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Ala da 427° (quadringentésima vigésima sélima) Dissertagdo Qe Megtrado da aluna
do Programa de Pés-Graduagido em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Mar}na
de Souza Farias Santos, candidata ao Titulo de “Mestre” em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos na area de concentragao Farmacoguimica

As quatorze horas (14h00) do dia vinte e um de fevereiro do ano de dou§ mil e vinte
(21/02/2020), nas dependéncias do Instituto de Pesquisa em Farmacos €
Medicamentos, da Universidade Federal da Paraiba, Joao Pessoa, reuniram-se em
carater de Solenidade Publica os membros da Comissao designada para examu:\ar a
aluna Marina de Souza Farias Santos, candidata ao Tilulo de "MESTRE" em
Produtos Naturais e Sinléticos Bioativos na area de concentragac Farmacoquimica.
Foram componentes da Banca Examinadora os pesquisadores Hilzeth de Luna
Frere Péssoa, Ph.D em Farmacologia, José Mana Barbosa Filho. Ph D em Quimica
Organica e Hemerson lury Ferreira Magalhdes, Ph D em F armacologia Sendo todos
integrantes do corpo docente da Universidade Federal da Paraiba. Dando Inicio aos
trabathos, o Presidente da Banca professor Hemerson lury Ferreira Magalhaes,
apds declarar os cbjetivos da reunido, apreseniou a candidata Marina de Souza
Farias Santos, a quem concedeu a palavra para que disserasse oral e
sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado “Hibndos Moleculares denvados
do Alcool Perilico e Borneo! Avaliago antifungica®. Apos discorrer sobre 0 referido
tema durante cerca de quarenta minutos, a candidata foi arguida pelos
examinadores na forma regimental Em seguida, passou a comissdo, em carater
secreto, a proceder a avaliagdo e julgamento do trabalho, cancluindo por atribuir-lhe
o conceito APROVADA. Em face da aprovagdo, declarou o Presidente achar-se a
examinada Marina de Souza Farias Santos legalmente habiltada a receber o Titulo
de “MESTRE" em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, na area de concenlragdo
Farmacoquimica, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como
de dretto, a expedigdo do Diploma que a mesma faz jus Nada mais havendo a

tratar, foi lavrada a presente ala que ¢ abaixo assinada pelos membros da Comissao
e pelo(a) discente
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RESUMO

SANTOS, Marina de Souza Farias. Hibridos Moleculares Derivados do Alcool
Perilico e Borneol: Avaliagao Antifungica. 129p. Dissertacdo (Mestrado em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa, 2020.

O género Candida é responsavel pela maioria das infec¢gdes fungicas em
ambientes hospitalares. Atualmente, diversas pesquisas estdo direcionadas na
busca de novos farmacos bioativos frente a espécies deste género. Dados da
literatura relatam moléculas com o nucleo perila ou bornila que possuem atividade
antimicrobiana. Em estudos anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa foi demonstrado que o uso de derivados cinamicos e benzoicos
conjugados com monoterpenos é uma estratégia interessante para obter novos
prototipos anti-Candida. Portanto, dando continuidade a busca por candidatos a
farmacos antifungicos, na presente dissertagdo investigou-se o potencial
antifungico de onze hibridos moleculares derivados do alcool perilico e borneol
contendo as subestruturas cinamicas ou benzoicas. Utilizou-se trés metodologias
nas reacdoes de esterificacdo: Reacdo de cloreto acido via SOCl2, Reacido de
Steglich e Reacdo de Schotten-Baumann; os rendimentos dos produtos variaram
entre 22,5% e 40,4%. Dos onze hibridos obtidos, oito sdo derivados sintéticos
inéditos na literatura. No teste antifungico frente as espécies C. albicans, C. krusei
e C. tropicalis, determinou-se a concentragéo inibitéria minima (CIM) com a
técnica de microdiluicdo em placa de 96 pogos e a concentragao fungicida minima
(CFM) em meio de cultura sdlido. Na avaliagdo da capacidade antifungica dos
hibridos, foi possivel observar que todos foram bioativos frente as cepas testadas,
apresentando atividade fungicida. Os compostos com maior poténcia antifungica
foram bioativos contra a cepa de C. albicans, na qual, MF3 apresentou CIM na
concentragao de 186,88 uM e MF5 em 622,50 uyM, seguido do composto MF10
que apresentou CIM na concentracdo de 1659,27 uyM contra a cepa de C.
tropicalis, todos os compostos testados contra C. krusei apresentaram atividade
na maior concentragédo testada. Os dados sugerem que a presenga de grupos
lipofilicos volumosos como substituintes no anel aromatico potencializa a agao
antifungica dos hibridos moleculares.

Palavras-chave: Hibridos, Relag&o Estrutura-Atividade, Atividade Antifungica.
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ABSTRACT

SANTOS, Marina de Souza Farias. Molecular Hybrids Derived from Perillyl
Alcohol and Borneol: Evaluation of their Antifungal Activity. 129p.
Dissertation (Post-graduate Program in Natural Products and Synthetic
Bioactives) — Health Sciences Center, Federal University of Paraiba. Jodo Pessoa,
2020.

The genus Candida is responsible for the majority of fungal infections in hospital
settings. Currently, several researches are directed to search for new bioactive
products in the face of species of this genus. Literature data relate molecules with a
perillyl or borneol nucleus that have antimicrobial activity. In previous studies,
carried out by our research group, it has been demonstrated that the use of chemical
and benzoic substances conjugated to monoterpenes is an interesting strategy to
obtain new anti-Candida prototypes. Therefore, allow the search for candidates for
antifungal drugs, in this case, the investigated dissertation or antifungal potential of
eleven molecular hybrids composed of perillyl alcohol and alcohol derivatives as
substructures chemical or chemical substances. Use three methods in the
esterification analysis: Preparation of acid chloride via SOCI2, Steglich esterification
and Schotten-Baumann reaction; the benefits of the products vary between 22.5%
and 40.4%. Of the eleven selected hybrids, eight are synthetic derivatives of credits
in the literature. No forward antifungal tests such as the species C. albicans, C.
krusei and C. tropicalis, determined a MIC (minimal inhibition) with a microdilution
technique in the 96-well plate and a minimal fungicide (CFM) in the culture medium.
In the evaluation of the antifungal capacity of the hybrids, it was possible to observe
all bioactives in front of the tested strains, exhibiting fungicidal activity. The
compounds with the greatest antifungal power were bioactive against the strain of
C. albicans, which, MF3 shows MIC at a concentration of 186.88 uM and MF5 at
622.50 uM, followed by compound MF10 which shows MIC at a concentration of
1659.27 uM against a strain of C. tropical, all compounds tested against C. krusei
showed activity at the highest concentration tested. The data suggested for the
presence of bulky lipophilic groups as substituents in the aromatic ring potentiate
the antifungal action of molecular hybrids

Key-Words: Hybrids, Structure-Activity Relationship, antifungal activity.



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1 — Reagdes para sintese dos hibridos moleculares...........c.......ccooeunnnnn... 35
Esquema 2 — Mecanismo da esterificagdo pela reagcdo de Steglich (DCC/DMAP)...37
Esquema 3 — Mecanismo de preparagao do cloreto acido via SOCI2...................... 39

Esquema 4 — Mecanismo de esterificacdo pela reacdo de Schotten-Baumann....... 40

Esquema 5 — Metodologias utilizadas para obtengéo dos ésteres..........ccccccueennnnn. 44
Esquema 6 — Reacgao de esterificagdo dos compostos MF1, MF2 e MF3................. 69
Esquema 7 — Reacao de esterificacdo dos compostos MF4 e MF5.......................... 70
Esquema 8 — Reacgao de obtencdo do éster MF6.................ooovveiiiiiiiiiiiiiiii 75
Esquema 9 — Reacgao para obtencao dos ésteres MF7, MF8 e MF9........................ 76

Esquema 10 — Reacgao de obtencdo dos ésteres MF10 e MF11............................... 80



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica do alcool periliCo...........ccoeoiiiiiiriiii e 32
Figura 2: Estrutura quimica do borneol..............ooiiii e 34
Figura 3 — Hibridos moleculares preparados no presente estudo............c...cceeeeeee. 43

Figura 4 — Acidos utilizados nas reacdes de obtencéo de derivados esterificados do

F= (oo o ] oY1 o 1o o T 68

Figura 5 — Acidos utilizados nas reagdes de obtengdo de derivados esterificados do

(0101 g 1=To ] IR 68



XI

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Dados gerais dos ésteres derivados do alcool perilico e borneol............... 45

Tabela 2 — Principais dados de espectroscopia de infravermelho dos ésteres

0] (=T 0= = Lo [ 1= 46

Tabela 3 — Deslocamentos quimicos de RMN de 1H (6H) para os ésteres MF1, MF2

Tabela 7 — Deslocamentos quimicos de RMN de '3C (8c) para os ésteres.................. 52

Tabela 8 — Resultados obtidos no teste de determinagcdo da Concentracao Inibitoria
Minima (CIM pM) para os hibridos preparados, frente a espécies do género
(@72 o o - H 59

Tabela 9 — Continuacido dos resultados obtidos no teste de determinacdo da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM pM) para os hibridos preparados, frente a

espécies do género Candida............oevuuiuiiiiiiiiii e e 60

Tabela 10 — Continuagcdo dos resultados obtidos no teste de determinacédo da
Concentragao Inibitéria Minima (CIM pM) para os hibridos preparados, frente a

€SPECies dO GENEIr0 Canaita. .............uuuuuuuiiieeie i e e s e e e e e e e e e eeeeeaaananaes 61

Tabela 11 — Resultados obtidos no teste de determinagcéo da Concentragao Fungicida
Minima (CFM uM) para os ésteres preparados, frente a espécies do género
(@72 o o - T PP 62

Tabela 12 — Continuagcdo dos resultados obtidos no teste de determinacdo da
Concentragdo Fungicida Minima (CFM pM) para os ésteres preparados, frente a
eSPECIeS dO GENEIO CaANAida. ..........cuuuuuiiiiiiiiiii et 63



Xl

Tabela 13 — Continuagcdo dos resultados obtidos no teste de determinacédo da
Concentragao Fungicida Minima (CFM pM) para os ésteres preparados, frente a

espécies dO geNEro Candida.............ooueeeuuuuuueiee et e e e e e e e e 64



LISTA DE ESPECTROS

Espectro 1 — Espectro de Infravermelho (KBr cm') do 2-nitrocinamato de perila

L e ) PSP 86
Espectro 2 - Espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCls) do 2-nitrocinamato de
OLST 1 E= T e 1 T UUEPPPPPRPN 86

Espectro 3 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCI3) do 2 -
nitrocinamato de perila (MF1) ... 87

Espectro 4 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCI3) do 2 -

nitrocinamato de perila (MFA) ... 87
Espectro 5 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCI3) do 2 -
nitrocinamato de perila (MF1) ........oei e 88
Espectro 6 — Espectro de RMN de "3C-APT (100MHz, CDCI3) do 2 — nitrocinamato
de Perila (M) ... 88
Espectro 7 — Espectro de Infravermelho (KBr cm') do 4-clorocinamato de perila
(IMIF2) ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eanannaeeaeeennnnreeee s 89
Espectro 8 — Espectro de RMN de RMN de "H (400MHz, CDCIz) 4-clorocinamato
de PErila (IMF2) ...t e e e e e e e e e e aaaaae s 89
Espectro 9 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCI3) do 4-
clorocinamato de perila (MF2) ... 90
Espectro 10 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCl3) do 4-
clorocinamato de perila (MF2) ... 90
Espectro 11 — Espectro de RMN de 'C-APT (100MHz, CDCI3) do 4-
clorocinamato de perila (MF2) ... 91

Espectro 12 — Espectro de Infravermelho (KBr cm) do 4-bifenilbenzoato de perila

Espectro 14 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCIz) do 4-
fenilbenzoato de perila (MF3) ... 92

Espectro 15 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCIz) do 4-

Xl



bifenilbenzoato de perila (MF3) ...t 93

Espectro 16 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCIz) do 4-
bifenilbenzoato de perila (MF3) ... e 93

Espectro 17 — Espectro de RMN de '3C-APT (100MHz, CDCI3) do 4-
bifenilbenzoato de perila (MF3) ... e 94

Espectro 18 — Espectro de Infravermelho (KBr cm') do 4-fenilbenzoato de bornila

Espectro 20 — Expansdo do Espectro de RMN 'H (400MHz, CDCI3) 4-
fenilbenzoato de bornila (MF4) ... 95

Espectro 21 — Expansdo do Espectro de RMN 'H (400MHz, CDCI3) 4-
bifenilbenzoato de bornila (MF4) ...........oe e 96

Espectro 22 — Expansdo do Espectro de RMN 'H (400MHz, CDCI3) 4-
bifenilbenzoato de bornila (MF4) .............coooi i 96

Espectro 23 — Expansdo do Espectro de RMN 'H (400MHz, CDCI3) 4-
fenilbenzoato de bornila (MF4) ..o e 97
Espectro 24 — Espectro de RMN de "*C-APT (100MHz, CDCl3) do 4-fenilbenzoato
de bornila (MF4) ... e e a e e e e e e 97
Espectro 25 — Espectro de Infravermelho (KBr cm™) do 3,5, di- terc- butil — 4
hidroxibenzoato de bornila (MFS5) ... 98
Espectro 26 — Espectro de RMN de RMN de 'H (500MHz, CDCl3) 3,5, di-terc-butil
—4 - hidroxibenzoato de bornila (MF5) ..............oooirimmiiiccee e, 98
Espectro 27 — Espectro de RMN de RMN de 'H (500MHz, CDCl3) 3,5, di-terc-butil
— 4-hidroxibenzoato de bornila (MF5) ... 99
Espectro 28 — Expansao do Espectro de RMN de RMN de 'H (500MHz, CDCls)
3,5, diterbutil — 4 hidroxibenzoato de bornila (MF5) ...............cooiiiiiii 99
Espectro 29 — Expansao do Espectro de RMN de RMN de 'H (500MHz, CDCls)
3,5, di-terc-butil — 4 hidroxibenzoato de bornila (MFS5) ... 100
Espectro 30 — Espectro de RMN de "*C-APT (125MHz, CDCls) do 3,5, di-terc-butil
—4- hidroxibenzoato de bornila (MF5) ... 100

Espectro 31 — Espectro de Infravermelho (KBr cm') do 3-metil - 4-nitrocinamato

XIv



de PErila (IMFB) ........ooeeiieeeeee e et e e e e e e e e e et 101

Espectro 32 — Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCI3) 3-metil - 4-nitrocinamato
de PErila (IMFB) ........oooeeieeiee e e e e e e e e e e e e e e e 101

Espectro 33 — Expansao Espectro de RMN de '"H (400MHz, CDCl3) do 3-metil -
4-nitrocinamato de perila (MF6) ...........ovvmiiiiiiiei e 102

Espectro 34 — Expansdo Espectro de RMN 'H (400MHz, CDCl3) do 3-metil - 4-
nitrocinamato de perila (MF6) ...........ccooiiiiiiiii e 102

Espectro 35 — Espectro de RMN de *C-APT (100MHz, CDCIs) do 3-metil - 4-
nitrocinamato de perila (MFB) ..............uuuiiiiiiiii e 103
Espectro 36 — Espectro de Infravermelho (KBr cm™') do 2-nitrocinamato de bornila
L PSSP URRRTPP 103

Espectro 37 — Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCIs) 2-nitrocinamato de
POMNIlA (IMFT) . et e 104

Espectro 38 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCl3) do 2-
nitrocinamato de bornila (MF7) ............oeeiiii e 104

Espectro 39 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCl3) do 2-
nitrocinamato de bornila (MF7) ...........ooeeiiii e 105

Espectro 40 — Expansao Espectro de RMN de '*C (100MHz, CDCI3) do 2-
nitrocinamato de bornila (MF7) ............oueiiii e 105
Espectro 41 — Espectro de Infravermelho (KBr cm™') do 4-clorocinamato de bornila
(IMIF) ..ottt e et e e e e e e e e e e et e e ee e e e e e nnneeeeeeeannrnneeas 106

Espectro 42 — Espectro de RMN de RMN de 'H (400MHz, CDCI3) do 4-

clorocinamato de bornila (MF8) ...........oooiiiiiiiiee e 106

Espectro 43 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCIz) do 4-

clorocinamato de bornila (MF8) ...........cooiiiiiiiicce e 107

Espectro 44 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCIz) do 4-

clorocinamato de bornila (MF8) ..........ccooiiiiiiiiee e 107

Espectro 45 — Espectro de RMN de '3C-APT (100MHz, CDCI3) do 4-
clorocinamato de bornila (MF8) ..........coooiiiiimiiee e 108

Espectro 46 — Espectro de Infravermelho (KBr cm™') do 3-metil 4-nitrocinamato

XV



de bornila (M) ... e s 108
Espectro 47 — Espectro de RMN de RMN de 'H (400MHz, CDCls) do 3-metil 4-
nitrocinamato de bornila (MF9) .........cccoiiiiiiii e 109
Espectro 48 — Expanséo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCI3) do 3-metil 4-
nitrocinamato de bornila (MF9) .........ccooiiii e 109
Espectro 49 — Expanséo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCI3) do 3-metil 4-
nitrocinamato de bornila (MF9) ............oueiiii e 110
Espectro 50 — Espectro de RMN de 3C-APT (100MHz, CDCI3) do 3-metil 4-
nitrocinamato de bornila (MF9) ............ouuiiii e 110

Espectro 51 — Espectro de Infravermelho (KBr cm') do 3-nitrobenzoato de perila
L L0 PSRRI 111
Espectro 52 — Espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCI3) 3-nitrobenzoato de perila
L L0 PSPPI 111
Espectro 53 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCls) 3-
nitrobenzoato de perila (MFA0) ..........oouiiii e 112
Espectro 54 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCls) 3-
nitrobenzoato de perila (MFA0) ... 112
Espectro 55 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCl3) 3-
nitrobenzoato de perila (MFA0) ... 113
Espectro 56 — Espectro de RMN de "*C-APT (125MHz, CDCls) do 3-nitrobenzoato
de Perila (IMFA0) ....... ettt e 113

Espectro 57 — Espectro de Infravermelho (KBr cm) do cinamato de perila (MF11)

Espectro 58 — Espectro de RMN de RMN de 'H (400MHz, CDCIz) cinamato de
PEHIA (M) oo e e e e e e e s e e e e aaeans 114

Espectro 59 — Expansao Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCIz) do cinamato
de pPerila (MFAT) ..o et e e e e e e e e e et as 115

Espectro 60 — Expansdo Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCls) do cinamato
de perila (MFAT) oo e e e e e e e 115

Espectro 61 — Espectro de RMN de '3C-APT (100MHz, CDCI3z) do cinamato de
OLST 1 F= T 11 i T I PR 116

XVI



LISTA DE ABREVIATURAS
Mg — Micrograma
MM — Micromolar
APT - Attached Proton Test
ASD - Agar Sabouraud Dextrose
CBS - Central Bureau de Culturas Fungicas

CC - Cromatografia em Coluna

CCDA - Cromatografia em Camada Delgada Analitica

CFM — Concentragdo Fungicida Minima
CIM — Concentracao Inibitéria Minima

d — Dubleto
dd — Duplo dubleto

DCC — Dicicloexilcarbodiimida
ddd — Dubleto de dubleto de dubleto

DCU - Diciclohexiureia

DMAP - 4-(dimetilamino) piridina

DMSO - Dimetilsulféxido

FDA - Food and Drug Administration

FEMA — Federal Emergency Management Agency
HM — Hibridacdo Molecular

Hz — Hertz

IV — Infravermelho

J — Constante de Acoplamento

XVI



XVI

m — Multipleto

MHz — Megahertz

mL — mililitro

ppm — Partes por milhdo

g — Quarteto

quint — Quinteto

RMN 13C — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono Treze
RMN 'H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
s — Singleto

sept — Septeto

sext — Sexteto

sl — singleto largo

SN2 — Substituicdo nucleofilica bimolecular

t— Tripleto

& — Deslocamento quimico em ppm



XIX

SUMARIO

TINTRODUGAOD ...ttt st en e eee e 23
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA ..o 25
2.1 Consideragdes gerais Sobre funNgos ... 25
2.1.1 O género Candida e a Candidi@Se ..........cccoueiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 25
2.1.2 Terapéutica antifungica e resisténcia aos antifungicos disponiveis ................. 28
2.2 Produtos naturais como fonte de novos farmacos ...........cccccceeeiiiiiieiieeeniieenns 31
AR T I =Y oT=Y o Vo1 R 31
2.3.1 AICOOI PEFIIICO ... ettt 32
2.3 2 BOMNEON ... 33
2.4 HibridoS MOIECUIAIES ........coeeiiiiiieeeeeee et 33
2.5 Reacgdes para obtenGao de EStEres .........ouviiiiiiiieeeeeeie e 35
2.6 Relagéo entre estrutura quimica e atividade bioldgica ...........ccooooeeviiiiiiiiiiiinnnnens 41
3.0 OBUETIVOS ...ttt e e e e ettt e e e e e e bt e e e e e e nneeeeeas 42
3.1 ODJEtIVO GEIal ... 42
3.2 Objetivos €SPECITICOS ......uueiiiiiiiiiiiie e 42
4.0 RESULTADOS E DISCUSSAOD .......coooviiiiieeeeeeeeeeee et 42
4.1 Etapa de preparagcdao dos ésteres derivados do alcool

PEITlICO € DOIMEON ...t 44
4.2 Analise espectroscopica dos ésteres preparados ..........ccoeeeeeeeiiieiieeiiiiiiieieeennn 46
4.2.1 Espectroscopia de Infravermelno ..........cccooooeiiiiiiiie i 46
4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclearde THe 3C ..o, 47
4.3 Avaliagao da atividade antifungica dos ésteres hibridos .............cccccceeiiiiiiiinnnn. 53
5.0 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS .......c.coooiiiiieeeeeeeee e, 65
6.0 PARTE EXPERIMENTAL ..ot 66
6.1 Materiais € Métodos UtIlIZAAOS ..........ccvovieeeeeeeeeeeee et 66
6.1.1 Métodos cromatografiCos .........ccuueiiiiiiiiiiee e 66
6.1.2 Métodos €SPECIrOSCOPICOS .....uiiieeiieeeeee e 66
6.1.2.1 Ressonancia Magnética NUCIEAr ...........cc..eeveieiiiiiiiiiiec e 66
6.1.2.2 Espectroscopia de Infravermelno ...........cccoooiiiiiiiiiiiiiicce e 67
6.1.2.3 PONtO dE fUSA0 .....uueeeiiiiiieieeeeeeeeeee e 67
6.2 Procedimentos de preparagado dos €Steres ..........ccoovveiiiiiiiiiiiiiiiie e 67
6.2.1 Preparacao dos ésteres MF1-IMF5 ...........couviiiiiiiiiiieieeeeeeee e 69
6.2.1.1 Dados espectroscopicos de MF1a MF5S ... 72

e 2 -nitrocinamato de perila (MF1)

e 4-clorocinamato de perila (MF2)

e 4-fenilbenzoato de perila (MF3)

e 4-fenilbenzoato de bornila (MF4)

e 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzoato de bornila (MF5)

6.2.2 Preparagao dos ésteres MFB6-MF9O ... 75
6.2.2.1 Dados espectroscopicos dos ésteres MF6-MF9 ...............ooiiiiiiiiiiiiiineeenn, 78
e 3-metil-4nitrobenzaoto de perila (MF6)
e 2-nitrocinamato de bornila (MF7)
e 4-clorocinamato de bornila (MF8)
e 3-metil-4nitrobenzaoto de bornila (MF9)



XX

6.2.2.2 Preparagao dos ésteres MF10 e MF11 ..., 80
6.2.2.3 Dados espectroscopicos do éster MF10 e MF11 ..., 81
e 3-nitrobenzoato de perila (MF10)
e Cinamato de perila (MF11)

6.3 Testes de avaliagao da atividade antifungica ..............ccccovriiiiiiiiiciicie e 83
6.3.1 Local de Traballo ..........cccuueiiiiiiiieee e 83
6.3.2 Produtos teStados .........iiiiiiiee e 83
6.3.3 MEIO A& CUIUIA ... e e e 83
ORI |V [ Tod ro] fo F=T a1 =3 1T - 83
6.3.5 AJUSTIE O INOCUIO ... e e e e e e annas 83
6.3.6 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos produtos
(S 2= Lo [0 1< USRS 84
6.3.7 Determinagédo da Concentragao Fungicida Minima (CFM) dos produtos

EESTAAOS e e aeaa 85
ESPECTROS REFERENTES AOS COMPOSTOS OBTIDOS .............ccceeevvieeienee 86

REFERENCIAS ... e e 117



SANTOS,F.S.M./FUNDAMENTACAOTEORICA|23

1.0. INTRODUGAO

Infecgbes fungicas sao importantes causas de mortalidade mundial. As
leveduras do género Candida, sdo responsaveis pela maioria das infecgdes fungicas
em ambientes hospitalares, principalmente para pacientes imunossuprimidos, e sua
incidéncia aumentou nas Uultimas décadas, sendo uma preocupacdo para 0s
profissionais de saude (BROWN et al., 2012; BHATTACHARJEE, 2016; PILMIS et al.,
2016).

A mudanca na epidemiologia das espécies patogénicas dos fungos causados
pelo uso macico dos antifungicos, de forma incorreta e por muitas vezes
desnecessarias causaram o surgimento de espécies com susceptibilidade reduzida
aos antifungicos disponiveis. O crescimento microbiano na forma de biofilmes
favorece a interagao entre espécies e seu metabolismo, assim como a resisténcia
contra antimicrobianos e resposta imune do hospedeiro (PERMAN et al, 2013;
ARENDRUP; PERLIN, 2014; BERKOW; LOCKHART, 2017).

Com o aumento de infecgdes fungicas resistentes, se direcionou a busca de
estratégias alternativas, a fim de identificar novas abordagens terapéuticas.
Atualmente, diversas pesquisas estdo direcionadas na busca de novas moléculas
bioativas frente a diversos fungos patdégenos em humanos. Visando contribuir com
este cenario, a quimica de produtos naturais tem por objetivo avangar na identificagéo
e elucidagédo estrutural de compostos com atividades biolégicas, bem como na
avaliacdo de propriedades conferidas a seus metabdlitos. Desta forma, é necessario
a busca por métodos alternativos de controle de doengas que causem menos impacto
ao meio ambiente e seja eficiente no manejo de doengas (BRAZ FILHO, 2010;
PERMAN et al, 2013, FERREIRA, 2018).

Em projetos anteriores desenvolvidos no Laboratério de Quimica Farmacéutica
da UFPB, foi evidenciado que o uso de derivados cindmicos e benzoicos contendo
subestruturas de monoterpenos € uma estratégia interessante para aumentar o
potencial terapéutico de hibridos moleculares (NASCIMENTO 2017; FERREIRA,
2018; SILVA, 2018).

Buscando a sintese de farmacos mais eficazes e seguros, os terpenos tém
servido de fonte natural de moléculas, visando a construcdo de novos compostos e
estudo de sua atividade biolégica. E relatado na literatura diversos terpenos com

atividades analgésicas, anticonvulsivantes e, especialmente, anti-inflamatorias. Como



SANTOS,F.S.M./FUNDAMENTACAOTEORICA |24

também, atividades antitumoral, antimicrobiana, antifungica, antibiética, antiviral,
hipoglicemiante e antiparasitaria (KNOBLOCH, KARL., et al 1989; UYS, CU et al.,
2002; TOGASHI, NAOKO et al.,2008; ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER, 2010).

O alcool perilico € um derivado hidroxilado do limoneno. Usado como agente
flavorizante pelo FEMA, e como aditivo de alimentos pelo FDA e Conselho Europeu,
apresentando atividade antitumoral e antifungica (BATHAIE & TAMANOI, 2014). O
Borneol € um monoterpeno que possui atividade analgésica, anti-inflamatoria,
antioxidante, antibacteriana e cicatrizante (VIRIATO, 2014).

A hibridagcdo molecular € uma estratégia utilizada no planejamento de
substancias biologicamente ativas. Compreende a unido de caracteristicas estruturais
parciais de duas ou mais substancias bioativas em uma unica estrutura. Apos a jungéo
dessas duas subunidades, por meio de uma ligagdo covalente, obtém-se uma nova
substancia, a qual pode apresentar as propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas diferentes das subunidades parentais (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007)

Assim, a obtencdo de hibridos moleculares derivados do alcool perilico e
borneol com moléculas antifungicas para gerar novas entidades quimicas com
elevada agao antimicrobiana é uma estratégia interessante para o desenvolvimento

de novos agentes terapéuticos frente a espécies de Candida.
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2.0 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Consideragoes gerais sobre fungos

Os fungos sao organismos eucariontes, ou seja, apresentam uma
membrana nuclear que envolve os cromossomos e o nucledfilo. Podem ser
unicelulares (leveduriformes), multicelulares (filamentosos) e haploides (homo ou
heterocariéticos). Adaptando-se a diversas condigdes, sendo encontrados em
diversos tipos de ambientes (MOLINARO et al, 2009; BROOKS et al, 2012).

Os fungos sado conhecidos da humanidade ha varios séculos, tanto por
seus beneficios quanto pelos seus maleficios. Em seres humanos, os fungos
podem causar alergias respiratérias e cutaneas, sendo elas, leves ou intensas,
dependendo da suscetibilidade e pré-disposicado do individuo. Pode também
causar infegdes em mucosas e outros tecidos subcutaneos, assim como infecées
cronicas e letais envolvendo diferentes tipos de 6rgdos (MOLINARO et al, 2009;
BROOKS et al, 2013).

Atualmente, cerca de 5 milhdes de espécies de fungos foram classificadas,
dos quais cerca de 300 s&o capazes de estabelecer a doenga em hospedeiros
mamiferos. Estudos recentes indicam que mais de 300 milhdes de pessoas sao
afetadas por doengas fungicas graves em todo o mundo, resultando em 1,6
milhdes de mortes por ano (TAYLOR et al, 2001; KOHLER et al, 2014;
BONGOMIN et al, 2017).

2.1.1. O género Candida e a Candidiase

O género Candida spp. € classificado taxonomicamente no reino Fungi,
divisdo Eumycota, filo Deuteromycotina, ordem Cryptococcales, classe
Blastromycetes, familia Cryptococcacea e é constituido de aproximadamente 200
espécies diferentes de leveduras hialinas, com formacdo de blastoconidos,
pseudo-hifas e hifas verdadeiras, que residem como um comensal benigno na
maioria dos seres humanos (GIOLO, SVIDZINSKI, 2010; NEPPELENBROEK et
al., 2014). Dos quais cerca de 20 sado agentes etiologicos de doengas em
humanos, sendo a Candida albicans o patégeno de maior prevaléncia.
Compreende-se em espécies leveduriformes com comprimento de 2 a 6um, que
se reproduzem por brotamento. As colénias possuem coloragido branca a creme

e podem apresentar superficie lisa ou rugosa. Sdo patdogenos oportunistas, sendo
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responsaveis por causar infecgdes sistémicas (BARBEDO; SGARBI, 2010;
PEIXOTO et al., 2014; LEONHARD & SCHNEIDER-STICKLER, 2015; KASHEM
et al., 2015).

As espécies de leveduras do género Candida mais importantes do ponto de
vista clinico e epidemioldgico sédo: Candida albicans, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei, entretanto a C. albicans
permanece como a espécie mais presente nas infecgdes humanas. Sendo um
constituinte normal do intestino humano, cavidade oral e microflora vaginal, a C.
albicans é uma das causas mais importantes da fungemia nosocomial. Por outro
lado, o numero de infeccbes causadas por espécies nado C. albicans, como a C.
tropicalis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis stricto sensu,
aumentou significativamente, devido a sua alta resisténcia aos antifungicos
azolicos. A prevaléncia de Candida spp. e sua ameacga em constante evolugao
para a saude humana é sustentada pelo recente surgimento de C. auris
(PFALLER; DIEKEMA, 2007; DEORUKHKAR, SAINI, & MATHEW, 2014; LAHKAR
et al., 2017; JEFFERY-SMITH et al., 2018).

As espécies de Candida podem ser encontradas em diversos ecossistemas,
como solo, alimentos, agua, objetos inanimados, plantas e animais residem como
comensais ou patogénicos (ZAOUTIS et al.,, 2010), fazem também, parte da
microbiota normal dos seres humanos saudaveis, estando presente nas mucosas
oral, gastrintestinal e do trato genitourinario (KADOSH; LOPEZ-RIBOT, 2013;
POLKE et al.,2015; HOFS et al.,2016). No entanto, quando ha uma alteragao no
balangco normal da microbiota ou quando o sistema imune do hospedeiro se
encontra comprometido, as espécies do género Candida tendem a se tornar
patogénicas, e, nestas circunstancias, podem causar doenga em praticamente
todos os o6rgdos e tecidos, resultando em infecgdo superficial, invasiva ou
sistémica (DIGNANI et al., 2009; BARBEDO; SGARBI, 2010).

As infecgbes por fungos oportunistas principalmente em ambientes
hospitalares, cuja incidéncia de infecgdes nosocomiais tem aumentado
significativamente nas ultimas décadas, desencadeando altos indices de
morbidade, mortalidade, além de maior tempo de internagdo (CRUZ et al., 2007;
TAMURA et al.,2007).

Candida spp. estdo entre os principais agentes etioldgicos de infecgdes

fungicas oportunistas em humanos. Existem varios fatores de viruléncia do fungo,
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0 que inclui a capacidade de aderéncia as células epiteliais, formacao de hifas,
secrecao de enzimas extracelulares, formacao de biofilme, tigmotropismo e
mudangas fenotipicas (LI et al, 2017; LIMA, 2018). O polimorfismo, ou seja,
habilidade de apresentar diferentes morfologias, dependendo de fatores
ambientes, niveis de CO2 e Oz, temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes
fazem parte da viruléncia deste microrganismo (MODRZEWSKA;
KURNATOWSKI, 2013; LU; SU; LIU, 2014; POLKE et al., 2015; HOFS et al.,
2016; SAWANT; KHAN, 2017).

Quando ocorre um desequilibrio com o hospedeiro a C. albicans, que se
encontra na forma comensal, entra em contato com o tecido celular causando
uma fixag&o do fungo as células epiteliais, primeira linha de defesa do organismo.
E dependendo do sistema imune e estado fisioldgico do hospedeiro, essa
interagdo pode resultar em um crescimento acentuado e invasdo do tecido
epitelial, seguido de doencga e ativagao imune (HOFS et al., 2016; BORAL et al.,
2017; NAGLIK et al., 2017).

Quando o fungo se encontra na corrente sanguinea € caracterizada a
candidemia, a candidiase de tecido profundo se caracteriza por uma
disseminagdo hematogénica, podendo causar uma infecgdo secundaria em
diferentes 6rgdos (KULLBERG; ARENDRUP, 2015; ANTINORI et al., 2016;
BREAK et al., 2017; MELLINGHOFF et al., 2018; TASCINI et al., 2018).
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2.1.2. Terapéutica antifungica e resisténcia aos antifungicos disponiveis

O tratamento das infec¢gdes desencadeadas por espécies de Candida segue
dois elementos: identificacdo e remogao da fonte mais provavel da fungemia e a
terapia medicamentosa para acelerar a depuragao da infecgdo (SINGHI e DEEP,
2009). Hoje em dia existe uma abundancia de agentes antifungicos disponiveis, de
administracao oral, topica e sistémica que sao distribuidos em classes conforme o seu
alvo de atuacdo (MURRAY et al,.2014).

Em geral, os agentes antifungicos sao classificados como drogas fungistaticas,
qgue inibem o crescimento de células fungicas, ou drogas fungicidas que levam a morte
das células fungicas. Essas classificagbes sao importantes para definir mecanismos
de acdo de drogas e entender as opgdes e resultados do tratamento. Atualmente,
quatro classes de terapias antifungicas sao rotineiramente usadas em monoterapia ou
em combinagao: polienos, azdéis, analogos da pirimidina e equinocandinas, além
desses varios outros agentes podem ser adicionados, como a exemplo das alilaminas
(terninafina), tiocarbamatos (tolnalftato) e analogos de nucleotideos (flucitosina)
(CHANDRASEKAR, 2011; CHANG et al., 2016; SEYEDMOUSAVI et al., 2017;
FUENTEFRIA et al., 2018; PERFECT JR, 2017; GEDDES-MCALISTER, 2019).

Os polienos (anfotericina B e nistatina), inibidores da biossintese do ergosterol
(fluconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol), equinocandinas (caspofungina,
anidulafungina e micafungina), analogos de nucleosideo (5-fluorocitosina),
antimetabdlicos (fluocitosina) e equinocadinas (que inibem a formacdo da parede
celular) (ALBURQUENQUE et al., 2013; MAUBON et al., 2014).

A escolha do antifungico para um correto tratamento das infecgdes fungicas
deve considerar os riscos de co-morbidade, a espécie do fungo vigente, a interagéo
farmacoldgica e a histéria clinica do paciente (CASTRO, 2017)

Os polienos, como nistatina e anfotericina B, possuem agéao fungicida de amplo
espectro e a anfotericina B é considerada droga de primeira escolha, séo
reconhecidos principalmente por atuarem de forma intensa na membrana celular
fungica, ligando-se ao ergosterol, causando desequilibrio osmético devido a formacgao
de canais favorecendo a perda de ions e moléculas, provocando ruptura e morte
celular (COSTA, 2017).

O fluconazol e a anfotericina B, por exemplo, sdo os farmacos mais utilizados

€ seu uso excessivo e / ou inadequado no tratamento ou profilaxia € visto como causa
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do aumento a resisténcia das Candida spp. (SARDI et al., 2013; ALCAZAR-FUOLI;
MELLADO, 2014; PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

A nistatina é outro poliénico com vasta atividade antifungica, entretanto, seu
uso € limitado a via topica, devido a baixa solubilidade em agua e elevada toxidez,
diarreia, aperto no peito, dor de estdbmago, nauseas, comichao e inchago na boca ou
maos (SEMIS et al., 2013; SAWANT; KHAN, 2017).

Embora essas classes de agentes antifungicos sejam frequentemente ativas
contra muitas infeccdes, limitagcbes associadas a toxicidade do hospedeiro alvo,
atividade fungicida limitada, interagbes medicamentosas, cursos de tratamento
prolongado e o surgimento de resisténcia a drogas podem impedir significativamente
sua aplicabilidade (PERFECT JR, 2017).

O tratamento das infeccbes desencadeadas por espécies de Candida esta
voltado para inibicdo da proliferagdo da levedura e diminuicdo dos fatores de riscos
favoraveis ao seu crescimento. Quanto mais rapido for iniciado o tratamento, menores
serdo os indices de mortalidade, permanéncia hospitalar e gastos terapéuticos
(ZARRIN, 2009; LOPEZ-MARTENEZ, 2010).

A resisténcia antifungica esta aumentando devido ao surgimento de espécies
intrinsecamente resistentes e pelo desenvolvimento da resisténcia secundaria em
espécies suscetiveis. Com o uso de antibiéticos potentes; agentes imunossupressores
e citoticos; bem como permanéncias prolongadas em unidades de terapia intensiva, o
risco de infecgbes nosocomiais associadas a Candida esta aumentando notavelmente
(GUINEA, 2014).

Sendo seres eucariontes que compartilham estruturas celulares e vias
metabdlicas com os seres humanos, as opg¢des atuais de farmacos antifungicos sé&o
limitadas e estdo repletas de sérios efeitos colaterais em humanos. Nos dias atuais,
existem quatro classes principais de tratamento usando farmacos antifungicos para a
doenca invasiva. Estas classes tém como alvo a membrana fungica (azéis e polienos),
parede celular (equinocandinas) e sintese de RNA / DNA (flucitosina). Embora drogas
antifungicas mais recentes (voriconazol, posaconazol e isavuconazol) tenham sido
desenvolvidas a partir de estruturas antifungicas anteriores, estas ainda sao limitadas
pela via de administragao, o espectro de atividade, propriedades fungicidas reduzidas,
interagcbes medicamentosas, toxicidade e biodisponibilidade (DENNING et al., 2010;
BROWN et al., 2012).

Apods a identificagdo do patégeno causador da infecgdo, a falha na terapia
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antifungica pode ocorrer por diversos fatores, a exemplo da resisténcia in vitro
(intrinseca, ou desenvolvida ao longo do tratamento) ou resisténcia clinica. A
resisténcia clinica acontece quando o fungo é predisposto ao antifungico in vitro,
porém nao in vivo, devido a impossibilidade do farmaco antifungico agir no seu alvo
(CHATURVEDI, 2008; VIEIRA, 2017).

Varias espécies de leveduras do género Candida tém a habilidade de produzir
biofilme, inclusive C. albicans. Biofilmes sdo comunidades de micro-organismos que
crescem associados a superficies ou aderem a elas produzindo uma matriz
extracelular que é predominantemente formada por polissacarideos, contendo
residuos de glicose e manose que conferem protecao (CHANDRA et al., 2001;
RAMAGE et al., 2012; EL-AZIZI et al., 2015).

Recentemente, tem sido demonstrado que os microrganismos produtores de
biofilme tém uma grande associagdo com mortalidade quando comparados as células
fungicas planctonicas. Sendo estes mais resistentes aos diversos fatores ambientais,
como por exemplo, estresse fisico e quimico, e, ainda podem apresentar cooperagao
metabdlica. Podem servir como reservatorios de fontes persistentes de infecgbes em
pacientes, além de ter efeito na saude de um numero aumentado de individuos
imunocomprometidos (CHANDRA et al., 2001; RAMAGE et al., 2012; TREVINO-
RANGEL et al., 2015).

Segundo GEDDES-MCALISTER (2018), devido a essa grande importancia das
doencgas fungicas, novas opgdes de tratamento estdo em crescente desenvolvimento.
Como as células fungicas eucaridticas compartilham uma estreita relagéo evolutiva
com os hospedeiros humanos, o surgimento de drogas antifUngicas se apresenta
como um desafio para a industria farmacéutica.

A resisténcia microbiolégica, envolve mecanismos moleculares e pode ser
intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca € uma caracteristica fenotipica de
determinada espécie de microrganismo e confere a ele a resisténcia inata antes da
exposicao deste ao antifungico. A resisténcia adquirida ocorre em microrganismos que
desenvolveram mutagdes apds a exposi¢ao ao antifungico e posteriormente havendo
uma selecgao, sobrevivéncia e proliferacdo daqueles mutantes resistentes (EL-AZIZI
et al., 2015).
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2.2. Produtos naturais como fonte de novos farmacos

Ao longo dos tempos os seres humanos tém contado com a natureza para
atender as suas necessidades basicas. A quimica de produtos naturais € a sub-area
mais antiga da quimica orgéanica e a importadncia dos produtos naturais hoje na
sociedade moderna ¢ irrefutavel. A maioria dos medicamentos atualmente utilizados
sao produtos naturais ou derivados de produtos naturais (NEWMAN & CRAGG, 2016).

Tem como definicdo de produto natural, uma substancia ou composto quimico
produzido por um ser vivo, que geralmente tem atividade bioldégica ou farmacologica,
pode ser usado como fonte ou inspiracdo de um produto farmacéutico. Os produtos
naturais podem ser obtidos através de animais, plantas, bactérias, algas e fungos
(BRANDT et al.,2014; GYAWALI e IBRAHIM, 2014).

Atualmente, a quimica de produtos naturais vive em pleno auge, de maneira
tdo extensa e intensa que teve que ser sub-dividida em diversos topicos, dentre elas
0s mais conhecidos: a fitoquimica e a farmacognosia. O Brasil se situa em posigao
privilegiada para a ciéncia de produtos naturais, em decorréncia de ser um dos paises
com a maior biodiversidade e ter constituido um grande corpo de pesquisadores de
quimica de produtos naturais (BERLINCK et al., 2017).

As analises mais recentes da pesquisa em produtos naturais no Brasil tém
foco em produtos naturais de microrganismos, decorréncia natural do crescimento e
fortalecimento da pesquisa do metabolismo de fungos e bactérias por diferentes
grupos nacionais. Oliveira, Pupo e Vieira (2013) assinalam que o uso de ferramentas
de biologia molecular no estudo do metabolismo microbiano ainda é incipiente no

Brasil.

2.3. Terpenos

Com base na sua estrutura e na origem biossintética, os produtos vegetais
podem ser classificados em diferentes grupos, tais como os terpenos, alcaloides e
compostos fendlicos. Os terpenos sdo compostos lipofilicos que formam uma
diversificada classe de substancias e constituem a maior familia de produtos naturais.
Os terpenos sdo insoluveis em agua e sua origem biossintética € o Acetil-CoA ou outro
intermediario da glicélise. E empregado para designar todas as substancias cuja
origem biossintética deriva de unidade de isopreno (SIKKEMA J, 1995; CROTEAU et
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al., 2000; SIMOES e PETROVICK, 2004; MORALES-YUSTE et al., 2010; SINGH B;
SHARMA R., 2015).

A unidade isoprénica — (CsHs)n, por sua vez, origina-se a partir do acido
mevaldnico, na qual se polimeriza para originar moléculas de cadeias crescentes de
cinco em cinco atomos de carbono (C5), neste contexto, os terpenos sao classificados
de acordo com o numero de unidades de isopreno.

Os monoterpenos sdao conhecidos como componentes volateis das esséncias
das flores e dos 6leos essenciais de ervas e especiarias. Em geral, sdo isolados por
processo de destilacdo ou extracido e encontra uso industrial consideravel em industria
de flavorizantes e perfumes. Entre os compostos naturais, os monoterpenos tém
demonstrado atividade farmacoldgica contra diversos tipos de céncer, além da
atividade antifungica (CROTEAU et al., 2000; CHOW et al., 2002).

Nesse contexto, os terpenoides sao reconhecidos, por apresentar um enorme
potencial biolégico, uma vez que varios de seus compostos monoterpénicos,
revelaram diversos resultados positivos, o que inclui agdo antimicrobiana. Dentre esta
classe de compostos ha dois importantes monoterpenos, o alcool perilico e o borneol
(FRIEDMAN et al., 2004; ALI et al., 2005; QUI et al.,2010; ZORE et al., 2011).

2.3.1 Alcool perilico (AP)

O alcool perilico (AP), quimicamente conhecido como p-mentha-1,8-diene-7-ol,
€ um membro da familia dos monoterpenos, € um produto hidroxilado do d-limoneno,
formado pela jungcdo de duas unidades isoprénicas (Figura 1), sendo encontrado
em Oleos essenciais de cerejas, lavandas, capim-limao, hortela, sementes de aipo e
gengibre, entre outros (GOULD, 1997; LOUTRARI ET AL., 2004; FISCHER ET AL.,
2005; MIRANDA & QUEIROZ., 2007; SALAZAR ET AL., 2014)

OH

Figura 1: Estrutura quimica do alcool perilico

Fonte: autoria propria.
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O Aalcool perilico pode ser produzido a partir do limoneno, numa rota
caracterizada na substituicdo da metila do limoneno. Dhavalikar e Bhattacharyya
(1996) descreveram a biotransformagao de (R)-(+)-limoneno por meio de uma
linhagem de Pseudomonas isolada de uma amostra de solo. Outros estudos relatam
a biotransformacgao do limoneno com obtencdo dos compostos perilicos por
linhagens de leveduras, fungos filamentosos (Penicillium digitatum e Mortierella
minutissima) e bactérias. A enzima responsavel pela transformagao do limoneno em

alcool perilico é a limoneno 7-monooxigenase (JUNIOR; PASTORE, 2007).

Atividades bioldgicas de outras moléculas contendo o nucleo perila vém sendo
relatadas na literatura, como por exemplo, a atividade antibacteriana do limoneno,
atividade antimicrobiana e antibacteriana do perilaldeido, e a atividade antitumoral
contra cancer de pulméao do acido. O alcool perilico realiza upregulation em Bak (Bcl-
2 Homologous Antagonist/Killer), caspase-3, FasL (ligante de Fas), TGF-3, c-fos e c-
Jun; bloqueia a fosforilagao de ERK1/2 (Extracellular Signal Regulated Kinase) e a via
de Mek-Erk (Mitogen/Extracellular Signal-Regulated Kinase - Extracellular Signal-
Regulated Kinase). Age na inibicdo da progressdo tumoral por downregulation da
producdo basal de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) em células
cancerosas, como também suprime a via do mevalonato, bem como isoprenilagdo de
pequenas proteinas G, permitindo a regressao tumoral. Além de ser aprovado pela
FDA como um aditivo alimentar para os seres humanos, devido a sua natureza nao
toxica (KIM, 1995, DORMAN, 2000; SATO, 2006; YERUVA, 2007; FDA, 2014;
BATHAIE & TAMANOI, 2014).

2.3.2 Borneol

O borneol ou endo-1,7,7-Trimethyl-bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol (CAS: 464-45-9)
€ um monoterpeno biciclico (Figura 2) presente no 6leo essencial de numerosas
plantas medicinais das familias Dipterocarpaceae (Dipterocarpus turbinatus),
Lamiaceae (Rosmarinus officinalis e Salvia officinalis), Valerianaceae (Valeriana
officinalis) e Asteraceae (Matricaria chamomilla) (SLAMENOVA et al., 2009).
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Figura 2: Estrutura quimica do borneol

Fonte: Autoria propria.

Na medicina popular chinesa, o Borneol € empregado no tratamento da dor
de garganta, aftas, feridas, queimaduras e infec¢des da pele, por exemplo. Tem sido
frequentemente encontrado medicamentos para o tratamento de doencas do Sistema
Nervoso Central, tais como a doenga de Alzheimer e Acidente Vascular Cerebral (LIU
etal, 2011; YU et al., 2013).

Estudos mostram que o Borneol possui atividade analgésica, anti-inflamatoria,
antioxidante, antibacteriana e cicatrizante. Além disso, o uso do Borneol tém-se
mostrado como ferramenta para o aumento da penetragao de farmacos através da
pele e cornea, como também, atuando na aceleracido da abertura da barreira hemato-
encefalica, aumentando assim, a distribuicdo de farmacos no tecido cerebral
(CANDAN et al., 2003; HORVATHOVA et al., 2009; LIU et al., 2011; CUl et al., 2012;
JINGJING et al., 2012; BARRETO, 2013; YU et al., 2013; Ql et al., 2015).

2.4. Hibridos moleculares

Na quimica medicinal, quando se busca desenvolver novos candidatos a
farmacos, sado utilizadas diversas estratégias: bioisosterimo, latenciagao,
homologagao, simplificacdo e hibridizacdo (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007). A
hibridagao molecular (HM) é uma estratégia classica de conjugacgao de estruturas de
compostos bioativos distintos em uma unica molécula, sendo uma alternativa eficaz
de arquitetar racionalmente estruturas moleculares de novos compostos protétipos
(BARREIRO, 2014). A HM pode estar baseada na juncgao de farmacos distintos ou de
grupos farmacoféricos de farmacos distintos. Em ambos os casos, a nova molécula
produzida por HM passa a se chamar de hibrido, o qual frequentemente apresenta
maior afinidade e eficacia que os compostos que Ihe deram origem (NEPALI, 2014).

A hibridacdo molecular € uma estratégia classica de conjugagao de estruturas

de compostos bioativos distintos em uma unica molécula, sendo uma alternativa eficaz
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de arquitetar racionalmente estruturas moleculares de novos compostos prototipos
(BARREIRO, 2014). A HM pode estar baseada na juncgao de farmacos distintos ou de
grupos farmacoféricos de farmacos distintos. Segundo NEPALI (2014), para a
construgédo de novas moléculas hibridas potencialmente bioativas, é de praxe que ela
seja construida por fragmentos de moléculas que ja apresentem atividade bioldgica,

ou outra atividade interessante ao estudo proposto.

2.5. Reagoes para obtencao de ésteres

No esquema 1 estdo representadas as reagdes que foram realizadas no

decorrer desse trabalho.

j\ + ROy DCC.DmAP j\ N
a — > DCU
(@) R” "OH R® OR'
o SOCl, @ 4o R'OH 0]
- )J\ Cr;80; —— )J\
(b) R OH R” “Cl ta R” "OR'" T HCI
Refluxo '
o) R'OH O

Refluxo, piridina

Esquema 1 — Reacgdes para sintese dos hibridos moleculares. (a) Reacao de Steglich; (b)
Reagéo de preparagao de cloreto acido via SOCI,/ Reagao de Schotten-Baumann; (c)
Reacgao de Schotten-Baumann (adaptado de JI, XING-YUE et al., 2013; NEISES;
STEGLICH, 1978; SCHOTTEN-BAUMANN,1886).

O método mostrado no esquema 1.a € a reagao de Steglich, desenvolvida
por Wolfgang Steglich e Bernhard Neises, 1978, frequentemente utilizada para
esterificacbes e amidacbes. Para esterificacbes, faz-se o uso de um acido
carboxilico, 4-(dimetilamino)-piridina (DMAP), um catalisador nucleofilico,
diciclohexilcarbodiimida (DCC), um agente de acoplamento e um alcool. O solvente
usual é o diclorometano em temperatura ambiente e agitacdo constante
(STEGLICH; NEISES, 1978).

De acordo com o mecanismo representado no esquema 2, inicialmente
ocorre uma reacgao acido-base entre o DMAP (base) e o acido carboxilico (etapa a),
resultando no acido conjugado do DMAP e no nucledfilo 1. Este realiza um ataque
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ao carbono eletrofilico do DCC (etapa b), devido ao seu nitrogénio carregado
positivamente, originando o composto 2, O-acil-isouréia; apés uma nova protonagao
do composto 2 (etapa c), que abstrai um préton do acido conjugado do DMAP,
reestabelecendo o catalisador da reacéo, é gerado o intermediario 3. O DMAP
realiza uma adigao ao carbono da carbonila de 3 (etapa d) formando o intermediario
4 e o grupo acila (5). Na etapa e, o intermediario 4 abstrai um préton do alcool
utilizado formando o grupo alcoxido (6) e a diciclohexiureia (DCU), que € o
subproduto da reagao pouco soluvel em diclorometano. Na ultima etapa (etapa f) o
alcoxido (6) realiza o ataque ao carbono da carbonila de 5, eliminando o DMAP e
formando no éster (7) (GILLES et al., 2015; STEGLICH; NEISES, 1978).
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Esquema 2 — Mecanismo da esterificagdo pela reagédo de Steglich (DCC/DMAP).

Fonte: Adaptado de (GILLES et al., 2015; LUTJEN et al., 2018; STEGLICH; NEISES, 1978).
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Os ésteres formados pelo método mostrado no esquema 1.b é a jungao
das metodologias descritas por JI, XING-YUE et al., 2013 e Schotten-Baumann;
a reagao de formacgao de cloreto acido consiste na introdugdo de um grupo acila
em uma molécula orgénica, fazendo uso de um agente acilante, como por
exemplo o cloreto de tionila (SOCI2). Tal acilagao tem como propdsito facilitar a
formacdo de um intermediario mais reativo que o acido original, dessa forma
aumentando o rendimento da sintese (adaptado de JI, XING-YUE et al., 2013).

O mecanismo dessa reac¢ao (Esquema 3), consiste no ataque nucleofilico
da carbonila do &cido ao enxofre do SOCI2 (etapa a), resultando no deslocamento
do ion cloreto (etapa b), desta maneira, € formado o composto 1. No passo
seguinte (etapa c), o ion cloreto ataca o intermediario reacional, seguida de
ruptura de ligagao, levando a formagao do didxido de enxofre (etapa d), seguida

da formacéao do cloreto de acila 2 e acido cloridrico (etapa e).
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Esquema 3 — Mecanismo de preparagao do cloreto acido via SOClz.

Fonte: Adaptado de (LIBRETEXTS, 2019)
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Apos a formacao do cloreto acido, utiliza-se a reagdo de Schotten-
Baumann, que consiste em uma reacao de esterificagdo usando cloretos de acila
e alcool na presenca de um solvente anidro. No esquema 4, com a adi¢do do
alcool ao meio reacional, ocorre um ataque nucleofilico da hidroxila alcodlica ao
carbono altamente polarizado do cloreto de acido, originando o intermediario 3.
Finalmente, ha saida de cloro e desprotonacao, levando a formacao do éster 4
(SCHOTTEN-BAUMANN,1886).

Cr

Esquema 4 - Mecanismo de esterificacao pela reagado de Schotten-Baumann.

Fonte: adaptado (Schotten-Baumann, 1886)

Um problema muito observado neste mecanismo é devido a instabilidade do
cloreto acido, uma espécie altamente reativa, que pode ocasionar hidrélise pela
umidade do ar, levando a formagao do acido carboxilico de origem. Para os ésteres
formados pelo processo 1.c, foi utilizada a reagcdo de Schotten-Baumann, que foi
descrita anteriormente (esquema 4), utilizando a piridina, que atua como solvente e
base ao mesmo tempo, dessa forma, neutralizando o acido cloridrico, liberado pela

reacao entre o acido e o cloreto de tionila.
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2.6. Relagao entre estrutura quimica e atividade bioldgica

Na quimica medicinal, o termo “relacdo estrutura-atividade” compreende
ao estudo dos efeitos que a estrutura quimica de um composto (ligante) pode
acarretar durante sua interagdo com o receptor bioldgico, enzimas, canais ibnicos
ou acido nucleico e outras macromoléculas biolégicas, racionalizando os
principais fatores que governam esta interacdo (ARROIO; HONORIO; DA SILVA,
2010).

E importante destacar que as interagdes de um composto quimico organico
com uma macromolécula ocorrem através de forgas intermoleculares
hidrofébicas, polares, covalentes, interacdes de hidrogénio, eletrostaticas, entre
outras. Essas interagdes sao influenciadas por paradmetros estéricos, de
conformagao espacial; pelas propriedades fisico-quimicas, eletrbnicas e
principios de hidro e lipossolubilidade da molécula em estudo, por exemplo
(HUBER et al., 2010; ARROIO; HONORIO; DA SILVA, 2010; GUIDO,
ADRICOPULO, OLIVA, 2010).

Para entender as influéncias da estrutura quimica na bioatividade, podem
ser realizadas analises comparativas de uma série de compostos estruturalmente
relacionados, obtidos a partir de modificacbes na estrutura de um composto tido
como modelo, ja conhecido e que exibe uma determinada atividade bioldgica.
Alteragcbes no tamanho e conformagdo do esqueleto carbdnico, introducédo de
grupos substituintes ou de centros estereogénicos, sao alguns exemplos de
modificagdes estruturais, cujo principal objetivo é otimizar a bioatividade do
composto e, possivelmente, aumentar sua seletividade pelo alvo, o que pode
reduzir a toxicidade (BARREIRO; FRAGA, 2013, LIMA, 2007; SANTOS, 2013).
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a preparagao de uma série de derivados de acidos cindmicos e

acidos benzoicos com alcool perilico e borneol via abordagem de hibridag&o

molecular e avaliar a atividade antifungica dos compostos.

3.2 Objetivos especificos

Planejar a estratégia de hibridagcdo molecular utilizando acidos cinamicos,
benzoicos e monoterpenos como matérias-primas;

Preparar e purificar ésteres utilizando acidos cinamicos e benzoicos com o
alcool perilico como materiais de partida;

Preparar e purificar ésteres utilizando acidos cinamicos e benzoicos com o
borneol como materiais de partida;

Avaliar a capacidade antifungica das substancias frente a diversas cepas de
Candida;

Estabelecer a relagao estrutura-atividade dos compostos testados.
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4.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, preparou-se onze hibridos moleculares. Seis ésteres
derivados do alcool perilico e cinco ésteres derivados do borneol utilizando trés
diferentes metodologias de sintese. Os mesmos foram purificados e sua
confirmacdo estrutural ocorreu através das técnicas de Espectroscopia de
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C. Em seguida foram
submetidos a testes de avaliagdo da sua capacidade antifungica, frente a trés
cepas de Candida, com a finalidade de verifica a presencga da bioatividade e tracar
uma relagdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica dos produtos

obtidos. No quadro 1 estdo as estruturas de cada composto preparado.
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MF1: 2-nitrocinamato de perila MF2: 4-clorocinamato de perila

MF3:4-fenilbenzoato de perila

MF4: 4-fenilbenzoato de bornila
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C(CHa)s

MF5: 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzoato MF6: 3-metil-4-nitrobenzoato de perila
de bornila
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MF7: 2-nitrocinamato de bornila MF8: 4-clorocinamato de bornila
O
O
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NO,
NO,
MF9: 3-metil-4-nitrobenzoato de bornila MF10: 3-nitrobenzoato de perila
O
X "0

MF11: cinamato de perila

Figura 3 — Hibridos moleculares preparados no presente estudo.
Fonte: Elaborado pela autora.
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41. Etapa de preparacdao dos ésteres derivados do alcool
perilico e borneol

Os ésteres foram obtidos por trés diferentes metodologias: Reagéo de
Steglich (NEISES; STEGLICH, 1978), Preparagao de cloreto acido via SOCIz2 e
Reacao de Schotten-Baumann (1883). O esquema geral das diferentes reacoes

utilizadas pode ser observado abaixo (Esquema 5).

\/R2 \/Rz

H
a,bouc W

a,bouc
2
\/R2 OH O%

Esquema 5 — Metodologias utilizadas para obtengdo dos ésteres. (a) Preparagdo de
cloreto acido via SOCI; e Schotten-Baumann; (b) Reagédo de Steglich; (c) Schotten-
Baumann. Ry, Rz e/ou R3: OH, CI, H ou NOa.

A primeira colecéo de hibridos moleculares (M1, M2, M3, M4 e M5) foi obtida
através da reacao de Preparacao de cloreto acido via SOCI2 e Schotten-Baumann
(a), dois destes ésteres utilizando o alcool perilico como material de partida, SOCIz,
diclorometano e os acidos 2-nitrocinamico (MF1) e 4-clorocinamico (MF2); e os trés
ésteres restantes, utilizando o borneol como material de partida, SOCI,
diclorometano e os acidos 2-nitrocinamico (MF3), 4-clorocinamico (MF4) e 3,5-di-
terc-butil-4-hidroxibenzoico (MF5). O tempo para formagao de cada éster foi de 5
horas. De acordo com a tabela 1, os ésteres apresentaram rendimentos entre
25,3%-40,4%. Sendo MF1 com maior rendimento e MF3 com o menor rendimento.

A segunda colegdo de hibridos moleculares (MF6, MF7, MF8, MF9) foi
preparada pela reagao de Steglich (b), uma reagao de acoplamento, onde foi usando
diclorometano, DMAP e a DCC como agente acoplador. Para o hibrido MF6 foi
utilizado o alcool perilico como material de partida e o acido 3-metil-4-nitrocinamico,
enquanto que para MF7, MF8 e MF9 foi utilizado o borneol como material de partida
e o0s acidos 2-nitrocindmico, 4-clorocindmico e o 3-metil-4-nitrocindmico

respectivamente. O tempo de cada reacao foi de 48 horas. Os hibridos por esse
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método apresentaram rendimentos entre 26,7%-38,6%. Sendo o MF8 com maior
rendimento e o MF6 com o menor rendimento.

O terceiro grupo de hibridos moleculares (MF10 e MF11) foi preparada pela
reagcao de Schotten-Baumann (c), para o composto MF10 foi utilizado o alcool
perilico como material de partida, piridina e o cloreto de 3-nitrocinamoila. Para o
composto MF11 foi utilizado como material de partida o borneol, piridina e o cloreto
de cinamoila. O tempo das reag¢des variaram entre 3-6 horas. O composto MF10
apresentou rendimento de 22,5%, o MF11 apresentou o rendimento de 28,5%.

Na tabela 1 encontram-se os dados reacionais, de purificacdo, ponto de
fusdo, como também o rendimento de todos os hibridos preparados. Entre eles, com
excecao dos ésteres MF1, MF2 e MF8, todos os ésteres restantes sao inéditos na

literatura.
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Tabela 1 — Dados quimicos e experimentais dos produtos obtidos.

Massa Tempo Solvente Sistema de Ponto de
Formula de il ~ Rf Massa Rend. -
ESTER R molecular molar reacdo de purificacao (Hex:AcOEt) (mg) (%) Aspecto Fusao
(g/mol) (h) extracdo (Hex:AcOEt) ) (°C)
MF1  2-nitrocinamato CioHaNOs 327,374  5h  AcOEt 9:1 0,59 87 404  SOldo 554560
(85:15) amarelo
MF2 4-clorocinamato CiHzCIO, 316822  5h  AcOEt 95:5 0,46 81 g9 ~ Solido 55 s 563
(95:5) branco
. _ 0,63 Oleo
MF3 4-fenil-benzoato Cz3H2402 332,435 5h CHzC|2 97:3 (95:5) 53,2 25,3 incolor -
4-fenil-benzoato . 0,62 Sodlido
MF4 CasHs02 334,451 5h AcOEt 97:3 (95:5) 57,3 26,5 branco 53,4-53,9
3,5-di-terc-butil- 053 Sslido
MF5 4- C25H3303 386,56 5h AcOEt 99:1 g 80 32,1 128,9 -129,4
. . (97:3) amarelo
hidroxibenzoato
3-metil-4-nitro- _ 0,50 Oleo
MF6 benzoato CigH21NO, 315,364 48h CH.Cl, 97:3 (97:3) 55,4 26,7 incolor -
. . ) 0,56 Sélido
MF7  2-nitrocinamato CigHxNO, 329,39 48h CH.CI, 9:1 (97:3) 62,7 37,4 branco 50,1- 51,7
. . 0,68 Soélido
MF8 4-clorocinamato CigHx3CIO, 318,83 48h CHCI; 99:1 (97:3) 67,4 38,6 branco 83,7- 84,2
3-metil-4-nitro- . 0,61 Sodlido
MF9 benzoato C1sH21NOs 317,38 48h CHJCl; 95:5 (97:3) 60,3 34,26 amarelo 115,9-116,8
3-nitro- _ 0,59 Oleo
MF10 cinamoila Ci19H2104 327,37 3h AcOEt 97:3 (97:3) 47.8 22,5 amarelo -
) . _ 0,62 Oleo
MF11 cinamoila C19H2202 282,37 6h AcOEt 97:3 (97:3) 52,3 28,5 incolor -

AcOEt: Acetato de etila. CH.Cl,: diclorometano
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4.2. Anadlise espectroscopica dos ésteres preparados

4.2.1. Espectroscopia de Infravermelho

Na tabela 2 encontram-se os principais dados de espectroscopia de
infravermelho que foram caracteristicos para os ésteres preparados. Os espectros
foram interpretados baseando-se na literatura de PAVIA e colaboradores (2010). A
partir do infravermelho é possivel avaliar a presenga e/ou auséncia de grupos

funcionais das respectivas estruturas quimicas.

Nesse caso, em todos os espectros das onze substancias foram observados
sinais caracteristicos da fungao éster: absorc¢ao forte do grupo C=0 entre 1727 e
1698 cm', valores tipicos de carbonila de éster conjugada com anel aromatico;
absorcbdes de estiramento C-O de éster, que comumente aparecem como duas
bandas de absorgdo entre 1000 e 1300 cm™' sendo uma mais larga e mais forte que
a outra; nas substancias apresentadas nessa dissertagdo, tais bandas foram
observadas entre 1314-1240 cm™" e 1193-1090 cm™'.

Tabela 2 - Principais dados de espectroscopia de infravermelho dos ésteres
preparados.

Ester  v(C=O) v(C-0) v(NO2) v(Cl) v(OH)
MF1 1707  1290-1180 1520 e 1343 - -
MF2 1707 1277-1186 - 821 -

MF3 1717 1270-1180 - - -
MF4 1717 1270-1180 - -
MF5 1698 1240-1152 -
MF6 1723 1264-1193 1526 e 1351 - -
MF7 1714 1293-1186 1528 e 1360 - -
MF8 1707 1313-1090 - 823 -
MF9 1716 1314-1128 1521 e 1344 - -
MF10 1727 1262-1132 1535 e 1351 - -
MF11 1713 1254-1166 - - -
Fonte: Elaborado pela autora
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4.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C

Nas tabelas 3, 4 e 5 estdo presentes os deslocamentos quimicos de RMN de
'H e 3C que confirmam a formacado dos respectivos ésteres. A caracterizagéo foi
realizada a partir de comparagdes com dados ja existentes na literatura.

Nos espectros de RMN de 'H e suas ampliagbes foram observados a
presenca de quatro sinais comuns aos hibridos derivados do alcool perilico: um
singleto com deslocamento entre 5,88 — 5,82 ppm, referente aos hidrogénios H-2. O
segundo sinal indicando a presenca de um elemento eletronegativo ligado ao
carbono em 4,74 — 4,60 ppm, que corrobora a esterificacdo das moléculas. O
terceiro é referente ao dubleto com deslocamento entre 4,74 — 4,71 referente aos
hidrogénios H-9. O quarto sinal é o singleto com deslocamento entre 1,76 — 1,74
ppm referente aos hidrogénios da metila H-10

Para os hibridos derivados do borneol foram observados a presenga de um
dubleto de dubleto de dubleto em 5,86 — 5,06 ppm, com integral para um hidrogénio
(H-2), sinal caracteristico que indica a presencga de elemento eletronegativo ligado
ao carbono, confirmando a esterificacdo das moléculas com o borneol.

Outro sinal caracteristico € o de um tripleto entre 1,76 — 1,72 ppm referente
ao hidrogénio H-4. Aléem dos sinais para os hidrogénios ligado aos carbonos
metilicos (H-8, H-9, H10) entre 0,99 — 0,88 ppm.

Os espectros de RMN de '3C também evidenciaram a formacdo das
substancias; a presenca do sinal do carbono carbonilico (C=0) entre 167 — 164 ppm
é vista em todas as estruturas analisadas.

O sinal de deslocamento entre 70 — 68 ppm sugere a existéncia de um
carbono ligado ao oxigénio, um elemento eletronegativo, confirmando a
esterificacdo das moléculas; reforcando a proposta de que o sinal pertence ao
carbono C-7 dos hibridos derivados do alcool perilico. Ja para os hibridos derivados
do borneol, o sinal entre 81 — 80 ppm, uma regido que corresponde a carbonos
metinicos ligados a um elemento eletronegativo, caracteriza o sinal assinalado

pertencente ao carbono C-2 desses hibridos.
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Tabela 3 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (3+) para os ésteres MF1, MF2 e MF3.

5 X o’ N 3 “No NS 3
.~ g 4 4
Posicéo Py, o 48 e 1 : f@\sf“
10 10' 10
MF1 MF2 MF3
1 SH (ppm) SH (ppm) SH (ppm)
2 5,82 (sl, 1H) 5,83 (s/,1H) 5,86 (s/, 1H)
3e 2,19 - 2,13 (m, 4H) 2,19 - 2,17 (m, 4H) 2,21 -2,18 (m, 4H)
4 2,03 — 1,96 (m, 1H) 2,01 - 1,98 (m, 1H) 2,03 - 1,94 (m, 1H)
5 1,89 - 1,86 (m, 1H) 1,88 — 1,82(m, 1H) 1,91 -1,87 (m, 1H)
1,54 — 1,49 (m, 1H) 1,55 — 1,47 (m,1H) 1,59 — 1,53 (m, 1H)
7 4,62 (s, 2H) 4,60 (s, 2H) 4,74 (s, 2H)
8 - - -
9 4,71 (d, J=6,2Hz, 2H) 4,72 (d, J =9,42Hz, 2H) 4,74 (s, 2H)
10 1,74 (s, 3H) 1,74 (s, 3H) 1,74 (s, 3H)
1’ - - -
2 - 7,45 (d, J =8,45Hz, 1H) 8,13 (d, J=8,5Hz, 1H)
3 8,04 (d, J =8,5 Hz, 1H) 7,35 (d, J =8,5Hz, 1H) 7,66 (d, J=8,5Hz, 1H)
4 7,65-7,64 (m, 1H) - -
5’ 7,56 — 7,53 (m,1H) 7,35 (d, J =8,5, 1H) 7,66 (d, J=8,5Hz, 1H)
6’ 7,65-7,64 (m, 1H) 7,45 (d, J =8,45Hz, 1H) 8,13 (d, J=8,5Hz, 1H)
7 8,11 (d, J =15,8 Hz, 1H) 7,63 (d, J =16,05Hz, 1H) -
8’ 6,37 (d, J =15,8 Hz, 1H) 6,42 (d, J=16Hz, 1H) 7,66 (d, J=8,5Hz, 1H)
9’ - - 7,47(t J=15, 7,3Hz, 1H)
10’ - - 7,39 (m, 1H)
11’ - - 7,47(t J=15, 7,3Hz, 1H)
12’ - -

7,66 (d, J=8,5Hz, 1H)



Tabela 4 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (d1) para os ésteres MF4, MF5 e MF6.

Posicao

MF4
5 (ppm)

5,15 (ddd, J =9,9; 3,4; 2,2Hz, 1H)

2,54 — 2,49 (m, 1H)
1,17 = 1,13 (m, 1H)
1,76 (t, J =4,5Hz, 1H)
1,86 — 1,79 (m, 1H)
1,46 — 1,31 (m, 1H)
2,20 — 2,14 (m, 1H)
1,46 — 1,31 (m, 1H)
0,91 (s, 3H)
0,91 (s, 3H)
0,99 (s,3H)

8,15 (t, J= 10,2Hz, 1H)
7,69 (t, J= 1,84Hz, 1H)

7,66 (t, J =1,88Hz, 1H)
8,12 (t, J =1,84 Hz, 1H)

7,64 — 7,62 (m, 1H)
7,50 — 7,45 (m, 1H)
7,42-7,38 (m, 1H)
7,50 — 7,45 (m, 1H)
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MF5
5 (ppm)

5,06 (ddd, J =9,9; 3,3; 2,3 Hz, 1H)

2,49-2,42 (m, 1H)

1,1 (dd, J =13,8; 3,4Hz, 1H)
1,72 (t, J =4,5Hz, 1H)
1,83 —1,77 (m, 1H)
1,32-1,28 (m, 1H)
2,16 — 2,10(m, 1H)

1,61 — 159(m, 1H)

0,91 (s, 3H)
0,91 (s, 3H)
0,97 (s,3H)

7,94 (s, 1H)

5,65 (s, 1H)

7,94 (s, 1H)
1,47 (s, 18H)

MF6
51 (ppm)

5,86 (s/, 1H)
2,24 — 2,16 (m, 2H)

2,05 — 2,00 (m, 1H)
1,92— 1,86 (m, 1H)
1,58 — 1,50 (m, 1H)

2,24 — 2,16 (m, 2H)

4,74 — 4,72 (m, 2H)
1,74 (s, 3H)

8,01-7,97 (m, 2H)

8,03 — 8,02 (m, 1H)
8,01 — 7,97 (m, 1H)
2,63 (s, 3H)



Tabela 5 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (3+) para os ésteres MF7, MF8 e MF9.

Posicao

a A~ W N=

-—
0o ~N o

1!

3!
4!
5!
6!
7!
8!

MF7

5u (ppm)

5,02 (ddd, J =9,9; 3,5; 2,2 Hz, 1H)
2,46 — 2,10 (m, 1H)

1,08 (dd, J = 10,32; 3,48 Hz, 1H)
1,71 (t, J =4,5Hz, 1H)

1,81-1,74 (m,1H)

2,05 — 1,98 (m,1H)
1,39 — 1,24 (m,1H)
0,89 (s,3H)
0,88 (s,3H)
0,95 (s,3H)

8,06 (m,1H)
7,68 — 7,62 (m,1H)
7,55 — 7,51 (m,1H)

7,68 — 7,62 (m, 1H)
6,39 (d, J =15,8Hz, 1H)
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L 4'
2 cl

MF8
Su (ppm)

5,04(sl, 1H)
2,45 — 2,37 (m, 1H)
1,05 (dd, J =10,48; 3,52 Hz, 1H)
1,72 (t, J =4,5Hz, 1H)
1,81 = 1,74 (m, 1H)
1,25 (s, 1H)
2,06 — 1,99 (m, 1H)
1,61 (s, TH)
0,89 (s, 3H)
0,87 (s, 3H)
0,94 (s, 3H)
7,48(m, 1H)
7,36 (m, 1H)

7,37(m, 1H)
7,48 (m, 1H)
7,61 (d, J =16Hz, 1H)
6,44 (d, J =16Hz, 1H)

MF9
5u (ppm)

5,13 (ddd, J =9,9; 3,5; 2,2 Hz, 1H)
2,52 — 2,44 (m, 1H)

1,12 (dd, J = 13,9; 3,5Hz, 1H)
1,76 (t, J =4,5Hz, 1H)
1,85—1,78 (m, 1H)

1,34 — 1,28 (m, 1H)
2,10 — 2,03 (m, 1H)

1,47 — 1,39 (m, 1H)

0,82 (s, 3H)
0,82 (s, 3H)
0,97 (s, 3H)

7,98 (t J =1,8Hz, 1H)

8,01 — 8,00 (m, 1H)
7,98 (¢, J =1,8Hz, 1H)
2,64 (s, 3H)
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (3+) para os ésteres MF10 e MF11.

Posigcao

©COoONOO OO AWOWN-=-

MF10

H (ppm)

5,88 (s, 1H)
2,22 - 2,17 (m, 2H)
2.06 — 1.96 (m, 1H)
1,91 1,87 (m, 1H)
1,58 —1,54 (m, 1H)
2,22-2,17 (m, 2H)

4,77 (s, 2H)

4,74 - 4,72 (m, 2H)
1,74 (s, 3H)

8,86 (s, 1H)
8,41 (ddd, J =8.2, 2.3, 1.1 Hz, 1H)

7,65 (t, J =8Hz, 1H)
8,38-8,36 (m, 1H)

MF11
S (ppm)

5,82 (s, 1H)
2,20 — 2,13 (m, 2H)
2,04 — 2,00 (m, 1H)
1,89 — 1,85 (m, 1H)
1,54 — 1,49 (m, 1H)
2,20 — 2,13 (m, 2H)
4,62 (s, 2H)

4,73 (d, J =6,8Hz, 2H)

1,75 (s, 3H)

7,563 —7,51(m, TH)
7,38 - 7,37 (m, 1H)
7,38 7,37 (m, 1H)
7,38 — 7,37 (m, 1H)
7,53 —7,51(m, 1H)

7,70 (d, J =16Hz, 1H)
6,47 (d, J =16Hz, 1H)
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Tabela 7 — Deslocamentos quimicos de RMN de '3C (dc) para os ésteres.

MF1 MF2 MF3 MF4 MF5 MF6 MF7 MF8 MF9 MF10 MF11
1 130,81 132,75 132,87 48,05 4920 134,50 49,12 48,02 48,10 132,35 134,61
2 125,16 126,10 125,82 80,70 80,09 126,56 80,73 80,33 81,74 124,72 125,94
3 30,63 30,63 30,65 37,09 37.23 30,92 36,96 37,00 36,96 30,63 30,66
4 40,98 40,96 41,04 4517 4521 40,96 45,08 45,10 45,04 40,89 41,02
5 27,45 27,46 26,64 27,58 28.23 26,73 27,35 28,33 27,52 27,47 27,51
6 26,65 26,59 27,53 28,26 2755 28,15 28,18 29,84 28,20 26,65 26,62
7 69,06 68,76 69,01 49,27 4798 70,14 48,11 49,10 49,29 69,99 68,86
8 149,73 149,69 149,75 19,70 19,89 149,69 19,98 19,88 20,30 149,53 149,75
9 108,94 108,94 108,95 19,08 19.18 109,07 19,01 19,03 19,83 109,04 108,93
10 20,89 20,89 20,91 13,78 13,77 20,42 13,69 13,70 13,76 20,88 20,90
c=0 165,80 166,76 166,52 166,86 167,45 164,60 166,24 167,23 165,20 164,50 167,09
1 132,58 136,30 129,30 129,79 122,03 134,10 130,95 133,28 134,59 132,33 129,02
2 148,46 129,35 127,18 127,43 127,09 133,82 148,73 129,35 133,98 127,38 128,22
3 126,32 129,30 127,42 127,19 135,80 133,34 129,29 129,28 133,54 148,47 125,94
4 129,27 133,06 145,79 145,66 158,14 151,79 129,95 136,18 151,87 126,94 130,29
5 133,64 129,30 127,42 127,19 135,80 125,20 130,32 129,28 124,70 129,73 132,89
6 130,41 129,35 127,18 127,43 127,09 128,46 125,15 129,35 128,07 135,44 128,22
7 140,22 143,47 140,21 140,27 34 51 21,63 133,62 142,90 19,02 - 144,96
8’ 123,42 118,84 128,26 128,24 30.32 - 139,68 119,53 - - 118,29
9’ - - 129,06 130,17 30,32 - - - - - -
10° - - 130,28 129,08 30.32 - - - - - -
1 - - 129,06 130,17 _ - - - - - -
12 - - 128,26 128,24 34 51 - - - - - -
13’ - - - - 30,32 - - - - - -
14 - - - - 30,32 - - - - - -

1%’ - - - - 30,32 - - - - - -
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4.3. Avaliagao da atividade antifungica dos ésteres hibridos

Os onze hibridos preparados foram submetidos ao teste de microdiluicado em
placa de 96 pocgos, para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Fungicida Minima (CFM) em meio sélido; frente as cepas de C. albicans (CBS 562),
resistente a fluconazol e cetoconazol, C. krusei (CBS 573) resistente a fluconazol e
C. tropicalis (CBS 94) resistente a cetoconazol e fluconazol.

A partir dos dados antimicrobianos obtidos nos testes antifungicos, foi
realizada a analise das caracteristicas estruturais que, provavelmente, estao
envolvidas com a bioatividade de cada hibrido sintetizado. A analise foi baseada nos
resultados da concentragéo inibitéria minima (CIM) sobre as trés cepas fungicas
testadas do género Candida, que foi desenvolvida no Laboratorio de Farmacologia
Experimental e Cultivo Celular (CCS/UFPB), coordenado pelo prof. Dr. Ricardo Dias
de Castro, e estdo expostos na Tabela 8. Na tabela 9, encontram-se os valores da
CFM e da relagao CIM/CFM para cada hibrido.

A atividade antifungica dos produtos foi interpretada e considerada ativa ou
inativa de acordo com os seguintes parametros: < abaixo de 500 ug/mL = forte/étima
atividade; 600-1500 ug/mL = moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL = fraca
atividade ou produto inativo (SARTORATTO et al., 2004; BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016).

A preparacao dos compostos apresentou mudancgas no tipo de substituintes do
anel aromatico dos acidos benzoicos ou cinamicos utilizados, como presenca de
grupos retiradores ou doares de elétrons, que promovem alterac¢des significativas nas
propriedades das moléculas, podendo resultar em modificagcbes na atividade
antifungica. Todos os hibridos apresentaram bioatividade contra as cepas testadas.

Na analise dos resultados obtidos frente a C.albicans (CBS 562), verificou-se
qgue o 4-fenilbenzoato de perila (MF3) exibiu melhor atividade antifungica com o valor
da CIM de 186,88 uM, seguido do 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzoato de bornila (MF5)
(CIM de 622,50 uM), todos os demais compostos apresentaram de 6tima a moderada
atividade frente as cepas analisadas. Dos compostos com a presencga do nucleo perila,
a presenca da porgao olefinica (C7’- C8’) encontradas nos compostos MF1, MF2 e
MF11 conferiu uma menor atividade antifungica quando comparado ao composto MF3
(auséncia dessa porgdo em sua estrutura e presenga de um grupo fenil na posi¢cao

para do anel), que obteve a melhor atividade.
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Apesar da introducédo de grupos retiradores de elétrons (como o grupo nitro,
por exemplo) em estruturas aromaticas estar ligada a melhora na bioatividade da
molécula frente a fungos e bactérias (ARAUJO et al.,2013, JADHAV et al., 2016), a
presenga do grupo nitro na posi¢do orto do anel do composto MF1 apresentou
concentracao inibitéria na maior concentragao testada com valor de CIM de 3054,60
MM, conferindo uma ligeira redugao na atividade em comparagédo ao composto MF2,
que também foi bioativo em sua maior concentracao testada apresentando CIM de
3156,34 uM e redugado na atividade quando comparado ao composto MF11 (CIM
1770,68 uM).

A presencga do substituinte cloro (CI) na posi¢cao para do anel benzénico da
estrutura do composto MF2, também conferiu reducao na atividade em comparagao
ao composto MF11. Dessa forma, sugere-se que o anel benzénico com um ligante
eletronegativo esteja contribuindo para a diminuicdo da atividade biolégica do
composto, caracteristica também analisada no trabalho de NASCIMENTO (2017).
Entretanto quando a estrutura do anel apresenta auséncia de grupo substituinte &
possivel observar o aumento dessa atividade, caracteristica observada no composto
MF11, que obteve a melhor atividade entre as estruturas semelhantes analisadas
anteriormente.

Quando se compara os compostos MF3, MF6 e MF10 observa-se que para o
composto MF6, mesmo com a introdu¢do de um grupo doador, como a metila na
posicdo meta, que pode alterar significativamente a poténcia biolégica de um ligante
em 500 vezes (LEUG, TIRADO; JORGENSEN, 2012; SCHONHERR; CERNAK,
2013), e um grupo nitro (NO2) na posigao para nao foi tao eficaz em relacao a insergéo
de um grupo fenil nesta mesma posi¢do no composto MF3, que apresentou a melhor
atividade.

Em relagdo ao composto MF10, foi observado que a presenga do grupo nitro
na posi¢cao meta diminuiu ligeiramente a atividade em relagdo ao composto MF6, que
apresenta 0 mesmo grupo na posigao para. Pode-se inferir que a mudanga na posigéo
do substituinte retirador de elétrons causou uma ligeira mudancga na atividade. Dentre
os compostos com a presenca do nucleo bornila, o composto MF5 teve a melhor
atividade (622,50 uM), como ja citado anteriormente. Importante destacar a presenca
da hidroxila, grupo doador de elétrons, na posigéo para do anel, que contribuiu para a
melhor bioatividade em relagao aos demais compostos com essa caracteristica.

O composto MF9, mesmo com a presenga de um grupo nitro na posi¢ao para
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e uma metila na posigdo meta conferiu uma diminuigdo da atividade antifungica em
comparacgao ao composto MF5, o composto com a melhor atividade com o borneol.

A presenca do grupo perila na estrutura de MF6 (1585,47 uM), conferiu uma
melhor atividade em relagdo a MF9 (3150,80 pM), que possui 0 grupo bornila.
Enquanto, a presenga do grupo bornila resultou em menor poténcia antifungica para
MF4 (1494,98 uM) em comparacgao ao hibrido MF3, composto que obteve a melhor
bioatividade e contendo o grupo perila em sua estrutura. Tal caracteristica indica que
essa porgao esta diretamente ligada a atividade da estrutura MF3.

A presenga de um grupo nitro (retirador de elétrons) na posi¢cdo orto do
composto MF7 conferiu uma melhor bioatividade quando comparado ao composto
MF8, que possui um substituinte cloro (CI) na posigao para do anel. Comparando os
compostos MF1 e MF7, observa-se a presenca do nucleo bornila do composto MF7
(1517,95 uM), o qual potencializou atividade antifungica em relagdo a MF1 (3054,60
MM), que apresenta o nucleo perila em sua estrutura, indicando que a essa porgao da
estrutura esta diretamente relacionada com a acgado antimicrobiana do hibrido.
Enquanto, nos resultados obtidos para os hibridos MF2 (3156,34 uM) e MF8 (3136,39
MM), é possivel observar que a mudanga do grupo perila para o grupo bornila néo
alterou a poténcia antifungica, indicando que a atividade dessas duas substancias
pode estar relacionada com a presenca do substituinte Cl-na posi¢cao para do anel.

Considerando os resultados obtidos frente a C. krusei (CBS 573) todos os
compostos foram bioativos. O composto MF1 apresentou concentragao inibitéria na
maior concentragao testada, ja MF2 também foi bioativo em sua maior concentragéo
testada, comparando essas duas estruturas observa-se que a presenga de um grupo
nitro (retirador de elétrons) na posi¢céo orto do composto MF1 e a presenca de um
substituinte eletronegativo como o CI- na posi¢do para, do composto MF2, n&o
causaram alteragdes significativas nos valores da CIM das moléculas.

Entretanto quando a estrutura do anel apresenta auséncia de grupo substituinte
foi observado uma diminui¢ao na atividade frente a C. krusei, conforme constatado no
composto MF11 que apresentou CIM de 3541,36 uM. Enquanto, o composto MF3 que
apresenta um substituinte fenila na posicao para apresentou atividade na maior
concentracao testada, com valor de CIM de 3008,10 uM. Tal caracteristica também
esteve presente em MF4, que possui a presenga do grupo bornila em sua estrutura,
indicando que a atividade do composto esta ligada com a presenca do substituinte

fenila no anel. Entretanto, com a presenga de um grupo nitro na posi¢ao para do anel
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aromatico do composto MF6 conferiu a essa molécula a melhor atividade da colegao
frente a cepa analisada, apresentando valor de CIM de 1585,47 uM, devido a esse
carater de aceptor de elétrons da molécula.

Analisando o MF10 (3318,54 pM), que apresentou atividade na sua maior
concentragao testada, € possivel observar que a presenga de um grupo nitro na
posicao meta nao foi tdo favoravel quanto a introdugao desse mesmo substituinte na
posigcao para, observado no MF6, que obteve a melhor atividade. Enquanto, presenca
da hidroxila na posi¢ao para do anel juntamente com os dois grupos t-butilicos na
posicao meta favoreceu um aumento na atividade do composto MF5 em relacido aos
compostos MF4 e MF9.

Analisando as estruturas de MF6 e MF9 é possivel observar que a presenca do
grupo perila do composto MF6 conferiu uma melhor atividade em relacdo a MF9, que
apresenta o grupo bornila em sua estrutura. Implicando que a porgao perila de MF6 é
responsavel pela atividade da molécula. Em relagdo aos compostos MF7 (3035,91
MM) e MF8 (3136,39 uM) é possivel observar que a presenga de um grupo retirador
de elétrons no MF7 e a presencga de um substituinte eletronegativo no MF8 ndo causou
alteracdes significativa na poténcia antifungica, apresentando valores de CIM
semelhantes. Tais caracteristicas também foram observadas nos compostos MF1 e
MF2, indicando que a atividade desses compostos nao esta relacionada com a porgao
terpénicas das estruturas.

Analisando os resultados obtidos para C. tropicalis (CBS 94), observa-se que
todas as moléculas testadas foram bioativas. Com excecado dos compostos MF2, MF4
e MF5, todas as moléculas apresentaram atividade em sua maior concentragao
testada.

Dentre os compostos com o nucleo perila, o MF2 obteve a melhor atividade
antifungica, a presenga de um grupo Cl-na posi¢ao para do anel conferiu ao composto
MF2 uma melhor atividade em comparagao ao composto MF1, que possui um grupo
substituinte nitro no anel. Enquanto nos compostos com o nucleo bornila, a presenca
de uma hidroxila na posicao para do anel favoreceu a atividade do composto MF5 em
relacdo ao composto MF4 que apresenta um grupo fenila nessa mesma posigéo. Em
relacdo ao composto MF4 é possivel observar que a presenca do nucleo perila do
composto MF3 em sua estrutura nao foi tdo favoravel quanto ao substituinte bornila,
indicando que este substituinte esta diretamente ligado com a atividade da estrutura

da molécula MF4.



SANTOS,M.S.F./RESULTADOSEDISCUSSAO|57

Todos os compostos analisados de acordo com as Tabelas 9, apresentaram

relacéo atividade fungicida, apresentando relagcdo CFM/CIM<4.
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Tabela 8 — Resultados obtidos no teste de determinagcdo da Concentrag&o Inibitoria Minima (CIM pg/mL) para os hibridos
preparados, frente a espécies do género Candida.

Hibrido
molecular

Candida
albicans
(CBS 562)

1000 pg/mL
(3054,60 uM)

1000 pg/mL
(3156,34 uM)

62,5 ug/mL
(186,88 uM)

500 pug/mL
(1494,98 uM)

Candida krusei
(CBS 573)

1000 pg/mL
(3054,60 uM)

1000 pg/mL
(3156,34 uM)

1000 pg/mL
(3008,10 uM)

1000 pg/mL
(2989,97 uM)

Candida tropicalis
(CBS 94)

1000 pg/mL
(3054,60 uM)

1000 pg/mL
(3156,34 uM)

1000 pg/mL
(3008,10 uM)

1000 pg/mL
(2989,97 uM)



Tabela 9 — Continuacao dos resultados obtidos no teste de determinagcdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM uM) para os

hibridos preparados, frente a espécies do género Candida.

Hibrido molecular

Candida albicans

(CBS 562)

250 pg/mL
(622,5 uM)

500 pg/mL
(1585,47 uM)

1000 pg/mL
(3035,91 uM)

1000 pg/mL
(3136,39 uM)

Candida krusei

(CBS 573)

1000 pg/mL
(2490,02 uM)

1000 pg/mL
(3170,94 uM)

1000 pg/mL
(3035,91 uM)

1000 pg/mL
(3136,39 uM)
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Candida tropicalis

(CBS 94)

500 pg/mL
(1245,01 uM)

1000 pg/mL
(3170,94 uM)

1000 pg/mL
(3035,91 uM)

1000 pg/mL
(3136,39 uM)
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Tabela 10 — Continuacao dos resultados obtidos no teste de determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM pg/mL) para
os hibridos preparados, frente a espécies do género Candida.

Hibrido molecular Candida albicans Candida krusei Candida tropicalis
(CBS 562) (CBS 573) (CBS 94)

8 9
1000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL

(3150,80pM)

(3150,80pM)

(3150,80pM)

500 pug/mL 1000 pg/mL 500 pug/mL
(1659,27 uM) (3318,54uM) (1659,27 uM)
500 pug/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL
(1770,68 uM) (3541,36 uM) (3541,36 uM)
MF11
Nistatina 3,75 ug/mL 3,75 ug/mL 3,75 ug/mL

(0,43 uM)
Controle do meio -
Controle do

c q +
microrganismo

(0,43 pM)

+

(+):crescimento de microrganismo. (-): ndo crescimento de microrganismo.

(0,43 pM)

+
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Tabela 11 — Resultados obtidos no teste de determinagcdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM pg/mL) para os ésteres
preparados, frente a espécies do género Candida.

Hibrido
molecular

Candida
albicans
(CBS 562)

1000 pg/mL
(3054,60 uM)

1000 pg/mL
(3156,34 uM)

62,5 ug/mL
(186,88 uM)

1000 pg/mL
(2989,97 uM)

Candida krusei
(CBS 573)

1000 pg/mL
(3054,60 uM)

1000 pg/mL
(3156,34 uM)

1000 pg/mL
(3008,10 uM)

1000 pg/mL
(2989,97 uM)

Candida tropicalis
(CBS 94)

1000 pg/mL
(3054,60 uM)

1000 pg/mL
(3156,34 uM)

1000 pg/mL
(3008,10 uM)

500 pg/mL
(1494,98 uM)
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Tabela 12 — Continuagao dos resultados obtidos no teste de determinac¢ao da Concentragdo Fungicida Minima (CFM ug/mL) para
os ésteres preparados, frente a espécies do género Candida.

Hibrido molecular

Candida albicans

(CBS 562)

1000 pg/mL
(2586, 87 uM)

1000 pg/mL
(3170,94 uM)

Candida krusei

(CBS 573)

1000 pg/mL
(2586, 87 uM)

500 pug/mL
(1585,47 uM)

Candida tropicalis

(CBS 94)

500 pg/mL
(1293,43 uM)

1000 pg/mL
(3170,94 uM)

o 1000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL
SN (3035,91 M) (3035,91 M) (3035,91 M)
0N 4
MF7
8 9
7
4
e O3 1000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL
0 207 ¢ (3136,39 M) (3136,39 M) (3136,39 M)
2 Cl
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Tabela 13 — Continuagao dos resultados obtidos no teste de determinac¢ao da Concentragdo Fungicida Minima (CFM ug/mL) para

os ésteres preparados, frente a espécies do género Candida.

o Candida
Hibrido molecular albicans
(CBS 562)
8 9
7
5
6 1000 pug/mL

(3150,80 pM)

« z 6 {° 1000 pg/mL
"N, 5 8 (3318,54 uM)
10
MF10
i [0}
5 N o\ A 3
ST AL 1000 ug/mL
¥ s (3541,36 M)
10
MF11
Nistatina 3(07 2 BH?J/I\r/In)L

Controle do meio -

Controle do
microrganismo
(+): crescimento de microrganismo. (-)

+

: ndo crescimento de microrganismo.

Candida krusei
(CBS 573)

1000 pg/mL
(3150,80 uM)

1000 pg/mL
(3318,54 uM)

1000 pg/mL
(3541,36 uM)

3,75 pug/mL
(0,43 pM)

+

Candida tropicalis

(CBS 94)

1000 pg/mL
(3150,80 uM)

500 pg/mL
(1659,27 uM)

1000 pg/mL
(3541,36 uM)

3,75 pug/mL
(0,43 pM)

+
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5.0. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente estudo foram preparados e purificados seis hibridos derivados do
alcool perilico e cinco hibridos derivados do borneol, utilizando trés diferentes
metodologias. As reacdes foram desenvolvidas com relativa dificuldade. Todas as
estruturas quimicas das substancias foram confirmadas por espectroscopia de
Infravermelho e por RMN de 'H e '3C. Dos ésteres preparados apenas os compostos
MF1, MF2, MF4 e MF8 nao sao inéditos na literatura.

Com a analise da capacidade antifungica dos hibridos obtidos, pode-se afirmar
que todos foram bioativos frente todas as cepas de Candida spp. testadas,
apresentando atividade fungicida em concentragdes variadas entre forte a moderada.
Os melhores resultados encontrados foram frente a C. albicans, em que os ésteres
MF3 (186,88 uM) (4-fenilbenzoato de perila) e o MF5 (622,50 pM) (3,5-di-terc-butil-4-
hidroxibenzoato de bornila) foram os hibridos moleculares com maior agao antifungica
indicando que a presencga de grupos lipofilicos volumosos ligados ao anel aromatico
devem contribuir para potencializar a bioatividade.

Os resultados obtidos podem ser utilizados em pesquisas que objetivam
desenvolver compostos organicos com elevada atividade antifungica. Também torna
-se significativa a sugestao de novas modificagdes estruturais que possam otimizar a

acao antimicrobiana de tais substancias.
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6.0. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Materiais e métodos utilizados

A etapa quimica foi realizada no Laboratério de Quimica Farmacéutica da
Universidade Federal da Paraiba (DCF/CCS/UFPB). Os reagentes e solventes
utilizados nos procedimentos foram adquiridos das empresas Sigma Aldrich,
Vetec, Neon, Dinamica, Qhemis, entre outras. Todos apresentavam alto grau de

pureza.

6.1.1 Métodos cromatograficos

As reacgbes foram acompanhadas através da cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), utilizando cromatofolhas de aluminio suportadas com
silica gel 60 (fase estacionaria) e tendo como fase mével uma mistura entre
hexano e acetato de etila em diferentes propor¢des. A visualizacao das placas
cromatograficas se deu através da irradiagdo em camara de luz ultravioleta com
dois comprimentos de onda (254 e 356 nm) e utilizando revelador quimico de
acido sulfurico a 5% em alcool etilico.

Na a purificagdo das substancias obtidas foi utilizada a técnica de
cromatografia de absorgdo em coluna (CC). A fase estacionaria utilizada foi silica
gel 60 ART 7734 da Merk (particulas de dimensdes entre 0,063-0,200 mm)
suportada em colunas de vidro cilindricas. A fase mével constituiu-se de uma

mistura entre hexano e acetato de etila com proporgdes variaveis.

6.1.2 Métodos espectroscopicos

6.1.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H e RMN de '3C foram obtidos por meio dos
espectrofotdbmetros de Mercury-Varian operando a 400 MHz ('H) e 100 MHz (*3C),
e o Varian-RMN- System operando a 500 MHz ('H) e 125 MHz para ('3C); todos
localizados no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analise
(LMCA/UFPB).

As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCI3) da
Merk. Os deslocamentos quimicos (6) foram medidos em partes por milhdo (ppm)

e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para os espectros de RMN de
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'H os desdobramentos referentes aos acoplamentos dos hidrogénios foram
indicados como: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), g

(quarteto), quint (quinteto), sext (sexteto), sept (septeto), m (multipleto).

Para os espectros de RMN de '3C foi utilizada a técnica de APT em que os
carbonos quaternarios e metilénicos ficam na face positiva do grafico (para cima)
e 0s sinais de carbonos metinicos e metilicos ficam na face negativa do grafico

(para baixo).

6.1.2.2 Espectroscopia de Infravermelho

Os ésteres foram caracterizados por espectrofotdmetro FTIR Cary 630, do
fabricante Agilent Technologies, no Laboratério Analitico Multiusuario (CCS-
UFPB), utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) e frequéncia medida em

cm™.

6.1.3 Ponto de Fusao

O ponto de fusdo de cada amostra foi determinado utilizando placa de
aquecimento de aparelho digital de marca Microquimica Equipamentos, modelo
MQAPF 302; funcionando a 220V, com temperatura que varia de 10-350°C.

6.2. Procedimentos de preparacao dos ésteres

Para a preparagdo dos onze ésteres foram utilizadas trés metodologias
sintéticas: reacao de preparacao de cloreto acido via SOCI2 e Schotten-Baumann,
reacao de Steglich e reacdo de Schotten-Baumann. Utilizou-se como material de
partida os monoterpenos alcool perilico e borneol; e acidos cinamicos, acidos
benzoicos e cloretos acidos. Nas figuras 7 e 8 estédo representadas as estruturas

quimicas dos acidos organicos que foram utilizados.
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0 0 0
NO, cl O2N

Aci _2-nitrocinami Acido 4-clorocinamico )
Acido trans-2-nitrocinamico Acido 3-metil-4-nitrobenzéico
(0]
9 0
Cl
O OH N Cl
NO»
Acido 4-bifenil benzébico Cloreto de cinamoila Cloreto de 3-nitrobenzoila

Figura 4: Acidos organicos e cloretos acidos utilizados nas reagées de obtencdo dos

hibridos do alcool perilico.
Fonte: Elaborado pela autora.

0 0 0
NO, Cl O2N

Acido trans-2-nitrocinamico Acido 4-clorocinamico

Acido 3-metil-4-nitrobenzoico

0 0
HO

Acido 4-bifenil benzdico C(CHa)3

Acido 3,5-di-terc-butil-4-hidréxibenzéico

Figura 5 — Acidos utilizados nas reacgdes de obtencéo dos hibridos do borneol.
Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.1. Preparacao dos ésteres MF1- MF5

O método utilizado foi esterificacdo via SOCI2 e Schotten-Baumann. Nos
esquemas gerais abaixo (Esquemas 7 e 8) encontra-se os produtos das reagodes.
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I socl, I+ soc

Refluxo

OH 0 )J\

Esquema 6- Reacao de esterificagao para obtencdo de MF1, MF2 e MF3.
Fonte: Elaborado pela autora.

Procedimento geral de preparagao dos hibridos MF1, MF2 e MF3

Foram adicionados, sob agitagdo magnética, em um baldo de 50 mL, 0,7882
mmol do acido organico (1,2 eq) € 5,30 mL (72,75 mmol; 92,3 eq) de SOCI2. A mistura
foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo durante 3 horas. Depois, o excesso de
SOCI2 foi removido com o auxilio de um rotaevaporador. Em seguida, adicionou-se
2,5 mL de diclorometano. A solucao foi adicionada lentamente em um balédo a 0 °C,
contendo 0,1 mL (0,65 mmol) do monoterpeno e 2,5 mL de diclorometano; As reacdes
foram mantidas sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente, e o
desenvolvimento da reagao foi monitorado por CCDA utilizando como eluente uma
mistura de hexano e acetato de etila em proporgdes decrescentes (adaptado de JI,
XING-YUE et al., 2013).

O produto foi concentrado em rotaevaporador e em seguida o conteudo foi
vertido em funil de separagéo. Colocou-se 10 mL de agua destilada e 10 mL de acetato
de etila. A fase organica foi separada e a fase aquosa foi tratada com acetato de etila
(3 x 10 mL). A fase organica final foi tratada com 10 mL de uma solugéo de bicarbonato

de sédio a 5% (NaHCOs3). Em seguida adicionou-se 10 mL de 4gua destilada. A fase
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organica foi seca com sulfato de sddio anidro (Na2S0a), filtrada e concentrada em
evaporador rotativo (BUZZI et. al, 2009; SANDERSON et. al, 2013).

@) @)
R OH Refluxo R Cl
0 @)
OH @) R
/

Esquema 7- Reacao de esterificacdo dos compostos MF4 e MF5.
Fonte: Elaborado pela autora

Procedimento geral de preparagao dos hibridos MF4 e MF5

Os compostos derivados do borneol foram adicionados 0,7778 mmol do acido
organico (1,2 eq ao borneol) e 5,23 mL (71,79 mmol; 92,3 eq) de SOCI2. A mistura foi
mantida sob agitacdo magnética e refluxo durante 3 horas. Depois, 0 excesso de
SOCI2 foi removido com o auxilio de um rotaevaporador. Em seguida, adicionou-se
2,5 mL de diclorometano. A solucao foi adicionada lentamente em um balédo a 0 °C,
contendo 0,1 g (0,6482 mmol) do borneol e 2,5 mL de diclorometano; As reacgdes
foram mantidas sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente, e o
desenvolvimento da reagao foi monitorado por CCDA utilizando como eluente uma
mistura de hexano e acetato de etila em proporgdes decrescentes (adaptado de JI,
XING-YUE et al., 2013).
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O produto foi concentrado em rotaevaporador e em seguida o conteudo foi
vertido em funil de separagéo. Colocou-se 10 mL de agua destilada e 10 mL de acetato
de etila. A fase organica foi separada e a fase aquosa foi tratada com acetato de etila
(3 x 10 mL). A fase organica final foi tratada com 10 mL de uma solugéo de bicarbonato
de sédio a 5% (NaHCOs3). Em seguida adicionou-se 10 mL de 4dgua destilada. A fase
organica foi seca com sulfato de soédio anidro (Na2S0a), filtrada e concentrada em
evaporador rotativo (BUZZI et. al, 2009; SANDERSON et. al, 2013).

Todas as cinco substancias foram submetidas a uma purificacdo em coluna
cromatografica de silica gel 60, utilizando como fase moével uma mistura da hexano e

acetato de etila em proporgdes variadas.
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6.2.1.1. Dados espectroscoépicos de MF1 a MF5

e 2-nitrocinamato de perila (MF1)

Solido amarelo. Rendimento: 40,4% (87 mg). P.F.: 55,3-56,0. Rf: 0,59 (85:15
Hex:AcOEt). IV (KBr, cm™): 1707 (estiramento C=0); 1520 e 1343 (estiramento C-
NO2); 1290 e 1180 (estiramento C-O). RMN de 'H (500 MHz, CDCI3): &(ppm) = 8,11
(d, J =15,8 Hz, 1H, H-7’); 8,04 (d, J =8,5 Hz, 1H, H-3’); 7,65 — 7,64 (m, 2H, H-2’, H-6);
7,56 — 7,53 (m,1H, H-5"); 6,37 (d, J =15,8 Hz, 1H, H-8); 5,82 (sl, H-2"); 4,71 (d,
J=6,2Hz, 2H, H-9); 4,62 (s, 2H, H-7); 2,19 — 2,13 (m, 4H, H-3; H-6); 2,03 — 1,96 (m,
1H, H-4); 1,89 — 1,86 (m, 1H, H-5a); 1,74 (s, 3H, H-10); 1,54 — 1,49 (m, 1H, H-5b).
RMN de 3C (125 MHz, CDClI3): d (ppm)= 165,80 (C=0),149,73 (C-8), 148,46 (C-2’),
140,22 (C-7’), 133,64 (C-5’), 132,58 (C-1’), 130,81 (C-1), 130,41 (C-6’), 129,27 (C-4’),
126,32 (C-3’), 125,16 (C-2), 123,42 (C-8’), 108,94 (C-10), 69,06 (C-7), 40,98(C-4),
30,63 (C-3), 27,45 (C-5), 26,65 (C-6), 20,89 (C-9).

e 4-clorocinamato de perila (MF2)

Solido branco. Rendimento: 39% (81 mg). P.F.: 55,5-56,3. Rf: 0,46 (95:5 Hex: AcOEt).
IV (KBr, cm™): 1707 (estiramento C=0); 821 (estiramento C-Cl); 1277 e 1186
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(estiramento C-O). RMN de 'H (500 MHz, CDClIs3): d(ppm) = 7,63 (d, J =16,05Hz, 1H,
H-7); 7,45 (d, J =8,45Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7,35 (d, J =8,5, 2H, H-3’, H-5’); 6,42 (d,
J=16Hz, 1H, H-8'); 5,83 (sl,1H, H-2); 4,72 (d, J =9,42Hz, 2H, H-9); 4,60 (s, 2H, H-7);
2,19-2,17 (m, 4H, H-3, H-6); 2,01 — 1,98 (m, 1H, H-4); 1,88 — 1,82(m, 1H, H-5a); 1,74
(s, 3H, H-10); 1,55 — 1,47 (m,1H, H-5b). RMN de C (125 MHz, CDCI3): &(ppm)=
166,76 (C=0), 149,69 (C-8), 143,47 (C-7’), 136,30 (C-1), 133,06 (C-4’), 132,75 (C-1),
129,35 (C-2’, C-6’), 129,30 (C-3’, C-5'), 126,10 (C-2), 118,84 (C-8’), 108,94 (C-10),
68,76 (C-7), 40,96 (C-4), 30,63 (C-3), 27,46 (C-5), 26,59 (C-6), 20,89 (C-9).

e 4-fenilbenzoato de perila (MF3)

Oleo incolor. Rendimento: 25,3% (39 mg). Rf: 0,63 (95:5 Hex: AcOEt). IV (KBr, cm™):
1717 (estiramento C=0); 1270 e 1180 (estiramento C-O). RMN de 'H (500 MHz,
CDCIs): &(ppm) = 8,13 (d, J=8,5Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7,66 (d, J=8,5Hz, 4H, H-3’, H-5’,
H-8', H-12); 7,47(t, J=15, 7,3Hz, 2H, H-9’, H-11"); 7,39 (m, 1H, H-10’); 5,86 (sl, 1H, H-
2); 4,74 (s, 4H, H-7, H-9); 2,21 — 2,18 (m, 4H, H-3, H-6); 2,03 — 1,94 (m, 1H, H-4); 1,91
- 1,87 (m, 1H, H-5a); 1,74 (s, 3H, H-10); 1,59 — 1,53 (m, 1H, H-5b). RMN de '3C (100
MHz, CDCIs): &(ppm) = 166,52 (C=0), 149,75 (C-8), 145,79(C-4’), 140,21(C-7’),
132,87(C-1), 130,28(C-10’), 129,30(C-1°), 129,06(C-9', C-11), 128,26(C-8', C-12’),
127,42(C-3',C-5’), 127,18(C-2’, C-6’), 125,82(C-2), 108,95 (C-10), 69,01(C-7),
41,04(C-4), 30,65 (C-3), 27,53 (C-6), 26,64 (C-5), 20,91(C-9).

¢ 4-fenilbenzoato de bornila (MF4)
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Solido branco. Rendimento: 26,5% (57,3 mg). P.F.: 53,4-53,9. Rf. 0,62 (95:5). IV (KBr,
cm™): RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): 8(ppm) = 8,15 (t, J= 10,2Hz, 1H, H-2’); 8,12 {,
J =1,84 Hz, 1H, H-6’); 7,69 (t, J= 1,84 Hz, 1H, H-3’); 7,66 (t, J =1,88Hz, 1H, H-5’); 7,64
- 7,62 (m, 1H, H-8’); 7,50 — 7,45 (m, 1H, H-9); 7,50 — 7,45 (m, 1H, H-11"); 7,42-7,38
(m, 1H, H-10’); 5,15 (ddd, J =9,9; 3,4; 2,2Hz, 1H, H-2); 2,54 — 2,49 (m, 1H, H-3a); 1,17
- 1,13 (m, 1H, H-3b); 1,76 (t, J =4,5Hz, 1H, H-4); 1,86 — 1,79 (m, 1H, H-5a); 1,46 —
1,31 (m, 1H, H-5b); 2,20 — 2,14 (m, 1H, H-6a); 1,46 — 1,31 (m, 1H, H-6b); 0,99 (s,3H,
H-10); 0,91 (s, 3H, H-9); 0,91 (s, 3H, H-8). RMN de "3C (100 MHz, CDClz): 3(ppm)=
166,86 (C=0), 145,66 (C-4’), 140,27 (C-7"), 130,17 (C-9’, C-11’), 129,79 (C-1), 129,08
(C-10),128.24 (C-8', C-12'), 127,43 (C-2’, C-6), 127,19 (C-3’, C-5’), 80,09 (C-2), 49,27
(C-7), 48,05 (C-1), 45,17 (C-4), 37,09 (C-3), 28,26 (C-6), 27,58 (C-5), 19,70 (C-8),
19,08 (C-9), 13,78 (C-10).

e 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzoato de bornila (MF5)

11'-14'

Solido amarelo. Rendimento: 32,1% (80 mg). P.F.:128,9-129,4. Rr. 0,53 (97:3). IV
(KBr, cm™): 1698 (estiramento C=0); 1240 e 1152 (estiramento C-O); 3549
(estiramento C-OH). RMN de 'H (500 MHz, CDCl3): &(ppm) = 7,94 (s, 2H, H-2’, H-6");
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5,65 (s, 1H, OH); 5,06 (ddd, J =9,9; 3,3; 2,3 Hz, 1H, H-2); 2,49-2,42 (m, 1H, H-3a);
2,16 — 2,10(m, 1H, H-6a); 1,83 — 1,77 (m, 1H, H-5a); 1,72 (t, J =4,5Hz, 1H, H-4); 1,61
— 159 (m, 1H, H-6b); 1,47 (s, 18H, H-7’, H-8'); 1,32-1,28 (m, 1H, H-5b); 1,1 (dd, J =13,8;
3,4 Hz, 1H, H-3b); 0,97 (s,3H, H-9); 0,91 (s, 3H, H-8); 0,91 (s, 3H, H-7).RMN de 3C
(125 MHz, CDCls): 8(ppm)= 167,45 (C=0), 158,14(C-4’), 135,80 (C-5'), 127,09 (C-2,
C-6), 122,03 (C-1"), 80,09 (C-2), 49,20 (C-1), 47,98 (C-7), 45,21 (C-4), 37,23 (C-3),
34,51 (C-7°, C-11’), 30,32 (C-7’, C-8', C-9’, C-12’, C-13", C-14’), 28,23 (C-5), 27,55 (C-
6), 19,89 (C-8), 19,18 (C-9), 13,77 (C-10).

6.2.2. Preparacgao dos ésteres MF6-MF9

O método utilizado foi através da reacdo de Steglich. O esquema

geral se encontra abaixo (Esquema 8 e Esquema 9)

o o) + DcU
OH
+  Ho DCC,DMAP 0
NO, CH2C|2 O2N
Esquema 8 — Reacao de obtencgao do éster MF6.
Fonte: Elaborado pela autora.

Procedimento geral de preparagao do hibrido MF6

Foram adicionados, sob agitagdo magnética, em um baldo de 50 mL, durante
5 minutos, 0,11 g (0,6568 mmol, 1,3 eq) do acido 3-metil-4-nitrobenzoico, 0,080g
(0,6568 mmol, 1,3 eq) de 4-(dimetilamino)-piridina (DMAP), 0,10mL do alcool perilico
esse conteudo foi dissolvido em 5,05 mL de diclorometano. Em seguida, 0,135 g (1,3
eq) de diciclohexilcarbodiimida (DCC) foi dissolvido em 7,57 mL de diclorometano e a
solucéo foi adicionada lentamente ao meio reacional; As reagdes foram mantidas sob
agitacdo magnética, a temperatura ambiente, durante 48 horas e o desenvolvimento
da reacao foi monitorado por CCDA utilizando como eluente uma mistura de hexano
e acetato de etila em proporgdes decrescentes (NEISES; STEGLICH, 1978).

Ap0s a retirada do conteudo reacional da agitagao o mesmo foi filtrado para
a retirada da DCU, pouco soluvel em diclorometano, foram necessarias trés
filtragdes. O conteudo foi vertido em funil de separacao, onde foram adicionados
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10 mL de agua destilada e 10 mL de diclorometano, com posterior separagao da
fase organica. A fase aquosa foi tratada com 2 x 10 mL de diclorometano. A fase
organica resultante foi tratada com 10 mL de uma solug¢ao de acido cloridrico (HCI)
a 0,5 N, em seguida, foi tratada com 10mL de uma solugédo de bicarbonato de
sédio (NaHCOs3) a 5% e com 10 mL de agua destilada. A solugéo foi seca com
sulfato de sodio anidro (Na2S0a), filtrada e rotaevaporada.

Apos todo o processo de extracdo, as moléculas foram submetidas a
purificagdo em coluna cromatografica de silica gel 60, tendo como eluente uma

mistura de hexano e acetato de etila na proporcéo de 97:3 como fase mével.

o) DCC,DMAP o

"1OH R™ "OH CH,Cl, 07 R

NO,

\_

Esquema 9 - Reacdo para obtencao dos ésteres MF7, MF8 e MF9.
Fonte: Elaborado pela autora.

Procedimento geral de preparacao dos hibridos MF7, MF8 e MF9

Foram adicionados, sob agitagdo magnética, em um baldo de 50mL, durante 5
minutos 0,6482 mmol (1,3 eq) do acido organico, 0,0791 g (0,6482 mmol) de DMAP,
0,1 g do borneol e 5 mL de diclorometano. Em seguida, adicionou-se 7,5 mL de
diclorometano e 0,1337g (1,3 eq) do DCC, a solugao foi adicionada lentamente; As
reacdes foram mantidas sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente, durante 48
horas e o desenvolvimento da reagao foi monitorado por CCDA utilizando como

eluente uma mistura de hexano e acetato de etila em proporcdes decrescentes



SANTOS,M.S.F./PARTEEXPERIMENTAL |77

(NEISES; STEGLICH, 1978).

Ap0s a retirada do conteudo reacional da agitagao o mesmo foi filtrado para
a retirada da DCU, pouco soluvel em diclorometano, foram necessarias trés
filtragdes. O conteudo foi vertido em funil de separacao, onde foram adicionados
10 mL de agua destilada e 10 mL de diclorometano, com posterior separagao da
fase organica. A fase aquosa foi tratada com 2 x 10 mL de diclorometano. A fase
organica resultante foi tratada com 10 mL de uma solug¢ao de acido cloridrico (HCI)
a 0,5 N, em seguida, foi tratada com 10 mL de uma solugdo de bicarbonato de
sédio (NaHCOs3) a 5% e com 10 mL de agua destilada. A solugéo foi seca com
sulfato de sodio anidro (Na2S0a), filtrada e rotaevaporada.

Apos todo o processo de extracdo, as moléculas foram submetidas a
purificagdo em coluna cromatografica de silica gel 60, tendo como eluente uma

mistura de hexano e acetato de etila em diferentes proporcoes.
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6.2.2.1. Dados espectroscopicos dos ésteres MF6-MF9

e 3-metil-4-nitrobenzoato de perila (MF6)

Oleo incolor. Rendimento: 26,7% (55,4 mg). IV (KBr, cm™"): 1723 (estiramento C=0);
1526 e 1351 (estiramento NOz2); 1264 e 1193 (estiramento C-O). RMN de 'H (400
MHz, CDCl3): & (ppm) = 8,03 - 8,02 (m, 1H, H-5’); 8,01-7,97 (m, 2H, H-2); 8,01 — 7,97
(m, 1H, H-6’); 5,86 (sl, 1H, H-2); 4,74 — 4,72 (m, 2H, H-9); 2,63 (s, 3H, H-7’); 2,24 —
2,16 (m, 2H, H-6a, H-6b); 2,24 — 2,16 (m, 2H, H-3); 2,05 — 2,00 (m, 1H, H-4); 1,92—
1,86 (m, 1H, H-5a); 1,74 (s, 3H, H-10’); 1,58 — 1,50 (m, 1H, H-5b). RMN de '3C
(100MHz, CDCls): (ppm) = 164,60 (C=0), 151,79 (C-4"), 149,69(C-8), 134,50 (C-1),
134,10 (C-1’), 133,82 (C-2’), 133,34 (C-3’), 131,71 (), 128,46 (C-6’), 126,57 (C-2),
125,20 (C-5’), 109,07(C-10), 70,14(C-7), 40,96(C-4), 30,92 (C-2"), 28,15 (C-6), 26,73
(C-5), 21,63 (C-7’), 20,42 (C-9).

e 2-nitrobenzoato de bornila (MF7)

Sdlido branco. Rendimento: 37,4% (62,7 mg), P.F.: 50.1-50.7°C. IV (KBr, cm™): 1714
(estiramento C=0); 1528 e 1360 (estiramento NO2); 1293 e 1186 (estiramento C-O).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & (ppm) = 8,06 (m,1H, H-3’); 7,68 — 7,62 (m, 2H, H-4’,
H-7°); 7,55 - 7,51 (m,1H, H-5°); 6,39 (d, J =15,8Hz, 1H, H-8); 1,71 (t, J =4,5Hz, 1H, H-
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4); 5,02 (ddd, J =9,9; 3,5; 2,2 Hz, 1H, H-2); 1,08 (dd, J = 10,32; 3,48 Hz, 1H, H-3b);
2,46 — 2,10 (m, 1H, H-3a); 1,39 — 1,24 (m,1H, H-6b); 2,05 — 1,98 (m,1H, H-6a); 1,81 —
1,74 (m,1H, H-5); 0,95 (s,3H, H-10); 0,89 (s, 3H, H-8); 0,88 (s,3H, H-9). RMN de 3C
(100 MHz, CDCls): &(ppm) = 166,24 (C=0), 148,43 (), 139,68, 133,62, 130,95, 130,32,
129,29, 125,15, 123,95, 80,73, 49,12, 48,11, 45,08, 36,96, 28,18, 27,35, 19,98, 19,01,
13,69 ().

e 4-clorobenzoato de bornila (MF8)

Sdlido branco. Rendimento: 52% (87,8 mg). P.F.: 87,3-84,2°C. IV (KBr, cm™): 1707
(estiramento C=0); 823 (estiramento C-Cl); 1313 e 1090 (estiramento C-O). RMN de
H (400 MHz, CDCl3): & (ppm)= 7,61 (d, J =16Hz, 1H); 7,48 (m, 1H, H-2’, H-6"); 7,37
(m, 1H, H-5%); 7,36 (m, 1H, H-3’); 6,44 (d, J =16Hz, 1H, H-8’); 5,04(sl, 1H, H-2); 2,45 —
2,37 (m, 1H, H-3); 2,06 — 1,99 (m, 1H, H-6a); 1,81 — 1,74 (m, 1H, H-6b); 1,72 (t, J
=4,5Hz, 1H, H-4); 1,61 (s, 1H); 1,25 (s, 1H); 1,05 (dd, J =10,48; 3,52 Hz, 1H); 0,94 (s,
3H); 0,89 (s, 3H); 0,87 (s, 3H). RMN de '3C (100 MHz, CDCl3): d(ppm)= 167,23
(C=0), 142,90 (C-6’), 136,18 (C-4’), 133,28 (C-1"), 129,35 (C-2’), 129,28 (C-3’), 119,53
(C-8’), 80,33 (C-2); 49,10, 48,02 (C-1), 45,10 (C-4), 37,00 (C-3), 29,84 (C-6), 28,33 (C-
5), 27,38 (C-), 19,88 (C-8), 19,03 (C-9), 13,70 (C-10).

e 3-metil-4-nitrobenzoato bornila (MF9)
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Sdlido amarelo. Rendimento: 34,26% (60,4 mg). P.F.: 115,9-116,8°C. IV (KBr, cm™):
1716 (estiramento C=0); 1521 e 1344 (estiramento NO2); 1314 e 1128 (estiramento
C-0). RMN de 'H (400 MHz, CDCI3): & (ppm)= 8,01 — 8,00 (m, 1H, H-5"); 7,98 (t, J
=1,8Hz, 1H, H-2’, H-6’); 5,13 (ddd, J =9,9; 3,5; 2,2 Hz, 1H, H-2); 2,64 (s, 3H, H-7’);
2,52 -2,44 (m, 1H, H-3a); 2,10 — 2,03 (m, 1H, H-6a); 1,76 (t, J =4,5Hz, 1H, H-4); 1,47
- 1,39 (m, 1H, H-6b); 1,85 - 1,78 (m, 1H, H-5a); 1,34 — 1,28 (m, 1H, H-5b); 1,12 (dd,
J =13,9; 3,5Hz, 1H, H-3b); 0,97 (s, 3H, H-10); 0,82 (s, 6H, H-8, H-9). RMN de '3C
(100 MHz, CDCl3): & (ppm)= 165,20 (C=0), 151,87 (C-4’), 134,59 (C-1’), 133,98
(C-2’), 133,59 (C-3’), 128,07 (C-6’), 124,70 (C-5’), 81,74 (C-2), 49,29 (C-7),
48,10 (C-1), 45,04 (C-4), 36,96 (C-3), 28,20 (C-6), 27,52 (C-5), 20,30 (C-8),
19,83 (C-9), 19,02 (C-7’), 13,76 (C-10).

6.2.3. Preparagao dos ésteres MF10 e MF11

O método utilizado foi a reagao de Schotten-Baumann. De acordo

com 0s esquemas reacionais descritos abaixo (esquema 10):

.o O
O OH | N\ X
X Q n ©
n Cl
+ Refluxo
R

R=H ou N02

Esquema 10 - Reacdo de obtencao dos ésteres MF10 e MF11.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Procedimento de preparagao dos ésteres MF10 e MF11

Em um baldo de 50 mL, 0,6569 mmol do cloreto acido correspondente e
0,1g do alcool perilico (0,6569 mmol), foram dissolvidos com 3 mL de piridina. A
mistura reacional ficou sob agitagdo magnética, em refluxo, entre 3-6 horas. O
desenvolvimento da reacdo foi monitorado por CCDA utilizando como eluente

uma mistura de hexano e acetato de etila em propor¢des decrescentes.

O conteudo foi vertido em funil de separacao, onde foram adicionados 3 x
10 mL de HCI para neutralizar a piridina e 10 mL de acetato, com posterior
separacgao da fase orgéanica. A fase aquosa foi tratada com 2 x 10 mL de acetato.
A fase organica resultante foi tratada com 10 mL de uma solug&o de bicarbonato
de sédio (NaHCOs) a 5% e com 10 mL de agua destilada. A solugao foi seca
com sulfato de sédio anidro (Na2SOa4), filtrada e rotaevaporada (NEISES;
STEGLICH, 1978).

O residuo foi purificado em coluna cromatografica de silica gel 60 como
fase estacionaria e uma mistura entre hexano e acetato de etila em gradiente

crescente de polaridade.

6.2.3.1. Dados espectroscopicos do éster MF10 e MF11

e 3-nitrobenzoato de cinamoila (MF10)

Oleo incolor. Rendimento: 22,5% (47,8 mg). IV (KBr, cm™): RMN de 'H (500 MHz,
CDCIs): &(ppm)= 8,86 (s, 1H, H-2"); 8,41 (ddd, J =8.2, 2.3, 1.1 Hz, 1H, H-4’); 8,38-8,36
(m, 1H, H-6’); 7,65 (t, J =Hz, 1H, H-5’); 5,88 (s, 1H, H-2); 4,77 (s, 2H, H-7); 4,74 — 4,72
(m, 2H, H-9); 2.06 — 1.96 (m, 1H, H-4); 2,22-2,17 (m, 2H, H-6a, H-6b); 2,22 — 2,17 (m,
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2H, H-3a, H-3b); 1,91 — 1,87 (m, 1H, H-5a); 1,74 (s, 3H, H-10); 1,54 — (m, 1H, H-5b).
RMN de 3C (125 MHz, CDCl3): & (ppm) = 164,50 (C=0), 149,53 (C-8), 148,47 (C-3’),
135,44 (C-6'), 132,33 (C-1'), 132,25 (C-1), 129,73 (C-5'), 127,48 (C-2’), 126,94 (C-4'),
124,72 (C-2), 109,04 (C-9), 69,99 (C-7), 40,89 (C-4), 30,63 (C-3), 27,43 (C-5), 26,65
(C-6), 20,88 (C-10).

e Cinamato de perila (MF11)

10
Oleo incolor. Rendimento: 28% (49 mg). IV (KBr, cm'): 2960 (C-H sp3); 1726

(estiramento C=0); 1529 e 1352 (estiramento NO2); 1286 e 1195 (estiramento C-
0O). RMN de 'H (400 MHz,CDCls): 8(ppm) = 7,70 (d, J = 16 Hz, 1H, H-7"); 7,53 —
7,51(m, 2H, H-2’, H-6’); 7,38 — 7,37 (m, 3H, H-3’, H-5’); 6,47 (d, J =16Hz, 1H, H-8');
5,82 (s, 1H, H-2); 4,73 (d, J =6,8 Hz, 2H, H-9); 4,62 (s, 2H, H-7); 2,20 — 2,13 (m, 4H,
H-3a, H-3b, H-6); 2,04 — 2,00 (m, 1H, H-4); 1,89 — 1,85 (m, 1H, H-5a); 1,75 (s, 3H, H-
10); 1,54 — 1,49 (m, 1H, H-5b). RMN de '*C (100 MHz, CDCI3): & (ppm) = 167,09
(C=0), 149,75 (C-8), 144,96 (C-7’), 134,61 (C-1), 132,89 (C-5"), 130,29 (C-4), 129,02
(C-1"), 128,22 (C-2’), 125,94 (C-3’), 118,29 (C-8’), 108,93 (C-9), 68,66 (C-7), 41.02 (C-
4), 30,66 (C-3), 27,51 (C-5), 26,62 (C-6), 20.90 (C-10).



SANTOS,M.S.F./PARTEEXPERIMENTAL |83

6.3. Testes de avaliagao da atividade antifungica

6.3.1. Local de Trabalho

Os ensaios bioloégicos de avaliacdo da atividade antifungica foram
realizados no Laboratério de Farmacologia Experimental e Cultivo Celular do
Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Paraiba (CCS/UFPB).

6.3.2. Produtos testados

Os produtos foram submetidos a ensaios bioldégicos para testes de
avaliacdo da atividade antifungica sobre cepas de fungos leveduriformes. Os
mesmos foram solubilizados em 400 uL de dimetilsulféxido (DMSO) e em seguida
em agua destilada e esterilizada (quantidade suficiente para 1,0 mL) obtendo-se
uma solugdo em que a concentragdo inicial, na primeira linha da placa de
microdiluicdo foi de 1000 pg/mL das substancias testadas. (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

6.3.3. Meio de cultura

O 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.

6.3.4.Microrganismos

Para os testes de avaliagdo da atividade antifungica foram utilizadas as
seguintes cepas: Candida albicans CBS 562; Candida krusei CBS 573 e Candida
tropicalis 207. Os microrganismos pertencem ao laboratério de Farmacologia
Experimental e Cultivo Celular (CCS/UFPB).

6.3.5.Ajuste do Inoculo

Para a reativagdo dos microrganismos, os mesmos foram inoculados em meio
de cultura estéril (ASD), incubados por 24 horas a 35 £ 2°C. A quantidade de leveduras
para a realizagao dos testes foi ajustada da seguinte maneira: utilizando a absorbancia
(lida em espectrofotdmetro) do indculo inicial, detectou-se o volume (em pL)
necessario deste inoculo, que foi submetido a posterior diluigho em meio ASD e
obtengdo de um indculo ajustado com concentragdo de 2,5 x 103 UFC/mL (PEIXOTO
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et al., 2017).

6.3.6. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos
produtos testados

A Concentragao Inibitéria Minima das substancias avaliadas foi realizada
utilizando a técnica de Microdiluicdo em placa de 96 pocos com fundo em —Ul;
de acordo com o previsto pelo CLSI (Instituto de Padrdes para Laboratoério
Clinico), (2002). Inicialmente foram distribuidos 100 pyL do caldo sabouraud
dextrose (ASD) duplamente concentrado nos orificios das placas de microdiluigcao.
Em seguida, 100 pL da solugéo dos produtos preparados foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. Por meio de uma diluicdo seriada a uma
razao 1:2, foi obtida concentragdes de 1000 ug/mL até 7,8 pg/mL. Por fim, foi
adicionado 100 uL do in6culo da cepa fungica em cada orificio das placas. Em
paralelo foram realizados os controles: controle do meio (ASD), controle dos
microrganismos (ASD + in6culo), controle para as substancias (ASD + 50uL de
cada produto). Para comprovacéao da viabilidade do meio, do microrganismo e das
substancias. As placas foram fechadas e submetidas a uma temperatura de 35 +
2°C por 24 horas. A nistatina foi utilizada como controle positivo na concentracao
de 0,4 pg/mL.

Apos o periodo de incubacéo foi adicionado a cada pogo, 50 uL de cloreto
de trifeniltetrazolio (TCT) a 1% (Sigma-Aldrich®), um indicador colorimétrico de
oxido- reducao para fungos. As placas foram incubadas novamente 35 + 2 °C por
24 horas (GRABE, 1976; DESWAL; CHAND, 1997; DUARTE et al., 2005).

A CIM foi definida como a menor concentragao capaz de produzir uma
inibicdo visivel do crescimento fungico observado através da coloragéo vermelha
nas cavidades, quando comparado ao controle. Os testes foram realizados em
triplicatas. A atividade antifungica dos produtos foi interpretada e considerada ativa
ou inativa conforme os seguintes critérios: < abaixo de 500 pg/mL = forte/étima
atividade; 600-1500 uyg/mL = moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL = fraca
atividade ou produto inativo (SARTORATTO et al., 2004; BALOUIRI; SADIKI,
IBNSOUDA, 2016).
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6.3.7. Determinagao da Concentragcao Fungicida Minima (CFM) dos

produtos testados

A determinagao da Concentragao Fungicida Minima (CFM) das substancias
foi realizada apods leitura da CIM. Foram retiradas trés aliquotas de 30 pL do
sobrenadante dos orificios onde foi observado completa inibicdo do crescimento
fungico e semeadas em placas de petri contendo 15 mL de Agar Sabouraud. A
incubacéo foi a 35 £ 2 °C por 24 horas. A CFM foi definida como a menor

concentragdo que inibiu visualmente o crescimento fungico em meio sdlido
(PEIXOTO, et al, 2017).

A relagao entre CFM/CIM foi calculada para determinar se as substancias
séo fungistatica (CFM/CIM = 4) ou fungicida (CFM/CIM<4) (PEIXOTO et al, 2017).
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70+
60
50

40

30

20

Transmittance [%]

2930<
2361 —i

10

0]

3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumbers [1/cm]
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Espectro 22 — Expansao do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 4-
bifenilbenzoato de bornila (MF4).



SANTOS,M.S.F./REFERENCIAS|97

LPEE' D

EOPE'0

8836'0—

LOETT~
PEET'T-

SEST'TH,
TP
BELTT

SS0E'T,
PATE T
EBZE Ty
0%EE T~
TORE' T—
BIE T
ZERE'T
SHER,
3
260k T-1
BZEF Ty
BEERT L

EE6F T,
b T—
EQLE T
LEP T

oM

SSOE T
paTETh
£62E T
O%EE'T;
TOET
ZEGE'T-
e,
880 T,
FIZRTHL
062t T,
8TER TA:
mmvv_ﬁ.+
E6SH T
SHaE T
0BT
L5041

T

145

030

0.55

1.45 140 135 130 1.25 120 115 .10 1.05
f1 {ppm)
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Espectro 25 — Espectro de Infravermelho (KBr cm™) do 3,5, di- terc- butil — 4
hidroxibenzoato de bornila (MF5).
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Espectro 29 — Expans&o do Espectro de RMN de RMN de 'H (500MHz,
CDCls) 3,5, di-terc-butil — 4 hidroxibenzoato de bornila (MF5).
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Espectro 31 — Espectro de Infravermelho (KBr cm™') do 3-metil - 4-nitrocinamato de

perila (MF6).
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