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RESUMO

Titulo: Avaliacédo da atividade antifingica de amidas derivadas do acido 3,4,5-

trimetoxi-cinamico frente a espécies de Candida

Na biodiversidade mundial, encontra-se o género Piper que tem demonstrado uma
grande abundéancia de metabdlicos com atividades biologicas diversas. Podendo ser
citados: lignanas, neolignanas, terpenos, propenilfendis, chalconas, flavonas,
benzenopiranos e principalmente amidas. Nesse contexto, a substancia piplartina,
também conhecida como piperlongumina, que € uma amida fenilpropandide
trimetoxilada encontrada em algumas espécies do género Piper, demonstra
diferentes atividades farmacoldgicas, dentre elas: atividades antifingica, repelente e
inseticida, leishmanicida, ansiolitica, antidepressiva, potente inibidor da agregacéao
plaquetéria, e acdo espasmolitica em aorta de rato. Portanto, o presente estudo teve
como objetivo preparar oito amidas derivadas do acido 3,4,5-trimetoxi-cindmico
analogos da piplartina e avaliar seu potencial antifingico, tracando uma relacao
estrutura-atividade. Entre as oito amidas preparadas no presente trabalho, trés
amidas apresentaram atividade frente as cepas de leveduras do género Candida.
Destas, duas amidas apresentaram uma atividade moderada com valores de CIM de
1024ug/mL frente cepas de Candida albicans e Candida tropicalis. A terceira amida
teve Otima atividade bioldgica apesentando CIM de 256 pug/mL na maioria das cepas.
A N-(4-hidroxifenetil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida foi a substancia de melhor
atividade bioldgica frente as cepas testadas. Andlise comparativa das estruturas
guimicas das amidas sugere que a presenca da hidroxila fendlica na N-(4-
hidroxifenetil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida resultou em um aumento da poténcia
fungicida, sendo quatro vezes mais potente para a maioria das cepas. Os dados
obtidos no presente trabalho podem ser utilizados para avancar no estudo de novos

protétipos antifungicos.

Palavras-Chave: Amidas, piplartina, antifingico, Candida.



ABSTRACT

Title: Evaluation of antifungal activity of amides derived from 3,4,5-trimethoxy-
cinnamic acid against Candida species

In world biodiversity, is the genus Piper that has demonstrated a great abundance of
metabolic with diverse biological activities. The following may be mentioned: lignans,
neolignans, terpenes, propenylphenols, chalcones, flavones, benzenopyrans and
especially amides. In this context, the substance piplartine, also known as
piperlongumine, which is a trimethoxylated phenylpropanoid amide found in some
species of the genus Piper, demonstrates different pharmacological activities, among
them: antifungal, insecticide and repellent activities, leishmanicide, anxiolytic,
antidepressive, potent inhibitor of platelet aggregation, and spasmolytic action in the
rat aorta. Therefore, the present study aimed to prepare eight amides derived from
3,4,5-trimethoxy-cinnamic acid analogues of piplartine and to evaluate its antifungal
potential, tracing a structure-activity relationship. Among the eight amides prepared
in the present study, three amides presented activity against yeast strains of the
genus Candida. Of these, two amides presented moderate activity with MIC values of
1024 pg/mL against strains of Candida albicans and Candida tropicalis. The third
amide had optimal biological activity by presenting MIC of 256 pg/mL in most strains.
N-(4-hydroxyphenethyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)acrylamide was the substance
with the best biological activity against the tested strains. Comparative analysis of
chemical structures of amides suggests that the presence of phenolic hydroxyl in N-
(4-hydroxyphenethyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)acrylamide resulted in an
increasement in fungicidal potency, being four times more potent for most of the
strains. The data obtained in the present work can be used to advance the study of

new antifungal prototypes.

Keywords: Amides, piplartine, antifungal, Candida.
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1. INTRODUCAO

Espécies do género Candida vivem como comensais no organismo humano,
fazendo parte da microbiota normal de individuos sadios. Porém, quando ha uma
ruptura no equilibrio da microbiota, ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se
comprometido, as espécies de Candida tendem a se manifestar de forma agressiva,
tornando-se patogénicas (NAGLIK, 2003).

As infecgBes fungicas podem ser causadas por diferentes tipos de leveduras,
entre elas Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei e Candida
parapsilosis, porém, a espécie que prevalece é a Candida albicans (YANG, 2003).

A Candida albicans é o patdgeno mais recorrente em infec¢es de orofaringe
e cutaneas, € um fungo dimérfico, podendo gerar um broto ou formar hifas
verdadeiras, o que leva & utilizacdo de diferentes métodos de diagndstico e
tratamento dessas enfermidades (REX; WALSH; SOBEL, 2000; CROCCO et al.,
2004).

Devido a um aumento do uso indiscriminado de antifingicos, aliado ao
crescimento do numero de casos de pacientes imunossuprimidos tem levado ao
aparecimento de linhagens fungicas resistentes aos agentes antimicrobianos
disponiveis no mercado, tornando necessaria a pesquisa por novos agentes
antifingicos mais potentes, seguros e eficazes (HARTMANN, 2016).

Inserido nesse contexto, encontra-se 0s produtos naturais que desempenham
um papel fundamental no processo de descoberta e de desenvolvimento de novos
farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2016), e podem ser obtidos de micro-organismos,
plantas, organismos marinhos, anfibios, entre outros animais (JONH, 2010).

Na biodiversidade mundial, encontra-se o género Piper que tem demonstrado
uma grande abundancia de metabdlicos com atividades biolégicas diversas.
Podendo ser citados: lignanas, neolignanas, terpenos, propenilfendis, chalconas,
flavonas, benzenopiranos e principalmente amidas. Nesse género estao inseridas as
espécies Piper longum L. (pimenta longa), Piper tuberculatum L. (pimenta-d’arda),
Piper arborescens Roxb. (Pimenta do fruto ganchoso), Piper callosum Ruiz & Pav.
(Jodo Brandim), Piper retrofractum Vahl. e Piper sylvaticum Roxb. Nessas espécies
encontra-se uma amida da classe dos alcaldides conhecida como piplartina
(PARMAR et al., 1997).
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Portanto o presente trabalho teve a finalidade de preparar amidas derivadas
do acido 3,4,5-trimetoxi-cindmico, analogas da piplartina, e avaliar seu potencial
antifangico frente as cepas de Candida, tracando uma relagéo estrutura-atividade.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 O género Candida

As espécies do género Candida, segundo a taxonomia, estdo inseridas no
Reino Fungi, Divisdo Eumycota, Subdivisdo Deuteromycotina, Filo Ascomycetes,
Classe Blastomycetes, Ordem Cryptococcales, Familia Cryptococcaceae, Género
Candida (GIOLO E SVIDZINSKI, 2010; LOPEZ-MARTINEZ, 2010).

A candidiase ou candidose é causada por leveduras do género Candida, onde
a lesdo pode ser branda, aguda ou cronica, profunda ou superficial e de clinica bem
variavel. O agente principal das candidiases € a C. albicans, essa espécie esta
presente em cerca de 60% das amostras clinicas isoladas (CHAVES, 2003;
MENEZES, 2004).

A maior parte da literatura especifica atualmente indica que 25% a 50% dos
individuos sadios possuem Candida como parte da microbiota normal da boca,
sendo C. albicans responsavel por 70 a 80% dos isolados (MURRAY et al., 2010).

No Brasil, a taxa de incidéncia de infec¢des fungicas hospitalares relatadas foi
maior que a dos paises europeus e dos Estados Unidos, sendo C. albicans a
espécie mais frequentemente isolada em todos os hospitais, e entre as outras
espécies envolvidas nos processos infecciosos houve predominancia de C.
parapsilosis e C. tropicalis (COLOMBO, 2000; COLOMBO et al., 2007).

2.2 Infeccdes fungicas causadas por Candida spp

As infeccdes fungicas passaram a receber uma maior atencdo a partir do
século passado, especialmente, nas duas décadas finais. Sdo os de maior
distribuicAo na natureza, dentre 0s agentes oportunistas existentes, sendo
encontrados em plantas, nos alimentos, no solo, na agua, no ar e nas superficies

inanimadas de domicilios e hospitais e no organismo dos humanos. Os fungos
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podem colonizar a pele e mucosas do trato gastrointestinal e respiratorio
(BARBEDO:; SGARDI, 2010).

Pacientes que se encontram imunocomprometidos, portadores da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), de doencas crbnicas a exemplo do cancer,
pacientes que passaram por transplantes de medula 6ssea ou érgaos sélidos e que
fazem uso de corticosteroides por tempo prolongado sdo mais suscetiveis a
desenvolver infeccéo por fungo (NETO, 2004).

As formas mais comuns de infeccbes fungicas oportunistas sao as
candidiases vulvovaginal e oral. A candidiase vulvovaginal ocorre especialmente em
mulheres que se apresentam no periodo entre a puberdade e a menopausa. E
identificada pela presenca de lesdes na vulva ou vagina, de coloracdo
esbranquicada. Os grupos que sao mais predisponentes a desenvolver infec¢des
por Candida sédo gravidas, diabéticos que fizeram uso da terapéutica microbiana
prolongada ou que fazem uso de método contraceptivo oral. A candidiase que
acomete a mucosa oral possui diversas formas clinicas: a pseudomembranosa
(sapinho), a eritematosa, a hiperplasica e a mucocutanea. Os fatores principais que
estdo ligados a infeccdo oral sdo ma higienizacdo de protese dentaria, aparelhos
ortodénticos, pacientes portadores da sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) e outras doencgas imunossupressoras (HOLANDA et al., 2007; RODRIGUES
et al., 2007; EGUSA et al., 2008; ANDRIOLI et al., 2009; PIROFSKI; CASADEVALL,
2009).

A candidiase pode se apresentar também na forma cutdnea, onde se
desenvolve em areas Uumidas do corpo como: debaixo das unhas, axilas, regides das
mamas, espacos interdigitais e pregas das virilhas (COUTO; CARLOS; MACHADO,
2011).

A forma mais comum de infeccdo disseminada causada por Candida € a
chamada candidemia, onde as espécies mais comumente isoladas sdo C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e C. krusei. A mortalidade atribuida direta
ou indiretamente a candidemia é de 40% a 60% (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Em face do aumento da resisténcia das linhagens fungicas aos antifiungicos
disponiveis no mercado, torna-se de grande importancia a pesquisa de novas
substancias que sejam biologicamente ativas contra essas leveduras. Por essa
razdo, nas ultimas décadas a area de produtos naturais tém atraido pesquisadores,

por causa do grande numero de compostos biologicamente ativos que podem ser
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extraidos de plantas da flora brasileira e que possam ter atividade antifingica
(YUNES; PEDROSA, 2001).

2.3 Tratamento de infec¢cdes por Candida spp. e resisténcia aos antifungicos

disponiveis

O desenvolvimento de infec¢des fungicas sistémicas tem crescido a cada
ano, principalmente as oportunistas invasivas, isso se deve a fatores predisponentes
como Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), diabetes mellitus, leucemia,
linfoma, entre outras enfermidades. Diante disso, o0 avanco de um agente antifingico
€ um grande desafio, pelo fato de haver poucos alvos potenciais de acdo que nao
sejam compartilhados pelo fungo e a espécie humana. O antifingico ideal deve
apresentar um amplo espectro, ter acao fungicida e ndo fungistatica, apresentar-se
em formulacdes oral e parenteral, gerar pouca interacdo medicamentosa, ser seguro
em doses eficientes, ter baixo custo e desenvolver menor resisténcia microbiana
(HAZEN, 1995; ANDES, 2004).

Em relacdo ao tratamento da candidiase, grande quantidade de farmacos
obtidos por meio de sintese organica tem sido utilizada no tratamento de infec¢des
micéticas superficial ou sistémica atualmente. As principais classes de antifungicos
sdo: os poliénicos, azoéis e as equinocandinas; estes agentes exercem sua agao a
nivel da membrana ou parede Porém, as infeccbes fungicas sdo de dificil
tratamento, fato relacionado a elevada resisténcia da Candida frente a acdo de
alguns antifingicos convencionais (ARAUJO et al, 2004; COLOMBO, 2013).

Desta forma, os antifingicos hoje disponiveis no mercado possuem limitacdes
terapéuticas, principalmente quando se analisa seus efeitos colaterais como a
hepatoxicidade e nefrotoxicidade. O que contribui para o desenvolvimento de cepas
resistentes aos antifingicos se deve ao fato de alguns apresentarem acao
fungistética e ndo fungicida (ZACCHINO et al., 2003; RANG; DALE; RITTER, 2012).

Um dos primeiros medicamentos utilizados no tratamento de candidiase foi a
violeta de genciana. Seu uso era topico e era bastante eficaz nos anos 40, embora
nao estivesse esclarecido completamente seu mecanismo de agdo (ANDRADE,
2006).

A terapia antifungica usada na candidiase superficial teve inicio com a

introducé@o de antifungicos poliénicos como a nistatina, e o tratamento das micoses
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profundas é feito com o uso de anfotericina B, que atuam reagindo com esterois das
membranas celulares do fungo formando poros ou canais, aumentando a
permeabilidade da célula, levando a um extravasamento do conteudo citoplasmatico
e consequente morte da célula. Contudo, novas substancias sintéticas ativas contra
leveduras vém merecendo destaque especial, como a 5-flucitosina e os derivados
azolicos, entre os quais o miconazol, clotrimazol, cetoconazol, fluconazol e
itraconazol, onde sua acédo ocorre pela inibicdo da sintese de ergosterol, inibindo
assim o crescimento do fungo, levando-o a necrose celular (SALLES, 2000;
TAVARES, 2001; SOYSA et al., 2008; GOODMAN; GILMAN, 2012).

Segundo Andrade (2006), um grande avanco foi dado a terapia antimicética
com a descoberta dos azdlis, que por sua vez, possuem menor toxicidade
comparados com a anfotericina B, apresentam largo espectro de atividade e alguns
podem ser administrados por via oral, exercendo acdo sistémica. No entanto, o
antifangico da classe dos azéis, o miconazol, tem uso restrito na forma injetavel,
devido a toxicidade do mesmo, podendo desenvolver reacdes colaterais, por isso se
emprega o uso do miconazol na forma de gel oral.

Diante disso, o aumento dos casos de candidiase de uma forma geral,
associado a altas taxas de morbidade, € particularmente, ocasionado pelos
inUmeros casos de resisténcia que sdo verificados frente a drogas sintéticas e
também ao aparecimento de efeitos téxicos (NASCIMENTO et al., 2007).

Por este motivo séo realizados estudos com énfase em produtos naturais,
visando criar substancias sintéticas que tenham uma atividade farmacolégica

superior ao produto natural, usando a relagao estrutura-atividade.

2.4 O género Piper e a amida piplartina

O género Piper pertence a familia Piperaceae e suas espécies possuem
folhas simples e alternadas e os caules sao divididos por nodos salientes. As plantas
desse género sdo comumente arbustivas e herbaceas, geralmente encontradas em
vales e regides de sub-bosques quentes e iumidos. Sao identificadas cerca de 2000
espécies, distribuidas por ambos os hemisférios nas regides tropicais e subtropicais
(TAYLOR; HICKEY, 1992; JARAMILLO; MANOS, 2001; DYER; PALMER, 2004).

Nesse género possui uma variedade de compostos bioativos, com destaque

para a substancia piplartina, também conhecida como piperlongumina, € uma amida
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fenilpropandide trimetoxilada encontrada em algumas espécies do género Piper
(COSTA-LOTUFO et al., 2010). A piplartina tem apresentado diferentes atividades
farmacoldgicas, dentre elas: atividades antifUngica, repelente e inseticida,
leishmanicida, ansiolitica, antidepressiva, potente inibidor da agregacao plaquetaria,
acdo espasmolitica em aorta de rato (CAPRON e WIEMER, 1996; NAVICKIENE et
al., 2000; PARK et al., 2007; SILVA et al., 2002; TSAI et al., 2005; BODIWALA et al.,
2007; FELIPE et al., 2007; IWASHITA et al., 2007).

O efeito citotéxico da piplartina parece estar atribuido ao seu poder de
inibicdo da sintese de DNA e inducdo de morte celular, tanto pela via de apoptose
como de necrose, dependendo da concentracao utilizada. Entretanto o mecanismo
de acéo ainda nao foi elucidado (BEZERRA et al., 2007).

Figura 1: Estrutura quimica da Piplartina

(0] (0]
H;CO
\ N
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OCH,

Fonte: Oliveira, 2016.

2.5 Acidos cinamicos

Os &cidos cindmicos pertencem a classe de &cidos carboxilicos e possuem
uma nomenclatura basica C6-C3, sdo encontrandos normalmente em organismos do
Reino Plantae. Sao formados pela via sintética dos fenilpropanoides, lignanas,
cumarinas, auronas, antiocianinas, taninos, flavonoides. Esses metabdlitos
secundéarios desempenham papeis importantes no crescimento, reproducdo e
resisténcia das plantas. Podem ser encontrados em alimentos como: gréos de café,
cha, mate, cacau, macas, peras, frutas citricas, uva, legumes, espinafre, beterraba,
alcachofra, batata, tomate, feijao, fava, e cereais. Podem formar ésteres em reacdes
utilizando alcéol, assim como também podem reagir com aminas aromaticas ou
alifaticas gerando amidas. A piplartina € uma molécula relacionada com o acido

cindmico que se mostra com importantes atividades bioldgicas, foi isolada pela
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primeira vez de raizes de Piper tuberculatum, e posteriormente revelou-se um
promissor anticancerigeno. Diante disso, varios estudos vém surgindo na literatura
sobre a aplicacdo de moléculas relacionadas com o &cido cinamico como:
anticancerigeno, antifingico, antimicrobiano, antioxidante, entre outas atividades
(GUZMAN, 2014).

Inserido no contexto, existe uma planta na medicina chinesa chamada
Polygala tenuifolia, conhecida por ser uma erva que possui efeitos sedativos e é
amplamente utilizada como tranquilizante, onde um dos seus constituintes € o acido
3,4,5-trimetoxi-cindmico, que é o &cido sintético utilizado na sintese das amidas

propostas no presente trabalho (SHIN et al., 2009).

Figura 2: Estrutura quimica dos &cidos cindmicos

o o
H,CO
\ OH \ OH
H,CO
OCH;,4

Acido 3,4,5-trimetéxi-cinimico Acido cinamico

Fonte: Oliveira, 2016.

2.6 Propriedades gerais e preparo das amidas

A funcdo amida é caracterizada pelo grupamento de atomos carbonila-
nitrogénio. Sao moléculas polares e em sua maioria sélida, em temperatura
ambiente. O grupo responsavel por sua capacidade de solubilidade é o grupamento

amino (CARVALHO, 1997).

Figura 3: Estrutura quimica da amida

o)

R NH,

Fonte: Oliveira, 2016.
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Para a preparacdo das amidas utilizou-se o método de amidacdo com o
hexafluorofosfato benzotriazoliloxi-tris(dimetilamino), mais conhecido como BOP,
gue se apresenta como um solido branco e sua funcéo é de atuar como um agente
acoplador e é comumente utilizado para sintese de peptideos, podendo ser usado
também para sintese de amidas utilizando como material de partida um &cido
carboxilico e uma amina, dissolvidos ou diluidos em diclorometano (CH.Cly), um
solvente aprético apolar (JOLLIE; LASSEN, 2010).

Em reacOes de larga escala o uso do BOP néo € recomendado em funcéo da
formacdo de um agente carcinogénico, o hexametilfosforamida (HMPA), porém o
risco também existe em pequena escala, mas € menor. O uso de um solvente
aprotico apolar, juntamente com a dimetilformamida (DMF) que é um solvente
aprotico polar, colabora para que ocorra com mais facilidade a reacdo de
substituicdo do tipo SN», pelo fato do DMF aumentar a atividade nucleofilica dos
anions mais basicos. A presenca da trietilamina na reacdo tem funcdo de
desprotonar a hidroxila do acido carboxilico de escolha, entdo o DMF age
acelerando a reacdo do oxigénio nucleofilico com o BOP. Na figura 6 podem ser
observados possiveis modos de ataque a BOP (CASTRO, 1975; RAJAN, 2001).

Figura 4: Hexafluorofosfato benzotriazoliloxi-tris(dimetilamino) - (BOP)

N ©
‘N PFq

- BOP

N

O - P\— NM Co
Me,N NMe,

Fonte: JOLLIE E LASSEN, 2010.
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Figura 5: Ativacao por BOP

O
O @ I ®
I )
R-C~2 T MeNy POBt
@C)Bt
O
E, R'NH,
R—™~0Bt

R7Y“O=P(NMe)3—s (Me;N)PO

R-C-NHR' + 0Bt

Fonte: JOLLIE E LASSEN, 2010.

Figura 6: Possiveis modos de ataque a BOP.
0
S (~C-k
_\!\ RCO, Il\]‘ UNHF’ 0
@ Q —— N : ~ BtOH
(OP(Me,); +
or O:P(NMe,);
N 9 t|o
N Q@ | ~
Ng ?FG — > BO + R-A'—/E)XP(NMBE)_; —.-R-é—DBl ., RQNHR + BIOH
|
\OP(NMe)s RNH,
© +
RCO5™ O:P(NMe,);

Fonte: JOLLIE E LASSEN, 2010.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar atividade antifingica de uma colecdo de amidas derivadas do
acido 3,4,5-trimetoxi-cindmico e estabelecer uma relacdo estrutura-atividade das

substancias avaliadas.

3.2 Objetivos especificos

e Preparar oito amidas utilizando como material de partida o acido 3,4,5-
trimetoxi-cindmico;

e Avaliar a atividade antifungica das substancias obtidas frente a cepas de
Candida spp.;

e Tracar uma relacdo entre a estrutura e a atividade biologica, estabelecendo
caracteristicas quimicas estruturais dos compostos obtidos para o

desenvolvimento de novos protétipos de farmacos.



21

4. METODOLOGIA

Os procedimentos de preparacdo das amidas foram realizados no
Laboratorio de Quimica Farmacéutica do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) - Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada no Laboratério de
Micologia do CCS/UFPB, sob a coordenacdo da Prof2. Dr2, Edeltrudes de Oliveira

Lima, frente as cepas de Candida spp.

4.1 Preparacdo das amidas

As amidas foram obtidas a partir de reacbes de aminas com o acido 3,4,5-
trimetoxi-cindmico, com adicdo do agente acoplador (BOP) na presenca de
solventes como a trietilamina, dimetilformamida e o diclorometano em processo
conhecido como reacao de acoplamento a temperatura ambiente. A reacéo pode ser

observada na figura 7.

Figura 7: Esquema da reacdo de obtencdo das amidas

Et;N, BOP
H;CO N OH + ) DMF,CH,Cl, H;CO N NHR,
R
H,CO HoN T.a. H,CO
OCH,4 OCH;,4

Fonte: Oliveira, 2016.

As aminas utilizadas como materiais de partida foram: piperonilamina,
benzilamina, isobutilamina, 4-metilbenzilamina, pirrolidina, 4-clorobenzilamina,

tiramine e butilamina, obtidos da empresa sigma-aldrich.



Figura 8: Aminas utilizadas

(o]
Piperonilamina

H,N
4-metilbenzilamina

HZN/\/\

Butilamina

H,N

Benzilamina
H,N
Cl

4-clorobenzilamina

H,N

OH

Tiramina

Isobutilamina

A

N
H

Pirrolidina

Fonte: Oliveira, 2016.
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Para todas as reacfes foi utilizado o &acido 3,4,5-trimetoxi-cinamico. As

amidas obtidas podem ser observadas na figura 9.

Figura 9: Amidas preparadas

H;CO
“@ >
H,CO
OCH,

1: N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetil)-
3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida

(o]
HscoWN
SN
H;CO
OCHj;

4: N-(4-metilbenzil)-3-

(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida
o
H300]©/\)( NN
H,;CO H
OCH;

7: N,N-dietil-3-(3,4,5-trimetoxif enil)
acrilamida

H,CO /\@
H,CO
OCH,

2: N-benzil-3-(3,4,5-trimetoxifenill)
acrilamida

H,;CO
OCH,

5: N-(-4-clorobenzil)-3-
(3.,4,5-trimetoxifenil)acrilamida

o OH
H;CO A
H
H,CO
OCH,

8: N-(4-hidroxifenetil)-3-
(3,4,5-trimetoxifenetil)acrilamida

o

Hscow N /\r
H
H;CO

OCH;3
3: N-isobutil-3-
(3,4,5-trimethoxifenill)acrilamida

o
H;CO N NQ
H;CO
OCH;3
6: 1-(-Pirrolidin-1-il)-3-

(3,4,5-trimetoxifenil)
prop-2-en-1-ona

Fonte: Oliveira, 2016.
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O procedimento reacional foi o0 mesmo para a preparacdo de todas as
amidas. Cerca de 100 mg do acido 3,4,5-trimetéxi-cindmico foi dissolvido com
aproximadamente 0,06 mL de trietilamina e 0,9 ml de dimetilformamida em balédo de
fundo redondo, sob banho de gelo e agitacdo magnética. Em seguida adicionou-se
cerca de 0,05 mL da respectiva amina, posteriormente foi diluido cerca de 200 mg
de BOP em 0,9 mL de diclorometano, e foram adicionados no meio reacional. A
reacdo foi mantida em banho de gelo por 30 minutos em constante agitacédo
magnética, apos esse tempo foi retirada do banho de gelo, deixando em temperatura
ambiente. As reacdes foram monitoradas através de placas de cromatografia de
camada delgada analitica (CCD) de silica gel, utilizando como eluente uma mistura
de hexano e acetato de etila. O final das reacdes foi indicado por meio da auséncia
mancha do material de partida na placa cromatogréafica, que quando o material de
partida € consumido, desaparece da placa. Ao fim dos procedimentos reacionais, as
amostras foram concentradas em rota-evaporador, e seguiram para 0s processos de
extracao.

O procedimento de extracdo utilizado foi semelhante para todos, da seguinte
forma: ap6s a concentracdo no rota-evaporador, para se retirar o excesso de
solvente, o contetudo do baldo foi transferido para um funil de separagéo, neste foi
adicionado agua destilada (10 mL), acetato de etila do tipo P.A (10 mL), e separou-
se a fase organica da fase aquosa; a fase aquosa foi tratada mais duas vezes com
10 mL de acetato de etila. A fracdo organica resultante foi entdo tratada com uma
solucéo de acido cloridrico (1N); seguindo-se, foi tratada com 10 mL de uma solucdo
a 5% de bicarbonato de so6dio (NaHCO3), seguida de agua destilada (10 mL) e por
fim, a fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro (Na,SO,), filtrada e
transferida para um baldo de fundo redondo, onde foi posta para concentrar no rota-
evaporador.

O isolamento foi feito através da coluna cromatografica com silica gel 60,
utilizando como eluentes o hexano e o acetato de etila, com excecado da amida (6)
gue foi utilizado como eluentes o acetato de etila e metanol. Cada procedimento foi
acompanhado através de placas de cromatografia de camada delgada analitica
utilizando os mesmos eluentes. Ao final de cada coluna se obteve a amida em

guestao isolada.
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Na tabela 1 estdo designados os tempos de reagdo, os sistemas utilizados

para cada amida, o aspecto de cada amostra, e 0s respectivos rendimentos das

amidas obtidas.

Tabela 1 - Tempo de reacdo, sistema utilizado, rendimentos e aspecto das amidas

preparadas
Tempo de _ _
Amidas reacao (h) Sistemas Pr.oporgéo Rendimento  Aspecto
sistemas (%)
(1) N-(benzo [d] [1,3]
dioxol-5-ilmetil)-3- Acetato de etila _ sélido
(3,4,5-trimetoxifenil) 3 e hexano 11 64,28 amarelo
acrilamida
(2) N-benzil-3-(3,4,5-
trimetoxifenil) 18 Acetato de etila 46 74,96 solido branco
acrilamida e hexano '
(3) N-isobutil-3-(3,4,5-
trimetoxifenil) 18 Acetato de etila 64 58,19 sélido
acrilamida e hexano ' marrom
(4) N-(-4-metilbenzil)-3-
(3,4,5-trimetoxifenil) 19 Acetato de etila 64 63,07 sélido
acrilamida e hexano ' amarelado
(5) N-(-4-clorobenzil)-3-
(3,4,5-trimetoxifenil) 8 Acetato de 11 70,47 solido branco
acrilamida etila e hexano '
(6) 1-(-pirrolidin-1-il)-3-
(3,4,5- 8 Acetato de 982 86,67 so6lido
trimetoxifenilil) prop- etila e metanol ) marrom
2-en-1-ona
(7) N,N-dietil-3- (3,4,5-
trimetoxifenil) 24 Acetato de 46 43,04 sélido
acrilamida etila e hexano ' amarelado
(8) N-(4-hidroxifenetil)-
3-(3,4,5- 24 Acetato de _ ] 95,65 sélido
. o _ l:le6:4
trimetoxifenil) etila e hexano amarelado
acrilamida

Fonte: Oliveira, 2016.
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As estruturas quimicas das amidas preparadas foram confirmadas por
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear do *H e *C, com excecéo da
amida (8) que ndo pbde ser identificada, pelo fato de que tanto o aparelho de RMN
como o de Infravermelho se apresentam com problemas técnicos, impossibilitando a

leitura da substancia. Posteriormente sera realizada a confirmacgéo da estrutura.

4.2 Avaliacao da atividade antifungica das amidas

A atividade antifungica dos compostos foi realizada no Laboratorio de
Micologia da UFPB pelo grupo da Profd. Dr2. Edeltrudes de Oliveira.

Foram utilizadas as seguintes cepas de Candida spp. para a avaliacdo da
atividade: Candida albicans ATCC-76485, C. albicans ATCC-76645, C. albicans LM-
111, C. albicans LM-122, Candida tropicalis ATCC -13803, C. tropicalis LM-31, C.
tropicalis LM-71, C. tropicalis LM-14. O método utilizado nos ensaios foi a técnica de
microdiluicdo em caldo (CLEELAND e SQUIRES, 1991) com a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) dos produtos testados; os quais foram
avaliados nas concentragdes que variaram de 1024 a 64 pg/mL. Os ensaios foram
realizados em duplicata, e ap6s a determinacdo da CIM foi feito o calculo para
determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM), onde os resultados foram

expressos por média geométrica dos valores de CIM e CFM.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados espectroscopicos das amidas preparadas

1. N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il-metil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida

(o)
H;CO (o)
D
H
H,CO o
OCH,

IV (KBr, cm™): 3257, 3061, 2963, 1665, 1603, 1553, 1125, 1010, 858.
RMN *H (CDCls, 200 MHz): & 7,47 (d, J = 15,5 Hz, 1H): 6,74 — 6,57 (m, 5H); 6,30 (d,
J =15,5 Hz, 1H); 5,83 (s, 2H); 4,32 (t, J = 11,9 Hz, 2H): 3,77 (s, 3H); 3,74 (s, 6H).

RMN 3C (CDCl3, 50 MHz): & 165,9; 153,4; 147,9; 147,0; 141,2; 139,5; 132,1; 130,5;
121,2; 120,0; 108,5: 108,3; 105,0; 101,1; 61,0; 56,1; 43,7.

2. N-benzil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida

(o)
H,CO
| )
H
H,CO
OCH,

IV (KBr, cm™): 3289, 3082, 2957, 1653, 1620, 1557, 745,
RMN H (CDCls, 200 MHz): & 7,54 (d, J = 15,5 Hz, 1H): 7,36 — 7,20 (s, 5H); 6,66 (s,
2H); 6,36 (d, J = 15,5 Hz, 1H); 4,51 (d, J = 5,7 Hz, 2H): 3,82 (s, 3H): 3,80 (s, 6H).

RMN 3C (CDCl3, 50 MHz): & 165,9; 153,4; 141,3; 138,2; 130,5; 128,8; 127,9; 127,6;
120,0; 104,9; 61,0; 56,1; 43,9.
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3. N-isobutil-3-(3,4, 5-trimetoxifeni|)acriIamida

H,CO /\(
H,CO
OCH;,
IV (KBr, cm™): 3304, 3072, 2947, 1655, 1618, 1544, 1468, 1368.
RMN H (CDCls, 200 MHz): & 7,52 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 6,70 (s, 2H): 6,38 (d, J =
15,5 Hz, 1H): 6,12 (s, 1H): 3,84 (s, 3H): 3,83 (s, 6H); 3,19 (t, J = 6,4 Hz, 2H); 1,90 —
1,75 (m, 1H); 0,93 (d, J = 6,7 Hz, 6H).

RMN *3C (CDCl3, 50 MHz): & 166,2; 153,4; 140,9; 139,5; 130,5; 120,2; 104,9; 61,0;
56,2; 47,3; 28,7; 20,2.

4. N-(4-metilbenzil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida

H,CO
OCH,
IV (KBr, cm™): 3252, 3013, 2936, 1651, 1609, 1462, 691.
RMN H (CDCls, 200 MHz): & 7,53 (d, J = 15,5 Hz, 1H); 7,22 — 7,05 (m, 4H); 6,66 (s,
2H); 6,34 (d, J = 15,5 Hz, 1H); 4,47 (d, J = 5,5 Hz, 2H); 3,82 (s, 3H); 3,80 (s, 6H);
2,29 (s, 3H).

RMN *3C (CDCls, 50 MHz): 5 165,6; 153,3; 141,1; 139,4; 137,2; 135,0; 130,3; 129,3;
127,8; 120,0; 104,8; 60,9; 56,0; 43,6; 21,0.

5. N-(-4-clorobenzil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida

(0]
H,CO
X N/\©\
H
H,CO cl

OCH;
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IV (KBr, cm™): 3292, 3071, 2930, 1904, 1651, 1616, 1452, 683.

RMN *H (CDCls, 200 MHz): 8 7,56 (d, J = 15,5 Hz, 1H); 7,40 — 7,11 (m, 4H); 6,70 (s,
2H); 6,38 (d, J = 15.5 Hz, 2H); 4,50 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 3,85 (s, 3H); 3,83 (s, 6H).
RMN *3C (CDCls, 50 MHz): 8 166,0; 153,4; 141,5; 139,7; 136,9; 133,3; 130,4; 129,2;
128,9; 119,8; 105,0; 61,0; 56,1, 43,1.

6. 1-(-Pirrolidin-1-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

(0]
H;CO
| O
H,CO
OCH,

IV (cm™): 3049, 2963, 1709, 1645, 1603, 1450.
RMN 'H (CDCls, 200 MHz): & 7,59 (d, J = 15,4 Hz, 1H); 6,72 (s, 2H); 6,59 (d, J =
15,4 Hz, 1H); 3,86 (s, 6H); 3,84 (s, 3H); 3,68 — 3,51 (m, 4H); 2,10 — 1,74 (m, 4H).

RMN *3C (CDCls, 50 MHz): & 164,8; 153,4; 142,0; 139,5; 130,9; 118,0; 105,1; 61,0;
56,2; 46,8; 46,2; 26,2; 24,4.

7. N,N-dietil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida

(o)
H;CO
3 \ N/\/\
H
H,CO
OCH,

IV (KBr, cm™): 3292, 3015, 2933, 1655, 1618, 1460, 1418.
RMN H (CDCls, 200 MHz): & 7,50 (d, J = 15,5 Hz, 1H); 6,68 (s, 2H); 6,36 (d, J =
15,5 Hz, 1H); 3,83 (s, 3H); 3,82 (s, 6H); 3,46 — 3,25 (m, 2H); 1,71 — 1,21 (m, 4H);
0,90 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

RMN *3C (CDCl3, 50 MHz): & 166,0; 153,4; 140,6; 139,4; 130,6; 120,4; 104,9; 61,0;
56,1; 39,6; 31,8; 20,2; 13,8.
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5.2 Avaliacédo da atividade antifungica das amidas preparadas

No presente estudo foram preparadas oito amidas e analisada a atividade
antifangica dos compostos pelo método de microdiluicho em caldo, determinando
assim a capacidade inibitéria maxima (CIM) das amidas bioativas. Os resultados

foram explanados na tabela 2.

Tabela 2 - Resultados da avaliacdo da atividade antifungica em CIM (ug/mL) contra Candida
spp. das amidas preparadas

»n 12 %) n

e | g |z 2 |3 |% |5 |3

g 8 g 8 o = 13) 13)

3 © = © °©

28 | 29 |2 = ey | © & 3
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. < < T © © © 5® = = =
Substéancias c L c © o] c B © © ©
o o od =IPN! o Sd o -
(ug/mL) / T Q 5 Q T g T o TQ | T5® | TR TS
c O c O c o c c O c s c J c
T Q o = c = T [ o = c =
Leveduras Oo< o< (& I (S Oo< o - O3 O3

OCH,
(1

0
H;CO N H/C[O)
H,CO 0 + + + + + + + +
)

0
H,CO N N/\@
H
H;CO

OCH, + + + + + + + +
()
0
H3CO NP
N
H3CO
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Tabela 2: Resultados da avaliacdo da atividade antifungica em CIM (ug/mL) contra Candida
spp. das amidas preparadas (Continuacao)

"
2 e e |2 |5 |T |® |%®
g s |8 |8 |& |2 |& S
S8 2g | 2 ) o8 o ) o
A © < T © © © i) e = =
Substéancias c © © O o s < O - @ -
ol o od oq o S d T 4 .
(Mg/mL) / 5 Q 5 © TS |Ta | T T® | TR TN
c O c O c 2 c . c O c s c c
S T - c = c = S [ T = c =
Leveduras O < O < O3 O3 O < o- O3 O3
0
H,CO WA\
H,CO Hmc| 1024 1024 1024 | 1024 1024 1024 1024 1024
OCH,
(5)
0
H,CO N NQ
HyCO + + + + + + + +
OCH;,
(6)
o
HiCO NN + + + + + + + +
H,CO
OCHj,
(1)
0 OH
H,CO 256 256 256 256 256 256 512 512
3 A I’:ll
H,CO
OCH,
8
Meio de cultura + + + + + + + +

Controle

(+): Crescimento do

microrganismo.

microrganismo. (-):

Fonte: Oliveira, 2016.

Nao houve crescimento do

Na atividade antifungica, a CIM, expressa em pug/mL, das amidas bioativas foi

considerada a menor concentragcao capaz de inibir o visualmente o crescimento do

microrganismo, quando comparado ao controle contendo o meio de cultura e o
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in6culo. A atividade antimicrobiana das amidas preparadas foi interpretada com
atividade e sem atividade, conforme os seguintes critérios de CIM: 50-500 pug/mL é
considerado um composto com bioatividade 6tima; 600-1500 pg/mL é considerado
um composto de moderada bioatividade; acima de 1500 yg/mL é considerado um
composto com fraca bioatividade ou produto inativo frente as cepas de Candida spp.
(SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON, 2007).

Entre as oito amidas sintetizadas, apenas trés amidas apresentaram
atividade frente as cepas de leveduras do género Candida, duas amidas
apresentaram uma atividade moderada e a outra uma Otima atividade biolégica. A
N-(4-hidroxifenetil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (8) foi a substancia de melhor
atividade biolégica, apresentando os valores menores de CIM frente a todas as
cepas testadas, porém nao foi possivel analisar seus espectros de Infravermelho e
de Ressonéancia magnética nuclear em funcédo de um problema nos aparelhos que
fazem essa leitura. Posteriormente serdo realizadas as identificagcbes das moléculas.
Por enquanto, temos certeza de que o produto foi formado através das placas de
cromatografia de camada delgada analitica. No presente trabalho além de ter sido
avaliada a atividade antifungica frente a cepas de Candida spp, também foram
definidas as relacdes estrutura-atividade das amidas obtidas.

Com base nisso, observou-se que as trés substancias que apresentaram
bioatividade possuem como substituinte um anel aromatico monossubstituido, que é
0 caso das amidas: N-(4-metillbenzil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (4), N-(-4-
clorobenzil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (5) e N-(4-hidroxifenetil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)acrilamida (8), que apresentam monossubstituicdo e foram bioativos
frente a todas as cepas de Candida.

A primeira substancia analisada foi a N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il-metil)-3-
(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (1), composto que apresenta o grupo diéxi-metilénico
no anel aromatico que é derivado da amina utilizada, ndo foi bioativa frente as
cepas, sugerindo que a presenca deste grupo nao resulta em bioatividade.

O composto N-benzil-3-(3,4,5-trimetoxifenil) acrilamida (2) apresenta apenas
um anel aromatico sem substituicdo, onde se pode sugerir a ndo bioatividade
comparando-o com os compostos N-(4-metilbenzil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida
(4), N-(-4-clorobenzil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (5) e N-(4-hidroxifenetil)-3-
(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (8), que apresentam monossubstituicdo e foram

bioativos.
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A amida N-isobutil-3-(3,4,5-trimetoxifenil) acrilamida (3) e a N,N-dietil-3-
(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (7) possuem um grupo alquilico ligado ao nitrogénio,
na forma de cadeia carbdnica que nao resulta em atividade biolégica. Os compostos
N-(4-metilbenzil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (4) e o N-(-4-clorobenzil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)acrilamida (5) apresentaram bioatividade moderada frente as cepas de
C. albicans e C. tropicalis com CIM de 1024 pg/mL, visto que a presenca do anel
monossubstituido proporcionou uma atividade moderada. A 1-(-pirrolidin-1-il)-3-
(3,4,5-trimetoxifenilil)prop-2-en-1-ona (6) possui um anel pirrélico como substituinte
qgue nao causou nenhuma sensibilidades nas cepas testadas.

Entre as substancias bioativas se observa que a natureza moderadamente
eletronegativa ou eletropositiva do grupo quimico nédo influencia na bioatividade, pois
0 grupo doador de elétrons como a metila presente na N-(4-metilbenzil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)acrilamida (4) ou o retirador de elétrons como o cloro presente na N-(-
4-clorobenzil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida  (5), resulta em  derivados
equipotentes.

Contudo no derivado N-(4-hidroxifenetil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)acrilamida (8),
a presenca da hidroxila fendlica resultou em um aumento da poténcia fungicida,
sendo quatro vezes mais potente para a maioria das cepas, inibindo quase todas as
cepas com CIM de 256ug/mL, com excecado das cepas Candida tropicalis LM-71 e a
Candida tropicalis LM-14 com uma CIM de 512 pg/mL. Além disso, compostos
fendlicos como € o exemplo de derivados do acido ferdlico e o éacido 4-O-
acetilferulico sdo bioativos, inibindo o crescimento de C. albicans e C. krusie, como
também compostos fendlicos como timol e carvacrol possuem atividades contra
ampla gama de bactérias e fungos patogénicos e sdo empregados na industria para
a producédo de enxaguantes bucais e cremes dentais (VIDO, 2004; GUZMAN, 2014).
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6. CONCLUSOES

No presente estudo, foram preparadas oito amidas estruturalmente
relacionadas, utilizando o acido 3,4,5-tirmetoxi-cinamico como material de partida,
onde foi reagido com oito aminas estruturalmente diferentes. A avaliacdo dos
produtos contra Candida spp., resultou em trés compostos bioativos, sendo que um
apresentou uma o6tima bioatividade, enquanto as outros dois apresentaram uma
bioatividade moderada.

Na andlise da relacdo estrutura-atividade, péde-se observar que a presenca
do anel aromatico com o grupo dioxi-metilénico, do anel aromatico sem substituicao,
grupos alquilicos ligados ao nitrogénio acarretam uma nao bioatividade por parte da
molécula. Ja a presenca de uma hidroxila fendlica ligada ao anel aroméatico
monossubstituido resultou em um aumento da poténcia antifungica, sendo quatro
vezes mais potente na maioria das cepas, em relacdo as outras duas substancias
gue também se apresentaram bioativas.

Com base nos resultados obtidos, as amidas com substituintes fendlicos
mostram-se interessantes para o desenvolvimento de novos protétipos de farmacos

antifangicos seguros.
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