes nesse complexo
também é do tipo hidrofébica e Van der Waals. Em contraste com o complexo
previsto com FOX2 (C-Ter), para o MKAR, a carbonila do ligante se posiciona em
uma regido proxima as cadeias laterais de S208 e Y221, bem como a espinha dorsal
do G210. Isso permite que esse grupo aceite uma ligacdo de hidrogénio da cadeia
lateral de S208 em 72% dos instantédneos de MD selecionados e da cadeia lateral de
Y221 ou da coluna vertebral de G210 em 14% deles. Ou seja, 0 composto 4 liga-se
ao receptor em 86% dos instantaneos de MD estudados. Mais importante, o
composto bloqueia o0 acesso dos substratos enzimaticos ao cofator NADP,

interagindo diretamente com ele.

Para o composto HOS1, o 4 faz uma grande rede de interagcbes com o
receptor em mais de 50% dos instantdneos de MD selecionados que incluem NG69,
R72, G199, R200, H201, H202, C212, D237, H328, H239, Q317, D321, G359 ,
G360, G361, Y362 e o0 fon Zn**. Embora ndo sejam previstas ligacées de hidrogénio
entre o ligante e o receptor, o grupamento carbonila dos primeiros pontos aponta
para o fon Zn** e sua distancia varia de 1,7 A a 2,5 A ao longo de toda a simulagéo
MD. Essas resisténcias favorecem muito a interacdo do composto 4 com o ion e com
D237, D237 e H239, que coordenam o fon Zn** Propomos que esta seja uma
interacdo critica para a estabilizacdo do complexo composto 4-HOS1. Além disso,
este complexo pode ser ainda mais estabilizado pela interacao p-1r entre H,O, e a
fracdo fenil do ligante. Além disso, a entrada no local de ligacdo que acomoda o0s
dois grupos octil do ligante € um pouco mais hidrofébica no HOS1 do que nos outros
dois receptores investigados. Isso fornece mais estabilidade ao complexo previsto
com HOS1 do que aqueles previstos com FOX2 (C-Ter) e MKAR.

E interessante notar que HOS1 e RPD3, ambos com funcdo de histona
desacetilase, compartilham uma alta similaridade em seus locais de ligagdo ao
ligante. No entanto, existe uma grande diferenca nas energias livres previstas de
ligacdo do composto 4 a esses dois alvos. Essa diferenca pode ser explicada pelo

comprimento de duas algcas localizadas na entrada do local de ligacdo do ligante.
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Essas algcas sdo mais longas em RPD3 do que em HOS1 e isso impede que o
ligante acomode por¢des do octil de tal maneira que o substituinte fenil possa entrar
no fundo da cavidade de ligacdo de RPD3. Em consequéncia, o anel fenil do ligante
€ incapaz de empilhar na frente do H,O; e a interacao eletrostatica entre o oxigénio
da carbonila do ligante com o fon Zn?* também n&o pode ocorrer. Essas interacées
particulares sao postuladas como chave para a estabilizacdo do complexo 4-HOS1.

Os trés alvos potenciais explorados dos compostos aqui propostos
desempenham papéis importantes no ciclo de vida das espécies de Candida. Por
exemplo, FOX2 (C-Ter) hidrata trans-2-enoil-CoA em 3-hidroxiacil-CoA e é crucial
para o metabolismo lipidico e o funcionamento normal das células (PIEKARSKA et
al., 2008). Da mesma forma, de acordo com a anotagdo UniProt, o0 MKAR também
estd envolvido no metabolismo dos éacidos graxos. Por outro lado, as enzimas
histona desacetilase removem o grupo acetil das histonas e outras proteinas
celulares e estdo envolvidas no controle das respostas ao estresse. Além disso, a
inibicAo dessas enzimas tem se mostrado eficaz no controle da viruléncia e
desenvolvimento de fungos (GARNAUD et al., 2016; KMETZSCH et al., 2015).
Assim, a interferéncia com esses processos celulares pode levar a atividade
fungicida dos compostos aqui apresentados. Em resumo, € proposto que o
mecanismo de acdo dos produtos quimicos analisados possa ser multialvo com a
inibicdo do HOS1 como principal. Experiéncias adicionais, incluindo o design de
novos derivados, serdo necessarias no futuro para testar essas hipoteses e melhorar

a eficacia dessa série de compostos quimicos.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente estudo foram preparadas treze amidas, estruturalmente
relacionadas, derivadas do cloreto de cinamoila (1-13) utilizando a reacdo de cloreto
acido. As estruturas quimicas das amidas preparadas foram confirmadas por
espectroscopia de Infravermelho e por RMN de *H e *3C. Dos compostos preparados
0 4e 13 sédo inéditos na literatura.

Por meio dos resultados de bioatividade pode-se observar que as amidas 1 e
4 demonstraram efeito fungicida frente as cepas de Candida spp. O composto 4
apresentou melhor atividade antifangica com valores de CIM=CFM=0,67 mM, 0,33
mM,1,34 mM frente a C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, respectivamente, seguido
do 1 que apresentou CIM=CFM de 2,46 mM, 4,92mM e 4,92mM contra as cepas

citadas anteriormente, respectivamente.

Com base na influéncia das caracteristicas quimicas estruturais na
bioatividade, notou-se que o aumento da cadeia carbdnica melhorou a atividade
antifangica, portanto, a presenca de amidas terciarias com cadeias longas, até oito
carbonos (4), € relevante para a bioatividade. No entanto, a substituicdo da amida

terciaria alquilica por aromatica (12) anula a atividade anti-Candida.

Além disso, a partir dos resultados de mecanismo de acédo (sorbitol e o
ergosterol), com as amidas le 4, pode-se concluir que as substancias ndo agem em
nivel de membrana e parede celular. No entanto, o estudo de docking molecular
sugeriu que o possivel mecanismo de acdo dos compostos bioativos ocorre via

multialvos com a inibicdo do HOS1 como principal alvo biolégico.

Com isso, pode-se concluir que a presenca de nitrogénio terciario na amida
com substituintes alifaticos contribuem para a existéncia de atividade antifungica. A
poténcia bioldgica € maior quando ha substituintes alifaticos de cadeia longa. Estes
dados possibilitam estabelecer caracteristicas quimicas que podem servir de
referéncia para o desenvolvimento de novos protétipos antifungicos com melhor
perfil biolégico, possibilitando a realizacdo de novos estudos com os compostos 1 e

4 para o desenvolvimento de novos farmacos com atividade anti-Candida.
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6. PARTE EXPERIMENTAL - ETAPA QUIMICA

6.1. Substancias, materiais e métodos utilizados na preparacdo das amidas
cinamicas
A etapa quimica do estudo foi desenvolvida no Laboratério de Quimica

Farmacéutica (LQF), no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), do Centro
de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Os reagentes e solventes utilizados nos procedimentos foram adquiridos das
empresas Sigma Aldrich, Vetec, Neon, Dindmica, Qhemis, entre outras. Como
material de partida de todas as reacbes, empregou-se 0 cloreto de cinamoila,
variando as aminas em cada reagao. As treze aminas estruturamente relacionadas
utilizadas como material de partida para preparacdo dos compostos, encontram-se

listadas na figura 10 abaixo.

Figura 10: Aminas utilizadas como reagentes para preparacdo das amidas derivadas do cloreto de
cinamoila.

/\H/\ HZN/w/ HZN/\/\/\/\

Dietilamina Isobutilamina Octilamina
HNW m
Dioctilamina Oleilamina
H,oN

Hexadecilamina

of
/© /O/ -
H2N H,N H,oN

Ciclohexilamina Anilina 4-cloroanilina Benzilamina
H
N

H,oN
HoN i /\©\
OH
Cl
4-clorobenzilamina Dibenzilamina 4-hidroxibenzilamina

Fonte: Préprio autor.
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6.2. Métodos cromatograficos

Os compostos foram purificados por meio da técnica de cromatografia em
coluna (CC). Utilizou-se como fase estacionaria silica gel 60 ART 7734 da MERK
com (particulas de dimens@es entre 0,063-0,20 mm), suportada em colunas de vidro
cilindricas. A fase movel constituiu-se de uma mistura binaria de hexano e acetato

de etila (Hex:AcOEt), com gradientes crescentes de polaridade.

Todos os procedimentos foram acompanhados por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), utilizando com fase estacionaria silica gel suportadas em
cromatofolhas de aluminio e como fase mével um sistema de hexano e acetato de
etila, em diferentes propor¢cdes. A visualizacdo das placas ocorreu através da
exposi¢cdo a uma lampada de irradiacao ultravioleta com comprimento de onda (254
nm), por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58.

6.3. Ponto de fusao

Determinou-se a pureza de cada produto através do ponto de fusédo (PF),
utilizando um equipamento digital de marca Microquimica, modelo MQAPF 302;
funcionando a 220 V, com placa de aquecimento, usando temperatura com variacao
de 10-350°C.

6.4. Métodos espectroscopicos

6.4.1. Infravermelho

As treze amidas foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho,
por meio de um espectrofotbmetro FTIR Cary 630, do fabricante Agilent
Technologies, no Laboratério Analitico Multiusuario (CCS-UFPB), utilizando pastilhas

de brometo de potéssio (KBr) e frequéncia medida em cm™.

6.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear

Os produtos obtidos foram caracterizados através de espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Carbono Treze (RMN de **C). Os espectros foram obtidos
utilizando um equipamento VARIAN-SYSTEM (LMCA - Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo e Andlise) operando a 400 ou 500 MHz (*H) e 100 ou 125 MHz (**C).

As amostras (30mg) foram previamente dissolvidas para analise em
cloroformio deuterado (CDCI3) e dimetilsulféxido deuterados (DMSO-ds) da MERK.
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Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

As multiplas bandas provenientes do espectro de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio foram indicadas de acordo com as convencgoes: s (Singleto),
d (dupleto), dd (dublo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). Para os espectros de
RMN de 3C foi utilizada a técnica de APT em que os carbonos quaternarios e
metilénicos ficam na mesma face do gréafico e opostos aos sinais de carbonos

metinicos e metilicos.

6.5. Preparacéo das amidas 1 a 13
Para preparacdo das treze amidas, utilizou-se a metodologia de reacao de
cloreto acido (DIMMOCK et al., 1998). Esquema geral da reacdo demonstrado no

esquema 6.

Esquema 6: Esquema geral da reagdo de cloreto acido, utilizando como material de partida o cloreto
de cinamoila e diferentes aminas.

Piridina
+ HNR ——m»

Fonte: Préprio autor.

As amidas foram preparadas seguindo o procedimento geral: Em um balédo de
fundo chato de 50 mL, adicionou-se 0,1g (0,6 mmol) do cloreto de cinamoila e (0,6
mmol) da amina correspondente, em piridina (1 mL), sob refluxo em banho de 6leo e
agitacdo magnética por 5-24 horas, monitorado por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA) de silica gel, utilizando como eluente uma mistura de
hexano e acetato de etila. Ao final da reacao, transferiu-se o produto para um funil
de separacdo e realizou-se uma extracdo com 15 mL de acetato de etila. Em
seguida, a fase organica foi tratada com 3 x 10 mL de acido cloridrico aquoso diluido
(10% p/v), com a finalidade de neutralizar a piridina, separando-se a fase orgéanica
da fase aquosa. A fase organica resultante foi reunida, neutralizada com bicarbonato

de sédio a 5% (3 x 10 mL).Depois, lavou-se a fase organica com 10 mL de agua
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destilada e por fim, secou-se com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e removeu-se o
solvente, sob presséo reduzida (DIMMOCK et al., 1998).

Para a purificacdo das amidas foi realizada cromatografia de adsor¢gdo em
coluna, exceto para os compostos 1, 2 e 3, 0s quais apresentaram pureza
satisfatoria conforme andlises de seus espectros de RMN. Utilizou-se como fase
estacionaria silica gel 60 e como fase mével um sistema de hexano e acetato de
etila com gradiente crescente de polaridade, procedimento acompanhado por CCDA.

6.5. Dados espectroscOpicos das amidas 1 —13

6.5.1. Dietilamida cinamica (1)

2!

.

N/\
I§
R

Aspecto: solido amorfo amarelo

Rendimento: 67% (81,7 mg)

Ponto de fuséo: 65-66 °C (WEIDNER-WELLS et al., 1998)
Fator de retencéao: 0,4 (7:3 Hex:AcOEt)

IV vmax (KBr, cm™): 3028 (C-H sp?, aromatico); 2968 (C-H sp®); 1648 (C=0); 1595;
1461 (C=C, aromatico).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): &y 7,70 (d, H-7, J=15,5 Hz, H=1), 7,51 (d, H-2 H-6,
J=6,5Hz, H=2) 7,34 (m, H-3, H-4, H-5, H=3), 6,82 (d, H-8, J=15,5 Hz, H=1), 3,47 (m,
H-1’, H-3’, H=4), 1,21 (m, H-2", H-4’", H=6);

RMN de *C (CDCls, 125 MHz): 8¢ 165,8 (C=0); 142,4 (C-7); 135,6 (C-1); 129,5 (C-
3, C-5); 128,9 (C-2, C-6); 127,8 (C-4); 117,9 (C-8); 42,4 (C-1’); 41,2 (C-3); 15,3 (C-
2); 13,3 (C-4’) (NIMSE et al., 2015).
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6.5.2. Isobutilamida cinamica (2)

Aspecto: solido amorfo amarelo

Rendimento: 73,7% (89,9 mg)

Ponto de fuséo: 107-108 °C (OSUKA; HANASAKI; SUZUKI, 1998)
Fator de retencéao: 0,5 (7:3 Hex:AcOEt)

IV vmax (KBr, cm™): 3271 (N-H, amidas secundarias); 3082 (C-H sp?, aromatico);
2961 (C-H sp®); 1655 (C=0); 1618; 1469 (C=C, aromatico).

RMN de *H (CDCls, 400 MHz): & 7,62 (d, H-7,J=15,6 Hz, H=1), 7,46 (m, H-2, H-6,
H=2), 7,29 (m, H-3, H-4, H-5, H=3), 6,49 (m, H-8, H=1), 6,25 (s, N-H, H=1), 3,21 (t,
H-1’, J=6,6 Hz, H=2), 1,76 (sept, H-2’, H=1), 0,94 (dd, H-3’, J=6,6 Hz, H=6).

RMN de 3C (CDCls, 100 MHz): ¢ 166,3 (C=0); 140,8 (C-7); 135,0 (C-1); 129,6 (C-
3, C-5); 128,8 (C-2, C-6); 127,8 (C-4); 121,1 (C-8); 47,2 (C-1’); 28,7 (C-2’); 20,3 (C-
3') (SHULDBURG et al., 2017).

6.5.3. Octilamida cinamica (3)

Aspecto: solido amorfo amarelo

Rendimento: 85,6% (133,3 mQ)
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Ponto de fuséo: 78-79 °C
Fator de retencé&o: 0,6 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3311 (N-H, amidas secundarias); 3059 (C-H sp? aromatico); 2924
(C-H sp?); 1655 (C=0):; 1618; 1467 (C=C, aromatico).

RMN de H (CDCl3, 400 MHz): 8y 7,61 (d, H-7, J=15,6 Hz, H=1), 7,48 (dd, H-2, H-6,
J=6,3 Hz, 2,8 Hz, H=2), 7,33 (M, H-3, H-4, H-5, H=3), 6,42 (d, H-8, J=15,6 Hz, H=1),
5,92 (s, N-H, H=1), 3,37 (dd, H-1’, J =13,6 Hz, 6,6 Hz, H=2), 1,56 (m, H-2’, H=2),
1,30 (m, H-3', H-4’, H-5", H-6’, H-7’, H=10) 0,87 (t, H-8', J=6,7 Hz, H=3).

RMN de *3C (CDCls, 100 MHz): 8¢ 166,0 (C=0); 140,8 (C-7); 135,0 (C-1); 129,6 (C-
3, C-5); 128,8 (C-2, C-6); 127,8 (C-4); 121,1 (C-8); 40,0 (C-1’); 31,9 (C-2); 29,8 (C-
3); 29,4 (C-4); 29,3 (C-5'); 27,1 (C-6'); 22,7 (C-7'); 14,2 (C-8') (MORCILLO et al.,
2011).

6.5.4. Dioctilamida cinamica (4)

Composto inédito
Aspecto: 6leo amarelo

Rendimento: 63,2% (140,9 mg)

Fator de retencéo: 0,8 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 2958 (C-H sp®); 1650 (C=0); 1605; 1459 (C=C, aromatico).

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): 8y 7,69 (d, H-7, J=15,4 Hz, H=1), 7,50 (dd, H-2, H-6,
J=7,8 Hz, 1,6 Hz, H=2), 7,36 (m, H-3, H-4, H-5, H=3), 6,82 (d, H-8, J=15,4 Hz, H=1),
3,39 (quint, H-1’, H-1”, J=7,6 Hz, H=4), 1,60 (s, H-2’, H-2” H=4), 1,30 (m, H-3’, H-3’,
H-4’, H-4”, H-5’, H-5”, H-6’, H-6", H-7’, H-7”, H=20), 0,87 (t, H-8’, J=6,8 Hz, H=6).
RMN de **C (CDCls, 100 MHz): 8¢ 166,3 (C=0); 142,2 (C-7); 135,8 (C-1); 129,6 (C-
3, C-5); 128,9 (C-2, C-6); 127,8 (C-4); 118,1 (C-8); 48,4 (C-1°); 47,1 (C-1"); 31,9 (C-
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2, C-27); 29,9 (C-3"); 29,6 (C-3"); 29,4 (C-4) 29,3 (C-4”); 28,1 (C-5'; C-5); 27,3 (C-
6'): 27,0 (C-6”); 22,8 (C-7'); 22,7 (C-7"); 14,2 (C-8, C-8").

6.5.5. Hexadecilamida cinamica (5)

Aspecto: solido amorfo branco

Rendimento: 42,6 % (95,0 mg)

Ponto de fuséo: 178-179 °C

Fator de retencéao: 0,5 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3296 (N-H, amidas secundérias); 3057 (C-H sp? aromatico); 2921
(C-H sp?); 1653 (C=0); 1613; 1470 (C=C, aromatico).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): &4 7,61 (d, H-7, J=15,6 Hz, H=1), 7,48 (m, H-2, H-6,
H=2), 7,34 (m, H-3, H-4, H-5, H=3), 6,41 (d, H-8, J=15,6 Hz, H=1) 3,37 (dd, H-1’,
J=13,1 Hz, 7,1 Hz, H=2), 1,56 (quint, H-2’, J=7 Hz, H=2), 1,25 (m, H-3’, H-4’, H-5’, H-
6, H-7’, H-8’, H-9’, H-10’, H-11’, H-12’, H-13’, H-14’, H-15’, H=26), 0,88 (t, H-16’, J=7
Hz, H=3).

RMN de **C (CDCls, 125 MHz): 8¢ 166,0 (C=0); 140,9 (C-7); 135,0 (C-1); 129,7 (C-
3, C-5); 128,9 (C-2, C-6); 127,9 (C-4); 121,1 (C-8); 40,0 (C-1’); 32,1 (C-2); 29,5-29,8
(c-4, Cc-5, Cc-6, C-T7,C-8, C-9, C-10, C-11’, C-12°, C-13, C-14’); 27,1 (C-3’); 22,8
(C-15’), 14,3 (C-16’) (JUN et al,, 2000).

6.5.6. Oleilamida cinamica (6)
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Aspecto: liquido amarelo

Rendimento: 42,1% (100,4 mg)

Fator de retencé&o: 0,7 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3294 (N-H, amidas secundérias); 3063 (C-H sp? aromatico); 2925
(C-H sp®); 1656 (C=0); 1618; 1467 (C=C, aromatico).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 8y 7,62 (d, H-7, J=15,6 Hz, H=1), 7,48 (dd, H-2, H-6,
J=7,3 Hz, 2 Hz, H=2), 7,34 (m, H-3, H-4, H-5, H=3), 6,41 (d, H-8, J=15,6 Hz, H=1),
5,84 (s, N-H, H=1), 5,36 (m, H-9’, H-10’, H=2), 3,38 (dd, H-1’, J=13,2, 6,9 Hz, H=2),
2,00 (m, H-8', H-11", H=4), 1,56 (m, H-2’, H=2), 1,28 (m, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’, H-7,
H-12’, H-13’, H-14’, H-15’, H-16’, H-17’, H=22), 0,88 (t, H-18’, J=6,9 Hz, H=3)

RMN de *3C (CDCls, 125 MHz): 8¢ 166,0 (C=0); 140,9 (C-7); 135,1 (C-1); 130,1 (C-
9); 129,9 (C-10’); 129,7(C-3, C-5); 128,9 (C-2, C-6); 127,9 (C-4); 121,0 (C-8); 40,0
(C-1’); 32,00 (C-16’); 29,4-29,9 (C-2, C-7’, C-12, C-5, C-6’, C-13, C-14’, C-4’, C-
15%); 27,4 (C-8"); 27,3 (C-11’); 27,1 (C-3’); 22,8 (C-17’); 14,2 (C-18’) (O'BRIEN et al.,
2018).

6.5.7. Ciclohexilamida cinamica (7)

Aspecto: solido amorfo branco

Rendimento: 41,3% (56,8 mQ)

Ponto de fusédo: 86-87 °C (KNUNIANTS; GAMBARIAN, 1958)

Fator de retencédo: 0,7 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3278 (N-H, amidas secundarias); 3080 (C-H sp? aromatico); 2932
(C-H sp®); 1655 (C=0); 1618; 1497 (C=C, aromatico).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): &4 7,60 (d, H-7, J=15,6 Hz, H=1), 7,47 (m, H-2, H-6,
H=2), 7,32 (m, H-3, H-4, H-5, H=3), 6,40 (d, H-8, J=15,6 Hz, H=1), 5,73 (s, N-H,
H=1), 3,91 (m, H-1’, H=1), 1,99 (dd, H-2’a, H-6’a, J=3,5 Hz, 3,5 Hz, H=2), 1,72 (m, H-
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2’b, H-6'b, H-4'a, H=3), 1,39 (m, H-3'a, H-5a, H=2), 1,20 (m, H-3'b, H-4’b, H-5b,
H=3).

RMN de *C (CDCls, 125 MHz): 8¢ 165,1 (C=0); 140,7 (C-7); 135,1 (C-1); 129,6 (C-
3, C-5); 128,9 (C-2, C-6); 127,8 (C-4); 121,4 (C-8); 48,5 (C-1’); 3,6 (C-2’, C-6'); 25,7
(C-4), 25,0 (C-3’, C-5') (DUANGKAMOL et al., 2015).

6.5.8. Fenilamida cinamica (8)

Aspecto: solido marrom

Rendimento: 52,2% (69,9 mg)

Ponto de fuséo: 151-152°C (INOMATA et al., 1978)

Fator de retencéao: 0,6 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3271 (N-H, amidas secundarias); 3036 (C-H sp? aromatico); 1662
(C=0); 1625; 1495 (C=C, aromatico).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): &4 8,16 (s, N-H, H=1), 7,74 (d, H-7, J=15,6 Hz, H=1),
7,67 (d, H-2’, H-6’, J=7,5 Hz, H=2), 7,43 (dd, H-2, H-6, J=7,5 Hz, 1,9 Hz, H=2), 7,31
(m, H-3, H-4, H-5, H-3’, H-5', H=5), 7,11 (t, H-4’, J=7,4 Hz, H=1), 6,66 (d, H-8, J=15,6
Hz, H=1).

RMN de *3C (CDCls, 125 MHz): 8¢ 164,6 (C=0); 142,4 (C-7); 138,2 (C-1’); 134,7 (C-
1); 130,0 (C-3, C-5’); 129,1 (C-3, C-5); 128,9 (C-2, C-6); 128,1 (C-4’); 124,6 (C-4)
121,2 (C-2’, C-6"), 120,3 (C-8) (WANG et al., 2009).
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6.5.9. 4-Clorofenilamida cinamica (9)

Aspecto: solido marrom

Rendimento: 49% (75,8 mg)

Ponto de fuséo: 182-183°C (WANG et al., 2009)

Fator de retencéao: 0,6 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3297 (N-H, amidas secundarias); 3097 (C-H sp? aromatico); 1661
(C=0); 1624; 1491 (C=C, aromatico).

RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz): 8y 9,48 (s, N-H, H=1), 6,88 (d, H-2‘, H-6", J=8,9
Hz, H=2), 6,77 (m, H-2, H-6, H-7, H=3), 6,57 (m, H-3, H-4, H-5, H-3’, H-5", H=5), 5,96
(d, H-8, J=15,7 Hz, H=1).

RMN de *C (DMSO-ds, 100 MHz): d¢ 163,6 (C=0); 140,5 (C-7); 138,2 (C-1'); 134,6
(C-1); 129,8 (C-3’, C-5'); 129,0 (C-3, C-5); 128,7 (C-2, C-6); 127,8 (C-4); 126,9 (C-4’)
121,9 (C-8), 120,8 (C-2’, C-6’) (RHAZRI et al., 2015).

6.5.10. Benzilamida cinamica (10)

Aspecto: solido amorfo branco

Rendimento: 71,2% (101,8 mg)
Ponto de fus&o: 109-110 °C (SAITO; OUCHI; TAKAHATA, 2008)
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Fator de retencé&o: 0,4 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3265 (N-H, amidas secundarias); 3029 (C-H sp? aromatico); 2926
(C-H sp?); 1653 (C=0); 1616; 1497 (C=C, aromatico).

RMN de *H (CDCls, 500 MHz): 8y 7,66 (d, H-7, J=15,6 Hz, H=1), 7,46 (dd, H-2, H-6,
J=6,2 Hz, 3,4 Hz, H=2), 7,31 (m, H-3, H-4, H-5, H-2’, H-3, H-4’, H-5', H-6’, H=8),
6,47 (d, H-8, J=15,6 Hz, H=1), 6,35 (s, N-H, H=1), 4,54 (d, H-7’, J=5,8 Hz, H=2).
RMN de *C (CDCls, 125 MHz): 8¢ 166,0 (C=0); 141,4 (C-7); 138,3 (C-1’); 134,9 (C-
1); 129,8 (C-3, C-5); 128,9 (C-3’, C-5’); 128,8 (C-2, C-6); 128,0 (C-4’); 127,9 (C-4)
127,6 (C-2', C-4’, C-6"), 120,7 (C-8), 43,9 (C-7') (CHAUDHARI et al., 2010).

6.5.11. 4-clorobenzilamida cinamica (11)

Aspecto: solido amorfo amarelo

Rendimento: 49,3% (80,5 mg)

Ponto de fuséo: 127-128 °C (BARAJAS et al., 2008)

Fator de retencéao: 0,7(7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3259 (N-H, amidas secundarias); 3083 (C-H sp? aromatico); 2921
(C-H sp®); 1655 (C=0); 1621; 1489 (C=C, aromatico).

RMN de *H (CDCls, 400 MHz): &y 7,67 (d, H-7, J=15,6 Hz, H=1), 7,49 (m, H-2, H-6,
H=2), 7,31 (m, H-3, H-4, H-5, H-2’, H-3’, H-5', H-6’, H=7), 6,47 (d, H-8, J=15,6 Hz,
H=1), 6,33 (s, N-H, H=1), 4,52 (d, H-7’, J=5,9 Hz, H=2).

RMN de *3C (CDCl3, 100 MHz): 8¢ 166,1 (C=0); 141,8 (C-7); 136,9 (C-1’); 134,8 (C-
1); 133,4 (C-4"); 129,9 (C-2, C-6); 129,3 (C-3’, C-5'); 129,0 (C-3, C-5); 128,9 (C-2,
C-6) 127,9 (C-4), 120,4 (C-8), 43,2 (C-7’) (MONTES et al., 2011).
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6.5.12. 4-dibenzilamida cinamica (12)

Aspecto: solido amorfo amarelo

Rendimento: 61,6% (101,2 mg)

Ponto de fus&o: 157-158 °C (YASUI et al., 2007)

Fator de retencéo: 0,4 (7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3084 (C-H sp?, aromatico); 2982 (C-H sp?); 1643 (C=0); 1593; 1495
(C=C, aromatico).

RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): &y 7,90 (d, H-7, J=15,4 Hz, H=1), 7,50 (dd, H-2, H-6,
J=6,5 Hz, 3,2 Hz, H=2), 7,36 (m, H-3, H-4, H-5, H-2’, H-3’, H-4’, H-5’, H-6’, H-2", H-
3”, H-4”, H-5", H-6”, H=13), 6,95 (d, H-8, J=15,4 Hz, H=1), 4,71 (d, H-7’, H-7", J=44,
2 Hz, H=4).

RMN de **C (CDCls, 100 MHz): 8¢ 167,4 (C=0); 144,0 (C-7); 137,5 (C-1’); 136,8 (C-
1”); 135,3 (C-1); 129,8 (C-3, C-5); 129,1 (C-2, C-6); 129,0 (C-3, C-5%); 128,7 (C-3”,
C-5"); 128,5 (C-2’, C-6’) 128,0 (C-2”, C-6"), 127,8 (C-4), 127,6 (C-4’), 126,7 (C-4"),
117,4 (C-8), 50,2 (C-7’), 49,0 (C-7") (YASUI et al., 2007).

6.5.13. 4-hidroxibenzilamida cinamica (13)
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Composto inédito
Aspecto: cristais brancos

Rendimento: 36% (54,7 mg)

Ponto de fus&o: 188-189 °C

Fator de retencéo: 0,1(7:3 Hex:AcOEt)

IV (KBr, cm™): 3246 (N-H, amidas secundérias); 3066 (C-H sp? aromatico); 2969
(C-H sp®); 1649 (C=0); 1614; 1465 (C=C, aromatico).

RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz): 84 9,26 (s, N-H, H=1), 8,44 (s, O-H, H=1), 7,52 (d,
H-2’, H-6", J=8 Hz, H=2), 7,37 (m, H-2, H-4, H-6, H-7, H=4), 7,07 (d, H-3, H-5, J=8
Hz, H=2), 6,68 (m, H-8, H-3', H-5, H=3), 4,25 (d, H-7’, J=5,8 Hz, H=2).

RMN de *3C (DMSO-ds, 100 MHz): ¢ 164,8 (C=0); 156,3 (C-0); 138,8 (C-7); 135,0
(C-1); 129,5 (C-1’); 128,9 (C-3, C-5); 128,8 (C-2, C-6); 127,5 (C-4, C-2’, C-6'); 122,3
(C-8); 115,1 (C-3’, C-5"); 41,9 (C-7).

7. PARTE EXPERIMENTAL - ETAPA BIOLOGICA

7.1. Local de trabalho

A etapa bioldgica do estudo foi realizada no Laboratorio de Farmacologia
Experimental e Cultivo Celular (LAFECC), no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

7.2. Substancias, materiais e métodos utilizados

Para realizacdo dos ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
Concentracao Fungicida Minima (CFM) e possiveis mecanismos de acéo, utilizaram-
se as cepas de referéncia de Candida spp. obtidas da Central Bureau voor
Schimmelcultures (CBS): C. albicans CBS562, C. krusei CBS573e C. tropicalis
CBS94.Nistatina, Tween 80%, dimetil-sulféxido (DMSO) e ergosterolforam obtidos
da Sigma-Aldrich®Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) eo sorbitol (D-sorbitol anidro)
do INLAB® (Sdo Paulo, Brasil). J4 0 meio de cultura utilizado nos ensaios de
avaliacdo da atividade antifungica foi o Caldo Sabouraud Dextrose (ASD), da Kasvi,

preparado segundo as normas do fabricante.
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7.3. Ajuste de inoculo

Para que o0s microrganismos fossem reativados, inicialmente foram
inoculados em meio de cultura estéril (ASD) e incubados por 24 horas a 35 + 2°C. O
inoculo foi ajustado a concentracéo de 2,5 x 10® UFC/mL, utilizando a absorbancia
(obtida no espectrofotometro) do inoculo inicial para detectar o volume (empL)
necessario, em seguida, submeteu-se a diluicdo em meio ASD, obtendo-se assim o
inoculo final ajustado (PEIXOTO et al., 2017).

7.4. Triagem antifungica

Realizou-se inicialmente uma triagem com as treze amidas cinamicas
preparadas nesse estudo (1-13), para avaliar quais apresentariam atividade frente
as cepas de Candida spp. na concentracdo maxima de 1000 pg/mL. Para isso,
utilizou-se uma placa de 96 pocos de fundo em U contendo meio e estéreis, onde
aplicou-se as substancias em triplicatas, sem realizar as diluicbes. Em paralelo
foram realizados os controles: controle do meio (ASD), controle dos microrganismos
(ASD + inoculo), controle para as substancias (ASD + 50uL de cada produto) e
controle positivo utilizando a nistatina na concentracdo de 0,4 pug/mL. As placas
foram incubadas por 24 horas a 35 °C, e os resultados foram lidos por observacao
visual de agregados celulares no fundo dos pocos. As amidas 1 e 4 apresentaram
atividade antifungica na concentracdo testada e foram entdo utilizadas nos ensaios

de CIM, CFM e determin¢do do mecanismo.

7.5. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM das amidas 1 e 4 foi realizada utilizando a técnica de microdiluicdo em
placa de 96 pocos com fundo em U, de acordo com o previsto pelo CLSI (Instituto de
Padrdes para Laboratorio Clinico) (2002). Para realizacédo do teste as amostras e o0s
controles foram diliidos em DMSO e agua destilada e distribuiu-se 100 pL do caldo
sabouraud dextrose (ASD) nos orificios das placas. Posteriormente, 100 pyL da
solucdo dos produtos preparados foram aplicados em triplicata nos pocos
distribuidos na primeira linha da placa e entdo realizou-se uma diluicdo seriada a
uma razao 1:2, obtendo concentragbes de 1000 pg/mL até 7,8 pg/mL. Por fim,
distribui-se 100 pyL do inoculo da cepa fungica em cada pog¢o das placas. Em
paralelo foram realizados os controles: controle do meio (ASD), controle dos
microrganismos (ASD + inOculo), controle para as substancias (ASD + 50uL de cada

produto) e controle positivo (nistatina na concentragdo de 0,4 pg/mL). As placas
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foram incubadas por 24 horas a 35 °C, e os resultados foram lidos por observacéao
visual de agregados celulares no fundo dos poc¢os.

ApGs as 24 horas de incubacao foi adicionado a cada poco, 50 uL de cloreto
de trifeniltetrazédlio (TCT) a 1% (Sigma-Aldrich®), que é um indicador colorimétrico de
oxido-reducdo para fungos. As placas foram incubadas novamente 35 + 2 °C por 24
horas (GRABE, 1976; DESWAL; CHAND, 1997; DUARTE et al., 2005; HAMIDPOUR
et al., 2015).

A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de produzir uma
inibicdo visivel do crescimento fungico observado através da coloracédo vermelha nos
pocos, comparando ao controle. A atividade antifungica das duas amidas foi
interpretada seguindo os critérios a seguir: < abaixo de 500 pg/mL = atividade
forte/0tima; 600-1500 pg/mL = atividade moderada; > acima de 1500 pg/mL =
atividade fraca ou produto inativo (SARTORATTO et al., 2004; BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016).

7.6. Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A CFM foi realizada apés leitura da CIM, onde tréz aliquotas de 30 pL foram
retiradas dos pocos correspondentes a CIM em maiores concentracdes e
subcultivadas em &agar Sabouraud Dextrose (KASVI1, Kasv Imp e Dist de
Prod/Laboratorios LTDA, Curitiba, Brasil). Em seguida, as placas foram incubadas
por 24 horas a 35 °C e realizada a leitura (PEIXOTO et al., 2017).

A CFM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
fungico em meio soélido. Em seguida, calculou-se a razdo CFM/CIM para determinar
se a substancia era fungistatica (CFM / CIM > 4) ou fungicida (CFM/CIM <4)
(PEIXOTO et al., 2017).

7.7. Determinacdo do mecanismo de acao

7.7.1. Ensaio de sorbitol

O teste foi realizado por meio da determinacdo da CIM (metodologia descrita
na secao 7.5.) na presenca e auséncia de sorbitol (D-sorbitol anidro), com finalidade
de comparar os valores da CIM das substancias 1 e 4 frente as cepas de C. albicans
CBS562. Utilizou-se comocontrole positivo a caspofungina na concentracdo inicial

de 4pg/mL, visto que, visto que, ja existem estudos na literatura sobre a atividade
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dessa substancia na parede celular da levedura (COLOMBO et al., 2013;
SOURMAGHI et al., 2015).

Considerando a capaciedade do sorbitol em atuar como protetor osmotico da
parede celular fangica, quando h& valores maiores de CIM apds adicdo de sorbitol
(meio padrdo), indica a parede celular como um dos possiveis alvos celulares da

substancia testada.

7.7.2. Ensaio de ergosterol

O ensaio de ergosterol € semelhante ao realizado com sorbitol (citado na
secdo 7.7.1., onde a CIM na presenca de ergosterol é definida como a menor
concentracdo da substancia inibindo o crescimento microbiano. Portanto, utiliza-se a
nistatina como controle positivo, tendo em vista, sua atividade conhecida nas
membranas das células de levedura, alterando a permeabilidade da membrana por
meio da ligacdo aos esterois presentes na mesma (HWANG et al., 2014; COSTA,
2017).

8. PARTE EXPERIMENTAL - QUIMICA COMPUTACIONAL

8.1. Local de trabalho
A etapa computacional do estudo foi realizada na Universidade das Américas,

Quito, Equador pelo pesquisador Yunierkis P. Castillo.

8.2. Selecéo de alvos

O composto 4 foi objeto de “fishing” computacional de alvos usando o
Similarity Ensemble Approach (SEA) (KEISER et al., 2007). Os alvos em potencial
identificados por esse método foram usados para consultas em uma pesquisa “Blast”
contra o proteoma de Candida albicans (taxid: 5476) usando o servidor NCBI Blast
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/) (ALTSCHUL et al., 1997). Para evitar duplicacbes na
lista de alvos em potencial e reduzir seu comprimento, apenas o principal, ou seja,
aquele com o menor valor de E de cada alvo identificado pela SEA foi considerado
em andlises posteriores. A partir da lista gerada, proteinas de Candida albicans com
pelo menos 30% de identidade com qualquer alvo potencial identificado pela SEA e
coberto em mais de 70% de suas sequéncias pelo alinhamento “Blast” foram

consideradas alvos potenciais do composto 4. As sequéncias de aminoacidos
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desses possiveis alvos foram recuperados do GenBank (BENSON et al., 2013)e
mapeados para os codigos de acesso do UniProt através de uma pesquisa “Blast”
em todo o banco de dados UniProtKB usando a implementagéo posterior do servidor
Blast.

8.3. Docking molecular

A estrutura tridimensional inicial do composto 4 foi obtida com o Omega da
OpenEye e cargas parciais atdmicas de AM1-BCC foram adicionadas a essa
conformacdo inicial com Molcharge. Como nenhuma proteina selecionada como alvo
potencial do composto 4 tem sua estrutura resolvida, modelos de proteinas e
homologia foram gerados com o servidor SWISS-MODEL (BIENERT et al., 2017).
Quaisquer metais e cofatores importantes cataliticamente ou funcionalmente foram
adicionados aos modelos de homologia usando suas orientacbes nos respectivos

modelos estruturais.

Os célculos de acoplamento molecular foram realizados conforme estudos
anteriores (TURKEZ et al., 2019; LOPES et al., 2019)usando o Gold (JONES et al.,
1997). Os locais de ligacdo foram definidos tomando como referéncia qualquer
ligante co-cristalizado com as estruturas do modelo ou um residuo funcionalmente
relevante na bolsa de ligacdo do receptor. O encaixe e as pontuacdes primarias
foram realizados com a funcdo de pontuacdo CHEMPLP, com o parametro de
eficiéncia de busca definido em 30 e 200%, solucdes de pontuacédo diferentes foram
exploradas para todos os sistemas receptores de ligantes. As posi¢cdes dos ligantes
obtidas durante a etapa de acoplamento primario foram recuperadas com as funcdes
de pontuacéo “GoldScore”, “ChemScore” e ASP do “Gold”. O modo de ligagdo mais
provavel do composto 4 para cada alvo foi selecionado com base em uma estratégia
de pontuacdo por consenso. Essa estratégia considera a pontuacao da posicao de
acordo com todas as fungbes de pontuagdo j (S;),0 valor médio da fungéo de

pontuacdo j em todos os modos de ligacdo previstos (§]) e seu desvio padrao
(std(S;)). Com esses valores, a pontuacdo Zde consenso correspondente a parte
superior foi calculado com a equacdo A. Para todos os sistemas, a pose com a
maior pontuacdo de consenso e qualquer pose prevista com Z> 1 foram
selecionadas para andlises posteriores.

Sij=S)
J std(s))

Z;= (Equacao A)



BARBOZA, J. N. / PARTE EXPERIMENTAL 91

8.4. Simulac¢des de dindmica molecular e calculos de MM-PBSA

Todas as simulagbes de Dinamica Molecular (MD) como célculos de MM-
PBSA foram realizadas com Amber 18 (CASE et al., 2018). Os sistemas estavam
sujeitos ao mesmo esquema de modelagem que incluia preparacdo, minimizacao,
aquecimento, equilibrio e producdo, usando o0 mesmo protocolo utilizado em
pesquisa anterior do grupo de pesquisa (LOPES et al., 2019). Resumindo, as
simulacbes de MD foram realizadas em solvente explicito usando os campos ff14SB
e gaff force para residuos aminoacidos e ndo aminoacidos, respectivamente. O
método PME foi utilizado para tratar interacdes eletrostaticas de longo alcance. A
distancia de corte da PME foi ajustada para 10 A durante a minimizac&o e para 12 A

para as etapas restantes.

A preparacgédo dos sistemas foi realizada com antecamara. Os sistemas foram
incorporados em caixas de octaedro truncados e solvatados com moléculas de agua
TIP3P. As cargas excedentes foram neutralizadas pela adi¢do de ions Na* ou CI". A
minimizacdo dos sistemas prosseguiu em duas etapas com volume constante, a
primeira consistindo em 500 etapas do método de descida mais ingreme, seguidas
por 500 ciclos de gradiente conjugado. Durante esta primeira etapa de minimizacao,
todos os atomos, exceto os contra-ions e as moléculas de agua, foram restringidos
com uma constante de forca de 500 Kcal/mol.A% Por outro lado, nenhuma restricéo
foi aplicada durante o segundo estagio de minimizacao, que consistiu em 500 etapas
do método de descida mais ingreme, seguidas por 1000 ciclos de gradiente

conjugado.

Os sistemas minimizados foram aquecidos de 0 K a 300 Kd durante 10000
etapas com uma etapa de tempo de 2 fs. O aquecimento foi realizado em volume
constante e tudo, exceto as moléculas de agua e os contra-ions, foi restringido com
uma constante de forca de 10 Kcal/mol.A%. Um termostato Langevin com uma
frequéncia de colisdo de 1,0 ps™ foi empregado durante as execucdes de
aquecimento, equilibrio e producdo. Da mesma forma, as ligacdes envolvendo
atomos de hidrogénio foram restringidas com o algoritmo SHAKE e suas interacfes

foram negligenciadas durante os estagios listados anteriormente.

Os sistemas aquecidos foram entédo equilibrados durante 100 psat de pressao

constante e temperatura constante. A temperatura foi mantida a 300 K e a presséao a
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1 equilibrio de barragem. A pressao foi controlada com escala de posicao isotrépica,
estabelecendo um tempo de relaxamento de 2 ps. Os sistemas equilibrados foram
utilizados como entrada para 20 séries diferentes de producdo de MD, cada uma
com duracao de 2 ns. Os parametros das execucoes de producdo foram 0os mesmos
gue durante o estagio de equilibrio. Para garantir a exploracao de diversos estados
dos sistemas, as velocidades atdomicas foram inicializadas aleatoriamente antes de
cada producéo.

Para a estimativa das energias livres de ligacdo através dos célculos de MM-
PBSA, 200 sistemas de captura instantanea (um a cada 200 ps) foram extraidos de
todas as execucdes de producdo MD. A forca ionica foi ajustada para 100 mM e os
parametros padrédo foram empregados durante os calculos de MM-PBSA. Os
calculos foram realizados com a implementagédo em python do algoritmo MM-PBSA
distribuido com Amber 18 (MILLER et al., 2012).
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9. ESPECTROS REFERENTES AOS COMPOSTOS OBTIDOS
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Espectro 1: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da dietilamida cindmica (1).
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600



BARBOZA, J. N. / ESPECTROS 94

T08'9 —
€e8'9—

3-WLI0J0IOIYD 09T"L
bOE"L
L0E'L
01EL
bIEYL
el
[TEL
zEeL
gee, 3
ﬂ%&%
95€°L
99€°L
69€°L
€18
105°2
b0S'L -\
L1627
025,

I

H00'T

r00°€

+0°'¢

H00'T

7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70

7.30
f1 (ppm)

7.70 7.60 7.50 7.40
Espectro 3: Expansao do espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCls) da dietilamida cinamica (1).

7.80

7.90

0911
081

b1 / i
el — _
?N.ﬁx

€97

1223 \
1143
89b°E &
08’7
{343 \
80S°€E

619

10y

1.7 1.5 1.3 1.1

1.9

2.1

2.5 2.3
f1 (ppm)
Espectro 4: Expans&o do espectro de RMN de *H (500MHz, CDCl;) da dietilamida cinamica (1).

3.3 3.1 2.9 2.7

3.5

3.7



BARBOZA, J. N. / ESPECTROS 95

4240
~41.19

— —77.16 Chloroform-c
_~15.21
~13.30

—165.82

—117.91

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 f10(() ')90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm

Espectro 5: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCl,) da dietilamida cinamica (1).

~ o — Mo —
[32] (=) N 0 ()]
a " BN ~
i 2 aaq =
| <N
|
bl W W .A" " vwrn U " P " o Ll
(o]
A [\CHS
CHs
143 141 139 137 135 133 131 129 127 125 123 121 119 117
f1 (ppm)

Espectro 6: Expansdo do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCl5) da dietilamida cinamica
).



BARBOZA, J. N. / ESPECTROS 96

15
w

=
@

w o oo o o
[N

(%) efouByWSUER. L

=
L

w
=~

=
~

I's)

=

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

2000

2200

2400

2600

2800

3000

3200

3400

1/cm

Espectro 7: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da isobutilamida cinamica (2).

8vC'9
€9v°9

T
(6]
€L6°9 T
08b'9 ©
205°9
I
z

159
61579

[/

3-WJ0J0I0IYD 092°L

66C°L
S0€°L WW _ \
caeL —

=19

0T

=00'C

HO'T
=00'T

o€
=10'C
"00°T

-0.5 -1.0 -1
().

0.0

1.0 05

55 50 45 40 35 3.0 25 20 15
f1 (ppm)
Espectro 8: Espectro de RMN de *H (400MHz, CDCl;) da isobutilamida cin

6.0

7.0 6.5

7.5

9.0 85 8.0

9.5

amica



BARBOZA, J. N. / ESPECTROS 97

b
=
=
sl
o
2
k=]
=
(@]
o=} N O © Y N aNNO MM =)
M o N © W —- O O © HHO®N WO <
L 9 NN mmaA w0 N N
NN NNNN NKNNN (RN R RT] ©
(. ~— N —\ I
(0]
CHj
AN NH/\/

o

T T T T T T T T T
7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1
f1 (ppm)

Espectro 9: Expansao do espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCls) da isobutilamida cinamica (2).

~ [3.01

w
N
N
~N
-

©ox TNOMOam N ©
N = O ANDOYTNO D TN
NN % 00 @0 ®W®DN oo
e R R e e R R S o
N1 sl \
(o}
CH3
AN NH/\/
CHg
|
|
|
!
| |
‘ A
< e —
~ — ©
T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T
33 32 31 3.0 29 28 27 26 25 24 23 22 %.1( 2.(3 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 0.
1 (ppm

Espectro 10: Expanséo do espectro de RMN de *H (400MHz, CDCl;) da isobutilamida cinamica (2).



BARBOZA, J. N. / ESPECTROS 98

v

€

£

L

S

o

o

=
n T NT N ® O
g R332 8 ° o oo
O S WON - N ™~ N
o FOANNAN N ~N o =]
2 RARM R RA B B [N < IS
I N S I I I I

|

T
10 100 9 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -1C
f1 (ppm)

Espectro 11: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl;) da isobutilamida cinamica (2).

T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 1

135.04
129.62
128.84
127.82
121.08

37 136 135 134 133 132 131 130 129 12':8( 12)7 126 125 124 123 122 121 120 119 11
1 (ppm

Espectro 12: Expanséo do espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl3) da isobutilamida
cinamica (2).



BARBOZA, J. N. / ESPECTROS 99

=
D

n
]

o
I3

n 9 0
+ F ™

30
25

(%) EloUBNWSURIL

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

2000

2200

2400

2600

2800

3000

3200

3400

1fem

Espectro 13: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da octilamida cinamica (3).

580
0480
9880
6SC'T
89C'T
98¢'1T

st
[42°¢
T9S°T
8/S°T
96S°T

9peE
(A1
6LE°E
L6E°E

0¢6'S

T0¥'9
0bb'9
2-WI0j0I01YD 09¢C°L
(4454
L2E°L
SEEL
99%b°L
YA A
(A4
68v°L
S65°L
PE9'L

]

w/

- N

\
v ™~

-

_
-~

CH,

NH

[

= ¢

F 0T
= €17
/ 8T€

= /1T
00T

30 25 20 15 1.0 05 0.0 -05 -1.0 -1

3.5

4.0

55 5.0 45
f1 (ppm)
Espectro 14: Espectro de RMN de "H (400MHz, CDCls) da octilamida cinamica (3).
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Espectro 25: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da hexadecilamida cinamica (5).
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Espectro 30: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da oleilamida cinamica (6).
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Espectro 35: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da ciclohexilamida cinamica (7).
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Espectro 37: Expansao do espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCls) da ciclohexilamida cinamica (7).
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Espectro 39: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCls,) ciclohexilamida cinamica (7).
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Espectro 40: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da fenilamida cinamica (8).
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Espectro 43: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCl,) fenilamida cinamica (8).
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Espectro 44: Expanséo do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCl;) fenilamida cinamica (8).
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Espectro 45: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da 4-clorofenilamida cinamica (9).

--9:484

thyt-Sulfoxide-d¢

ZOUUDimetnyrStht

2 Con-Di

i
J‘ |
& Sih'sy &
o o oo o
— New
11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0 -0.5

f1 (ppm)

Espectro 46: Espectro de RMN de *H (400MHz, DMSO-dg) da 4-clorofenilamida cinamica (9).
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Espectro 49: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, DMSO-dg) 4-clorofenilamida cinamica (09).
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Espectro 50: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da benzilamida cinamica (10).
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Espectro 51: Espectro de RMN de *H (500MHz, CDCls) da benzilamida cinamica (10).
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Espectro 52: Expansao do espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCl;) da benzilamida cinamica (10).
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Espectro 53: Espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCl;) benzilamida cinamica (10).
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Espectro 54: Expansao do espectro de RMN de *C-APT (125 MHz, CDCls) benzilamida cinamica
(10).
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Espectro 55: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da 4-clorobenzilamida cinamica (11).
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Espectro 56: Espectro de RMN de *H (400MHz, CDCl;) da 4-clorobenzilamida cinamica (11).
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Espectro 57: Expanséo do espectro de RMN de *H (400MHz, CDCls) da 4-clorobenzilamida cinamica
(11).
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Espectro 58: Espectro de RMN de **C-APT (100 MHz, CDCls) 4-clorobenzilamida cinamica (11).
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Espectro 59: Expanséo do espectro de RMN de **C-APT (100 MHz, CDCls) 4-clorobenzilamida
cinamica (11).
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Espectro 60: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da dibenzilamida cinamica (12).
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Espectro 61: Espectro de RMN de "H (400MHz, CDCl;) da dibenzilamida cinamica (12).
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Espectro 63: Espectro de RMN de *C-APT (100 MHz, CDCl,) da dibenzilamida cinamica (12).
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Espectro 65: Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) da 4-hidroxibenzilamida cinamica (13).
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Espectro 66: Espectro de RMN de *H (400MHz, DMSO-dg) da 4-hidroxibenzilamida cinamica (13).
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Espectro 67: Expansédo do espectro de RMN de *H (400MHz, DMSO-ds) da 4-hidroxibenzilamida
cinamica (13).
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Espectro 68: Expansao do espectro de RMN de “*C-APT (100 MHz, DMSO-dg) da 4-
hidroxibenzilamida cindmica (13).
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