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RESUMO

NASCIMENTO, Lazaro Gomes. Preparacdo de ésteres nitrocinamicos e avaliacao
da sua atividade antimicrobina. 115p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos) Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba,

Jodo Pessoa, 2017.

O presente trabalho teve como objetivo preparar uma série de ésteres derivados do
acido trans-2-nitrocinamico, através da esterificacdo de Fischer, substituicdo
nucleofilica com haletos e reacdo de Mitsunobu. Todos os derivados foram submetidos
a testes antimicrobianos pelo método de microdiluicdo em caldo, tendo como controles
positivos os antimicrobianos cloranfenicol e nistatina. O referido estudo resultou na
obtencédo de 14 ésteres do &cido trans-2-nitrocinamico com rendimentos variando entre
25 e 98%, sendo nove derivados inéditos na literatura,caracterizados por
métodosespectroscopicos de infravermelho, ressonincia magnética de *H e 3C, bem
como porespectrometria de massas de alta resolucdo. O resultado da avaliacéo
antimicrobiana demonstrou que dez ésteres apresentaram atividade antifungica frente a
espécies do géneroCandida. Enquanto, dois derivados foram bioativos no teste
antibacteriano. Destes, os ésteres EL4, EL6 e EL14 foram os derivados que obtiveram
concentracdes inibitérias minimas antifingicas mais promissoras com CIM que
variaram entre 128 e 256 ug/mL, sendo consideradas atividades fortes. Com relacdo a
atividade bacteriana, os derivados EL12 e EL13 demostraram atividade sobre a espécie
de Pseudomonas aeruginosacom CIM 512ug/mL. Esses resultados demonstram que o
aumento da cadeia alquilica no substituinte, até determinado tamanho, e a presenca de
hidroxila, metoxila ou cloro na posicéo para do anel aromético influenciam a atividade
antifangica dos ésteres 2-nitrocindmicos.

Palavras-chaves: acido cinamico, atividade antifungica, atividade antibacteriana.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Lazaro Gomes. Preparation of nitrocinamic esters and
evaluation of their antimicrobial activity. 115p. Dissertation (Graduate
Program in Natural Products and Synthetic Bioactive) - Health Sciences

Center, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2017.

The present work aimed to prepare a series of esters derived from trans-2-nitrocinnamic acid,
through Fischer esterification, nucleophilic substitution with halides and Mitsunobu reaction.
All the derivatives were submitted to antimicrobial tests by the microdilution method in
broth, and the antimicrobials chloramphenicol and nystatin as positive controls. This study
resulted in the obtaining of 14 esters of trans-2-nitrocinnamic acid in yields ranging from 25
to 98%, nine of which were unpublished in the literature, and characterized by infrared spec-
troscopic methods, *H and *3C magnetic resonance, as well as High resolution mass
spectrometry. The results of the antimicrobial evaluation showed that ten esters presented
antifungal activity against Candida species. While two derivatives were bioactive in the an-
tibacterial test. Of these, the EL4, EL6 and EL14 esters were the derivatives that obtained the
most promising antifungal minimum inhibitory concentrations with MIC ranging from 128
to 256 pg / mL and considered to be strong activities. Regarding the bacterial activity, EL12
and EL13 derivatives showed activity on the Pseudomonas aeruginosa species with MIC 512
ng / mL. These results demonstrate that the increase of the alkyl chain in the substituent up
to a certain size and the presence of hydroxyl, methoxy, or chlorine at the para position of
the aromatic ring influence the antifungal activity of the 2-nitrocinnamic esters.

Key words: cinnamic acid, antifungal activity, antibacterial activity.
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1. INTRODUCAO

O surgimento de surtos epidemiolégicos provocados por micro-organismos vem
intensificando o estudo de novos farmacos. Como exemplo, as infec¢bes fungicas, as quais,
nos Ultimos vinte anos, tém crescido de forma alastrante, principalmente, as infeccoes
sistémicas e as oportunistas invasivas. Entre estas, a mais comum € a candidiase, seguida da
aspergilose, que apresenta maior mortalidade. O aumento no numero de infec¢bes flngicas
deve-se a fatores como a imunossupressdo causada pela Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) ou induzida por transplantes ou, ainda, resultante da quimioterapia com
antitumorais. Outros possiveis fatores incluem o uso indiscriminado de antimicrobianos de
largo espectro, o uso cronico de corticoides, a pratica de procedimentos médicos invasivos,
como cirurgias, e 0 uso de catéteres, como na nutricdo parenteral e hemodialise (BERGOLD
E GEORGIADIS,2004; BARBEDO E SGARBI, 2010).

Dentro dessa Otica, encontra-se, ainda, outro ponto que contribui de forma
significativa para o agravamento das doengas causadas por micro-organismos: a resisténcia
dos mesmos a algumas classes de farmacos j& existentes no mercado. Segundo Bergold e
Georgiadis (2004), os medicamentos antifingicos para infec¢bes sistémicas, utilizados
atualmente, ndo satisfazem a necessidade médica completamente, devido a problemas
relacionados ao espectro, poténcia, seguranca e propriedades farmacocinéticas dos
agentesdisponiveis.

Dessa maneira, observa-se um aumento na incidéncia das infec¢bes fungicas
sistémicas e 0 consequente aumento na mortalidade populacional relacionada. Sabe-se que
Candida albicans é estimada como a responsavel por 50 e 60% dos casos de infeccoes
invasivas (PERLROTH, CHOI, SPELLBERG, 2007 e PFALLER, DIEKEMA, 2007).

As bactérias sdo parte integral e inseparavel da vida na terra. Elas sdo encontradas em
qualquer lugar, revestem a pele, as mucosas e cobrem o trato intestinal doshomens e dos
animais. Elas estdo intrinsecamente ligadas as vidas de organismos e aos amplos ambientes
em que habitam. A resisténcia aos antibidticos é inevitavel e irreversivel Uma consequéncia
natural da adaptagdo da célula bacteriana a exposi¢do aos antibidticos. O uso intenso de
antibioticos na medicina, na producdo de alimentos para animais e na agricultura tem causado
um aumento na resisténcia aquelas drogas em todo mundo. A resisténcia antimicrobiana
tornou-se o principal problema de saide puablica no mundo afetando todos os paises,
desenvolvidos ou ndo. Ela é uma inevitavel consequéncia do uso indiscriminado de

antibioticos em humanos e animais.
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Na Europa e na América do Norte, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), Streptococcus pneumoniae ndo susceptivel a penicilina (PNSSP), enterococos
resistente & vancomicina (VRE) e Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase de

espectro ampliado (ESBL) tém emergido e se espalhado nos hospitais e nas comunidades.

Diante desses fatos, percebe-se que se faz necessario o surgimento de novos farmacos
que oferecam um tratamento seguro e eficaz para as micoses. Contudo, na busca de novos
candidatos a farmacos, a sintese quimica se torna um caminho viavel e pratico, quando
comparada ao desenvolvimento de farmacos através de outros seguimentos, como: biologia
molecular e abordagens da farmacogenética (LLOYD-WILLIAMS et al., 1997). Segundo
Baig e colaboradores (2014), ao se unir a sintese quimica com os conhecimentos do design de
farmacos, utilizando a assisténcia computacional ou vice-versa, aumenta-se a confiabilidade
dos resultados propostos de prototipos, tornando-os mais eficazes e mais eficientes
produzindo assim menos efeitos adversos.

Os métodos atuais de QSAR ( relacdo estrutura atividade quantitativa), isto é, o estudo
das relacBes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica de farmacos, tém contribuido
significativamente com a geracdo de novos conhecimentos acerca da contribuicdo qualitativa
e quantitativa de propriedades fisico-quimicas que influenciam a acdo de farmacos.
Paralelamente, também tem contribuido de forma importante com a otimizacdo do
desempenho de farmacos ja existentes, conhecimentos estes que estdo sendo cada vez mais
utilizados ou absorvidos pela industria farmacéutica (TAVARES, 2004).

Os acidos cinamicos sdo um grupo de acidos carboxilicos aromaéticos (C6-C3) que
aparecem naturalmente no reino vegetal, tais compostos e seus derivados sdo bem conhecidos
por suas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas: antimicrobianos, antioxidantes, anti-
inflamatorios, (DACUNHA et al., 2004). Alguns derivados de &cido cindmico representam
metabolitos secundarios em plantas e tém sido objeto de um grande numero de estudos
quimicos, bioldgicos, agricolas e médicos, sendo a categoria mais importante os acidos
hidroxicinamicos (URQUIAGA E LEIGHTON,2000).0s ésteres cinamicos sdo produzidos
por algumas plantas como, Alpinia malaccensis var. nobilis. Como exemplo, tem-se o (E)-
metil cinamato, contido no éleo essencial extraido das folhas, rizomas e caules da planta, o
qual possui boa atividade antioxidante (NORAZAH et al., 2005).

Além disso, 0 6leo mostrou um amplo espectro de atividade antimicrobiana. Devido a
alta atividade antioxidante e antimicrobiana, as folhas dessas espécies de A. malaccensis

podem ser incorporadas em produtos de alivio da pele e conservantesnaturais para inibir a
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deterioracdo dos alimentos.

Sobretudo, devido a esta boa atividade, sugeriu-se que o Oleo pode ser um candidato a
substancia bioativa com possivel potencial para utilizacdo na protecao da pele contra doencas
oxidativas, como também antioxidantes naturais e agentes antimicrobianos em industrias de
alimentos e confeitarias (SAHOO; SINGH; NAYAK, 2014).

Tendo em vista os problemas abordados da resisténcia dos micro-organismos aos
medicamentos atuais com consequente aumento das infecgdes fungicas, o presente estudo,
desenvolvido no laboratério de Quimica Farmacéutica/DCF/CCS/UFPB, teve como objetivo
preparar moléculas estruturalmente relacionadas que tenham uma potencial atividade
inibitéria contra bactérias e principalmente fungos patogénicos. Consequentemente, foi
preparada uma colecdo de ésteres cindmicos estruturalmenterelacionados com substituintes
variados os quais foram adicionados a carbonila do acido nitrocindmico e assim foi possivel
observar quais substituintes foram importantes para atividade antimicrobiana. Espera-se que 0
estudo traga mais informacGes sobre a relacdo estrutura-atividade da molécula em modelos

em que haja a substituicdo da hidroxila do acido por cadeias carbénicas alifaticas earomaticas.
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2. FUNDAMENTACAOTEORICA
2.1. Considerac0es gerais sobre bactérias e fungospatogénicos
2.1.1. Staphylococcusaureus

O Staphylococcus aureus constitui um importante agente patogénico que causa uma
variedade de doencas, incluindo abcessos profundos e endocardite (DAS et al.,2016). S.
aureus sdo bactérias gram positivas e as maiores causadoras de infeccbes adquiridas,
principalmente, em ambientes hospitalares. A resisténcia aos agentes antimicrobianos é
prevalente nesta espécie (PALOMBO & SEMPLE, 2002). Estes micro-organismos S&o
patdégenos humanos e de outros mamiferos, e integram a microbiota da pele (comensais).

Os seres humanos sdo reservatorios naturais de S. aureus, uma bactéria que coloniza
principalmente as narinas, vagina, faringe, e/ou superficies da pele danificada (ANSTEAD et.
al., 2014). Uma vez rompida a barreira de protecdo natural, ha a disponibilidade de acesso do
microrganismo as camadas subjacentes e, em condi¢fes favordveis, pode-se instalar uma
infeccdo (VAN et al.,2012 E WEINTROB et al.,2015).

Um dos grandes problemas atuais, principalmente no ambiente hospitalar, € o
desenvolvimento de infec¢do por cepas de S. aureus resistentes a antibidticos. A partir da
década de 60, o uso constante de penicilinas, como a oxacilina, no tratamento de infeccOes
estafilococicas, favoreceu o surgimento de cepas resistentes a esses antimicrobianos. A
principio, as cepas de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA),geralmente apresentavam
resisténcia estendida a todos os antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos e, assim, essa
bactéria se tornou um dos principais agentes de infeccdo hospitalar no inicio da década de 70
e que persiste até os dias atuais (FINAN et al., 2001; SOUSA et al., 2011).

2.1.2. Staphylococcusepidermidis

Os estafilococosepidermidis,coagulase-negativos, (SCN) sdo parte da microbiota
normal da pele humana. Certas espécies de SCN preferem locais especificos, enquanto outras
ocorrem em lugares ndo especificos do nosso corpo (KLOOS E MUSSELWHITE, 1975;
GRICE E SEGRE, 2011). Em contraste comS. aureus, o0 SCN coloniza boa partedo ser
humano, a exemplo da espécie: Staphilococcu epidermidis, que é a espécie de SCN mais
frequentemente encontrada no corpo humano e um colonizador comum das axilas, cabeca e
narinas (KLOOS E MUSSELWHITE, 1975; KLOOS E SCHLEIFER, 1986) A colonizacéao
da espécie S. epidermidis desempenha um papel importante em manter a microbiota da pele

saudavel, pela competicdo com microrganismos potencialmente nocivos, como S. aureus.
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Por outro lado, S. epidermidis é também reconhecido como um importante patégeno
oportunista que pode causar problemassignificativos ao atravessar a barreira epitelial,
especialmente, durante a infec¢do associada ao biofilme de dispositivos médicos internos. A
maioria dasdoencas causadas por S. epidermidis e outros SCN sdo de carater crbnico e
ocorrem como infeccdes relacionadas a dispositivos (como cateter intravascular ou infec¢oes

de préteses articulares) e suas complica¢cdes (ROGERS et al., 2009).

2.1.3. Consideraces 0 género Candidaspp.

O género Candida abriga mais de 200 espécies de patdgenos humanos, dentre as mais
importantes estdo: Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei. Quando ha
alteracdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro, através de procedimentos médicos
invasivos e comprometimento de barreiras anatdbmicas por queimaduras, por exemplo, tais
fatores favorecem a proliferagdo do microrganismo e 0 consequente desenvolvimento da
infecgdo. As InfeccOes fungicas invasivas com taxas alarmantes de mortalidade aumentaram
significativamente nas Gltimas décadas (CASTELLI et al.,2014). Mais de 70% das infeccdes
acometem pacientes internados causadas por Candida spp., apresentando-se

predominantemente como candidemia (HORN et al.,2007).

Este género produz diversos fatores de viruléncia, destacando proteinases e lipases. O
iniciodessas infec¢bes geralmente ocorrem por mudancas na relacao parasito/hospedeiro. As

infeccdes da pele e mucosas se dao por altera¢bes de hidratacdo, pH, concentracdo de
nutrientes, alteracbes da microbiota, etc. Quando se trata de infecches sistémicas,
frequentemente as mesmas estdo associadas a uma imunossupressao do hospedeiro (SIDRIM
et al., 2004). As infeccBes por fungos oportunistas, como a Candida, acometem
principalmente pacientes submetidos a transplante de 6rgdos, de medula éssea, comsindrome
de imunodeficiéncia adquirida(AIDS), usuarios de imunossupressores,pacientes em
tratamento de cancer, aqueles que foram submetidos a grandes cirurgias, como também idosos
e recém-nascidos (WISPLINGHOFF et al., 2004).

Um dos atributos significativamente importantes de C. albicans é a formacdo de
biofilmes em superficies sdlidas, tais como esmalte dentério e valvulas cardiacas humanas
numa forma tridimensional. Esses biofilmes podem se desenvolver em dispositivosmédicos
implantados, provocando graves quadros de infeccbes (KABIR; HUSSAIN E
AHMAD,2012).Existem outras espécies de Candida que sdo mais resistentes aos
antifngicos: a espécie C. krusei € conhecida como um patdgeno resistente a uma ampla
quantidade de antiflngicos, principalmente a sua resisténcia intrinseca ao fluconazol a qual

tem sido um problema para
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pacientes em geral principalmente os imunocomprometidos (HIV- positivos, com
leucemia, hanseniase, dentre outros). Com relacdo C. tropicalis, os estudos comprovaram que
ela também parece apresentar um grande potencial de disseminacdo em pacientes
neutropénicos (COLOMBO et al.,2007).De acordo com alguns estudos epidemioldgicos, C.
tropicalis estd associada a maior mortalidade do que C. albicans ou outras espécies
(JORDAN et al., 2014; COLOMBO et al.,2007; EGGIMANN, GARBINO, PITTET, 2003;
KONTOYIANNIS et al.,2001).

2.1.4. Farmacos usados na terapiaantifungica

As trés classes principais de agentes antifungicos utilizados para tratar infecgdes
fangicas invasivas sdo 0s polienos, os azdis e as equinocandinas. Os polienos, como a
anfotericina B, por exemplo, ligam-se ao ergosterol, o esterol principal das membranas
celulares fungicas, formando poros que aumentando a permeabilidade da mesma, o que leva a
morte celular. Os Azdis interrompem a biossintese do ergosterol, inibindo a enzima lanosterol
14a-desmetilase e consequentemente inibindo a replicagdo fungica. Jas as equinocandinas,
por sua vez, atuam inibindo a sintese de B-1,3-D-glucano, um componente integral da parede
celular fangica, causando um enfraquecimento da parede celular, lise celular e morte
(CHANDRASEKAR, 2011 e ODDS et al.,2003).

Dos poucos agentes antifungicos disponiveis para tratar infecces flngicas invasivas,
infelizmente, os azois sdo geralmente fungistaticos em vez de fungicidas e o uso prolongado
contribui para o desenvolvimento de resisténcia (KHAN et al.,2010). Os polienos, apesar de
apresentarem baixas taxas de resisténcia, sdo muito toxicos. As formulagdes lipidicas da
anfotericina B (menos tdxicas que a anfotericina B convencional) e as equinocandinas (uma
nova classe antifungica) sdo ambas proibitivamente dispendiosas (CHANDRASEKAR, 2011
e NEOH et al.,2014). Assim, o desenvolvimento de novos farmacos antifingicos, como
também novas estratégias terapéuticas sdo urgentemente necessarios (CASTELLI et al.,2014).
No Quadro 01,na pagina seguinte, se observa como agem os agentes antifingicos de forma

sucinta.
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Inibe 14-o desmetilase (lanos-
terol desmetilase), esgotando o
ergosterol da membrana celular,

prejudicando a fluidez da
membrana, e levar a uma
acumulacao de esterdis metilado
14-a,toXicos, 0 que resultana
morte da célula fungica

Mata a levedura principal- mente
por se ligar ao ergosterol,
podendo formar poros que

desenvolve a saida de ions da
célula

Inibe a sintese do polimero a

base de (1,3)-f-glucano, im-

portante componente da pa-
rede ceular fungica

HEERES
et al.2010

TEVYASHOVA
et al.2013

DENNING, 2003

Quadro 1.Sitios de acdo e mecanismos de antifingicos sistémicos.
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2.2. Consideracdes sobre os compostoscinamicos

Os fenilpropandides e seus derivados estdo presentes em muitos extratos de plantas
bioativos. Geralmente sdo encontrados na forma oxidada, podendo apresentar grupos
hidroxilicos na cadeia alifatica ou no anel aromatico. Varias atividades farmacoldgicas tém
sido atribuidas aos derivados de acidos fenilpropandicos. (DE SOUSA, 2012).

Um dos representantes dessa classe é o acido cindmico e seus derivados ésteres, 0S
quais sdo um grupo de compostos aromaticos carbonilados (C6-C3) que sdo encontradosno
reino vegetal. Eles sdo formados na rota bioguimica do &cido chiquimicoa qual produz
lignina, o material polimérico que fornece suporte mecéanico para a parede celular da planta
(XU et al.,2009). Os acidos cinamicos ocorrem em todas as plantas verdes
(LICHTENTHALER E SCHWEIGER, 1998), embora em quantidades diminutas ligadas
covalentemente as paredes celulares (KROON E WILLIAMSON, 1999), mas também nos
orgdos reprodutivos de plantas com flores (MARTIN-TANGUY et al.,1978). Os &cidos
cinamicos sdo formados na via biossintética levando a derivados fenilpropanoides, cumarinas,
lignanas, isoflavonoides, flavonoides, estilbenos, aurones, antocianinas, espermidinas e
taninos (VOGT, 2010).

Esses metabdlitos secundarios desempenham papéis fisioldgicos fundamentais no
crescimento das plantas, no desenvolvimento, na reproducdo e na resisténcia a doenca
(VERVERIDIS et al.,2007 e SOLECKA, 1997). O primeiro passo desta via é catalisado pela
fenilalanina amo6nia liase (PAL), uma enzima fenilpropandide amplamente distribuida
presente em plantas verdes, algas, fungos e até mesmo em alguns procariontes (HYUN et
al.,2011). Esta enzima desamina L-fenilalanina para produzir o acido cindmico, que sofre
outras transformacdes enzimaticas, produzindo uma diversidade de produtos relacionados
(VOGT,2010).

Os acidos cinamicos estdo prontamente disponiveis a partir de gréos de café, cha, mate,
cacau, macds e peras, bagas, citricos, uvas, verduras brassicas, espinafre, beterraba,
alcachofra, batata, tomate, aipo, faba e cereais (CLIFFORD, 1999). Os &cidos cinamicos
aparecem frequentemente como conjugados éster com acido quinico, conhecidos como acidos
clorogénicos, mas também podem formar ésteres com outros acidos, agucares ou lipidos, ou
formar amidas com aminas aromaticas e alifaticas (GUZMAN, 2014). Devido a sua
ocorréncia comum em plantas e sua baixa toxicidade, (GIL- IZQUIERDO e LAFAY, 2008;
HOSKINS,1984), os derivados do acido cindmico tém atraido muita atencdo de varios
farmacologistas. Nas ultimas décadas, provou-se que os derivados, incluindo compostos

naturais, semi-sintéticos e sinteticos, tém uma variedade de atividades farmacologicas
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Vaérias revisdes e estudos tém aparecido na literatura com foco em uma aplicacdo
medicinal especifica de moléculas cinamicas relacionadas, por exemplo, em anticancerigenos
(BALTAS; BEDOS-BELVAL, DE, 2011), antituberculoses (DE et al.,2012), antimal&ricos
(WIESNER et al.,2001), antifungicos (TAWATA, 1996), antimicrobianos (SOVA, 2012),
antiaterogénicos (LAPEYRE et al.,2005) e atividades antioxidantes (SOVA, 2012). Além
disso, uma série de revisOes dirigidas para os métodos sintéticos utilizados para preparar
acidos cindmicos e moléculas relacionadas tém aparecido na literatura (SHARMA, 2011,
SIMONYAN, 1993). Os &cidos cinamicos também tém sido utilizados por quimicos
medicinais para alterar a poténcia, a permeabilidade, a solubilidade ou outros parametros de
um farmaco ou farmacoforo selecionado (GUZMAN, 2014).

N&o ha duvida de que os &cidos cindmicos atualmente atraem a atencdo dos quimicos
de diferentes perspectivas. Ozagrel (Figura 1), um inibidor de tromboxano A2 sintase, € de
fato um &cido cinamico para-substituido imidazélico que é empregado terapeuticamente para
0 tratamento de acidente vascular cerebral isquémico agudo (ZHANG et al.,2012). O
cinromida(Figura 1) é um farmaco experimental antiepiléptico estudado em ensaios clinicos
durante a década de 80 com um perfil para suprimir as convulsdes generalizadas, mas mostrou
toxicidade consideravel (WILENSKY et al.,1983). A piplartina (Figura 1) é outra molécula
relacionada ao &cido cindmico mostrando um horizonte biol6gico atraente (BEZERRA et al.,
2012). Esta amida cinamica foi isolada pela primeira vez das raizes de Piper tuberculatum
(DE SOUZA; FILHO; MATTOS, 2014), e mais tarde provou ser um promissor anticancer
(BEZERRA et al.,2005; BEZERRA et al.,2007).

“ i Q o 0
@ i X OH Bf@/\)l\lr/\ MeO A I‘é
N, — 0
0] | /. . MeO
zagre Cinromida

OMe Piplartina

Figural.Estruturas quimicas de moléculas terapeuticamente importantes: ozagrel, cinrometo
e piplartina (ZHANG et al.,2012; WILENSKY et al.,1983; BEZERRA et al.,2012).
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2.2.1. Derivados cinamicos com atividadeantimicrobiana

A funcionalidade cinamoila esta presente numa variedade de metabdlitos secundéarios
de origem biossintética fenilpropandica que mostram uma versatilidade farmacologica.
Cinamatos hidroxilados naturais sdo agentes antitumorais extremamente potentes (BALTAS
E BEDOSBELVAL, 2011). Os &cidos cindmicos com substituicdo variada no anel arilico e
seus ésteres foram identificados na propolis iraniana com valores minimos de concentracao
inibitéria (MIC) entre 125 e 500 mg/L contra bactérias e fungos (MOHAMMADZADEH et
al.,2007).

Outros estudos confirmaram o potencial antimicrobiano da prépolis (STEPANOVIC
et al.,2003; KOO et al.,2000). Embora os metabdlitos secundarios tais como os flavonoides e
sesquiterpenoides presentes na propolis possam ter atividade antimicrobiana, os acidos
cinamicos sao susceptiveis a contribuir para o efeito observado. Em um estudo realizado por
(CHANG; CHEN; CHANG,2001;WENet al.,2003,0LASUPOet al.,2003;RASTOGIet al.,
2008;ALVES et al.,2013), o &cido cindmico mostrou um efeito antibacteriano fraco contra a
maioria das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, com valores de CIM superiores a 5,0
mM. O mesmo nivel de poténcia foi observado contra os patdgenos de peixes Aeromonas
hydrophila, Aeromonas salmonicida e Edwardiella tarda com valores de CIM entre 5,6 e 7,7
mM (PRASAD et al.,2014)

A evolucdo dos mecanismos de defesa quimica das plantas contra 0s seus patdgenos
fangicos produziram numerosos metabolicos especializados nas mesmas, tais como terpenos,
policosandis e compostos fendlicos. Com o passar do tempo, os fungos desenvolveram
mecanismos evoluidos para a eliminacdo ou conversdo enziméatica dos compostos tdxicos
usados como defesa pelas plantas. Varias familias de enzimas do citocromo P450 (CYP) de
fungos sdo importantes na desintoxicacdo de toxinas derivadas de plantas, através da
bioconversdo e subsequente canalizacdo dos produtos transformados por meio de vias
metabolicas dos fungos (KOROSEC et al.,2013). Alguns derivados de &cido cindmico
representam metabolitos secundarios em plantas e tém sido objeto de um grande nimero de
estudos quimicos, bioldgicos, agricolas e médicos, sendo a categoria mais importante, 0s
acidos hidroxicinamicos (URQUIAGA E LEIGHTON, 2000), a exemplo, tem-se 0 cinamato
de metila que apresenta Otima atividade antifingica contra cepas aflatoxigénicas de
Aspergillus flavus (LHP-10) (PRAKASH et al. 2012).Sabe-se também que outro estudo
recente propds que os cidos cinamicos causam inibicdo do crescimento de fungos através da
interacdo com o benzoato de 4-hidroxilase, enzima responsavel pela desintoxicagdo aromatica
(KOROSEC et al., 2014).
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Porém, foi em um estudo desenvolvido por Bisogn e colaboradores, que o acido cinamico
demonstrou atividade antifngica com valores de CIM de 1,7 mM contra Aspergillus terreus e
Aspergillus flavus, uma vez que foi mais ativo contra Aspergillus niger com um valor de MIC
de 844 pM. Contra Candida albicans, foi encontrado um valor de MIC de 405 uM
(SCHMIDT et al.,2010). Porém, em outro estudo foi observado que, de uma colecdo de dez
ésteres derivados do acido cindmico,o cinamato de isobutila alcancou valores de CIM de 12 e
14 uM, frente as cepas de A. niger e C. albicans, respectivamente (NARASIMHAN et
al.,2004). As propriedades antimicrobianas de alguns derivados cinamicos estdo descritos no

Quadro 02 na pagina seguinte.

31



NASCIMENTO, L. G./FUNDAMENTACAO TEORICA

Classe Quimica

Composto

Cepas microbianas

Referéncias

Acidos

0
©/\)‘\0H

Acido cinamico

Aeromonas hydrophila
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Candida albicans

(BISOGNO et al.,2007)
(SCHMIDT et al.,2010)

0
Q/\)‘\OH
OH

Acido m-cumarico

Aspergillus e
Mycobacterium

GUZMAN et al.,2014b BI-
SOGNO et al.,2007

Esteres

(0]
©/\)‘\O/

Cinamato de metila

Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Aspergillus terreus

(BISOGNO et al.,2007)
(NARASIMHAN et al.,2004)

O
o~

Cnamato de etila

Aspergillus niger Ba-
cillus subtilis Candida
albicans Escherichia
coli Staphylococcus
aureus

(NARASIMHAN et al.,2004)

(0]
©/\)1\0/\/\

Cinamato de butila

Aspergillus niger Ba-
cillus subtilis Candida
albicans Escherichia
coli Staphylococcus
aureus

(NARASIMHAN et al.,2004)

Quadro 2.Derivados cinamicos e suas atividades antimicrobianas.
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2.2.2. A importancia dos ésteres nitrocinamicos no estudoantimicrobiano

A incorporacdo de cadeias alilicas no composto lider, resulta em andlogos que sao
mais lipofilicos e com menor solubilidade em dgua. Consequentemente, as cadeias carbénicas
aumentam, até certo ponto, a capacidade do farmaco em atravessar a membrana lipidica. A
acdo antifingica de muitos compostos ocorre na membrana, uma atividade estritamente
relacionada a lipofilicidade dos compostos (HASHIGUCHI et al., 1997 E WAHBI et
al.,1994).

Os compostos nitrosos sdo conhecidos por apresentarem diversas atividades, entre as
quais: antimicrobianas, tais como antifingicas (GERSHON et al.,1971; TEBBETS et
al.,2012), muito em virtude do seu potencial redutor. Consequentemente, parte de sua
atividade pode se dar por intermédio dos seus metabolitos reduzidos. Esta classe quimica
pode ser encontrada na natureza, uma vez que muitas plantas produzem metabdlitos de stress
quando sdo expostas a agentes patogénicos ou agentes abidticos, como por exemplo: ions de
metais pesados ou luz UV (KUCA, 1972). Alguns desses metabélitos mostram atividades
fungitoxicas e sdo utilizados como mecanismos de defesa das plantas, a exemplo das
fitoalexinas. De acordo com um trabalho realizado por Hanawa e colaboradores (2000), dois
compostos: 0 2-(4-metoxifenil)-1-nitroetano e 2- (4-hidroxifenil)-1-nitroetano, identificados
como lisichitalexin, isolados de folhas de Lysichitum americanum, mostraram atividades
antifangicas frente as espécies fungicas deFusarium oxysporum e Cladosporium herbarum,
patdgenos de plantas.

Em outro estudo, relatou-se a atividade ascaricida in vitro contra Psoroptes cuniculi,
um &caro de sarna. O trabalho mostrou que a presenca do grupo nitro na posicao orto (0-NO>)
ou meta (m-NOz) no anel benzeno, conduziu a uma melhoria significativa da atividade,
quando comparado aos grupos hidroxi, metoxi, acetoxi, metilenodioxi, bromo e cloro
(ZHANG et al.,2015). Entretanto, foi num trabalho realizado por Tebbets e colaboradores
(2012), onde se utilizou S. cerevisiae para criar um bioensaio de alto rendimento para
identificar novas bibliotecas de moléculas com atividade antifingicas. Os ensaios foram
realizados através de difusdo em disco de colisdes os quais, inicialmente, revelaram os
compostos 13 e 33 como dois farmacos antifingicos com espectro potente e amplo de

atividade contra dois principais patégenos fangicos, A. fumigatus e C. albicans.
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Figura2.Compostos quimicos 13 e 33 contra biofilmes de C. albicans in vitro (adaptado de
TEBBETS et al.,2012).

2.3. Consideracdes sobre a quimica dosésteres

A fungdo carboxila d& origem a varios compostos denominados de derivados dos
acidos carboxilicos, dentre eles estdo os ésteres, formados basicamente a partir da reacéo
entre &cido carboxilico e alcool. Muitos ésteres sdo encontrados na natureza e se destacam
por se apresentarem como compostos apolares, mas, ndo tendo um hidrogénio ligado ao
oxigénio, suas moléculas ndo podem formar ligacdes de hidrogénio fortes umas com as
outras. Como resultado, os ésteres possuem pontos de ebulicdo menores do que os dos acidos
e dos alcoois de peso molecular semelhante (SOLOMONS, 2012).

Estes compostos organicos sdo mais frequentemente utilizados como produtos
quimicos de perfumaria e sabor. Eles se enquadram em uma classe muito ampla de
compostos, que vai desde alifaticos a aromaticos, com varias substituicdes e grupos
multifuncionais. A maioria dos ésteres tém odores agradaveis, os quais lembram florais e
frutas. O antranilato de metila é um éster tdo interessante que ocorre naturalmente em varios
citricos, como laranja e também em algumas flores, a exemplo da neroli e ylang ylang.
Encontram-se mais aplicacbes no aromatizante do que propriamente nas composicdes de
perfumariavisto que o seu odor, que se assemelha a nota floral musky-frutado seca, imita
uvas e flores de laranjeira. Os ésteres combinam muito bem com varios sabores e encontram
uso também no aroma de refrigerantes e bebidas alcoolicas (YADAV E KRISHNAN, 1998).
Devido a sua importancia industrial, muitos métodos tém sido descritos para 0s prepararem,
como a reacdo do acido carboxilico com alcool (a) ou haleto (b), Como também a reacéo
entre anidrido acido (c) e cloreto de acila (d), ambos na presenca de alcool, de acordo com a

Esquemalda pagina seguinte.
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Esquema 1. Métodos usados na sintese de ésteres. Os produtos podem ser obtidos a partir de
acidos carboxilicos (a e b), anidridos (c) e cloretos acidos (d).

1
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As funcdes ésteres ndo estdo limitadas somente a sistemas biolégicos, mas também
uma variedade de moléculas sintéticas, incluindo diversos medicamentos comercializados.
Como por exemplo, os farmacos ilustrados na FIGURA 3, como o valerato de betametasona

(corticoide), o cloridrato de metilfenidato (ritalina), acido acetilsalicilico.

COOH O O

[§]
o) CH, H
T N
o]

valerato de betametasona acido acetisalicilico cloridrato de metillenidato

Figura3.Exemplos de drogas no mercado contendo funcdo éster, ilustrando a importancia
desse grupo funcional na atividade bioldgica.

2.3.1. Preparacao dosésteres

Historicamente as reacdes de formacdo de ésteres podem ocorrer de varias maneiras,
como através da esterificacdo de Fischer, reacdo com haletos de alquila ou arila, reacdo de
Mitsunobu, entre outras.

As esterificacOes pelas quais se desenvolveu a metodologia desse trabalho foram
baseadas em trés tipos de reacOes: a esterificacdo proposta por Fischer adaptada de De
Campos Buzzi e colaboradores, realizada a partir do acido carboxilico na presenca de um
acido forte. A esterificacdo proposta por Sa e colaboradores (2005) e Li e colaboradores
(2012), bem como a esterificacdo a partir da reacdo de Mitsunobu (BUT e TOY, 2007).

As esterificagdes de Fischer sdo catalisadas por &cidos. Elas se desenvolvem muito
lentamente na auséncia de acidos fortes, mas alcangcam o equilibrio em poucas horas quando
um acido caboxilico com um alcool sdo refluxados com quantidade catalitica de acido
sulfurico concentrado, por exemplo. Como o ponto de equilibrio controla a quantidade de
éster formado, o uso de um excesso do acido carboxilico ou do alcool aumenta o rendimento
baseado no reagente limitante. O componente exato que é escolhido para ser usado em
excesso dependera de sua disponibilidade e de seu custo (SOLOMONS, 2012). Este tipo de
reacdo se d& através de uma condensacdo nucleofilica,onde o catalisador protona acarbonila

do &cido facilitando um ataque nucleofilico pelo alcool, Figura 4da pagina seguinte.
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Figura4.Mecanismo de sintese do éster pela esterificacdo de Fischer.

Outro tipo de reacdo ¢ a esterificacdo a partir de haletos de alquila ou arila na presenca

de trietilamina, uma substituicdo nucleofilica em meio a um solvente aprético, acetona, e sob

refluxo. A base, trietilamina, desprotona o acido que fica com carga negativa e ataca o haleto

pelolado oposto em rela¢do ao grupo abandonador. Assim, o halogénio comeca a se afastar

com o par de elétrons que o ligava ao carbono. Posteriormente, hd a formacdo do complexo

(&cido/haleto) no estado de transicdo, onde o halogénio ird abandonar o complexo dando
origem ao produto (MUSKAWARA et al.,2014) adaptado, de acordo com a Figura 5 da

pagina seguinte.
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Figura5. Mecanismo de sintese de éster através da ubstituicdo nucleofilica SN2.

Os ésteres também podem ser sintetizados a partir da reacdo de Mitsunobu. Devido a
importancia e a utilizacdo generalizada dessa reacéo, os detalhes do seu mecanismo tém sido
amplamente estudados por uma variedade de métodos. Assim, esta reacdo pode ser utilizada
para preparar ésteres, éteres arilicos, éteres ciclicos, ligagbes carbono-carbono e carbono-
nitrogénio, entre outras reacGes. Além de produtos acoplados desejados (BUT e TOY, 2007).

A reacdo comeca com o ataque nucleofilico de uma fosfina, (1), (mais frequen-
temente PhsP) na ligagdo dupla de um azodicarboxilato, (2), (normalmente DEAD)
(MORRISON, 1958). Este primeiro passo mostrou ser irreversivel (CRICH, DYKER e
HARRIS, 1989; GUTHRIE e JENKINS, 1982; BRUNN e HUISGEN, 1969). No caminho
(A), a betaina (3) é protonada para formar o composto (4) (VARASI, WALKER e
MADDOX, 1987). O mesmo se decompde por adi¢cdo de um equivalente de alcool para gerar
uma hidrazina (6) e um sal de alcoxifosfonio (7) (WILSON, PEREZ e PASTER- NAK,
1993). No caminho (B) a betaina (3) reage primeiro com dois equivalentes de alcool para
gerar um dialcoxifosforano (5) e uma hidrazina (6). (WATANABE, GRID- NEV e
IMAMOTO, 2000; HUGHES., et al1988). Consequentemente, uma decomposi¢do induzida
por &cido da espécie (5) produz o sal oxifosfonio (7) sob a regeneracdo de um equivalente de
alcool. No passo final da reacdo de Mitsunobu, o sal de alcoxifosfénio (7) sofre uma reacdo
de substituicdo com um ion carboxilato o qual ataca a ligacéo carbono oxigénio do alcool (C-

O) para formar 6xido de fosfina e o éster (9), de acordo com a Figura 6.
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Figura6.Mecanismo de sintese de éster através da reacdo de Mitsunobu.

2.1.1. Relacédo estrutura atividade (SAR, structure activity relationship)

A acdo terapéutica de farmacos resulta de interacfes destes com sistemas
biolégicos e € dependente de fatores relacionados com sua estrutura quimica e
consequentemente de suas propriedades fisico-quimicas. Esses fatores sejam eles de caréater
eletrénico, hidrofébico ou estérico, influenciam na interagdo do farmaco com a biofase e a sua
distribuicdo nos compartimentos que compdem o sistema bioldgico.Assim, dois farmacos
estruturalmente semelhantes, diferenciando-se apenas por um atomo ou posi¢do que este
ocupa na molécula, podem apresentar diferencas quanto as suas propriedades fisico-quimicas
e, consequentemente, quanto a atividade bioldgica, tanto do ponto de vista quantitativo como
qualitativo(HANSCH, SAMMES e TAYLOR, 1990; HANSCH, LEO e HOEKMAN, 1995;
KBINYI, 1993; HANSCH e LEO, 1995).
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Entre as propriedades fisico-quimicas mais importantes para o estabelecimento da atividade
bioldgica de farmacos, citam-se a distribuicao eletronica, a hidrofobicidade e a estereoquimica
da molécula. (HANSCH, SAMMES e TAYLOR, 1990; HANSCH, LEO ¢ HOEKMAN,
1995; KUBINYI, 1993; HANSCH e LEO, 1995; KUBINYI; LEO; KUBINYI, 1977).0
planejamento adequado de variagdes na estrutura de um composto bioativo pode resultar em
derivados com maior interesse terapéutico, seja por apresentar maior atividade, menor
toxicidade ou ainda por adquirir caracteristicas farmacotecnicamente mais adequadas
(KUBINYI1 e CRAIG, 1971). Como por exemplo, um estudo realizado por Ernawatile
Khoirunni’mah (2015), onde foram avaliadas a citotoxicidade e atividade anticancerigena
frente a células leucémicas da linhagem murina P388, e foi observado que o potencial de
inibicdo dos compostos sobre as células cancerigenas, apds sua modificacdo através do
processo de nitracdo, variou significativamente. As concentracBes inibitérias dos
nitrocompostos (Clsg) apresentaram uma relagdo de 1:8, apds a nitragdo orto/para no trans-
cinamato de metila, composto lider, obtendo-se assim os compostos 3-(2-nitrofenil) acrilato
de metila e 3-(4-nitrofenil) acrilato de metila respectiva- mente com melhores perfis de

atividade em comparacdo com a molécula lider.
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3. OBJETIVOGERAL
Preparar uma colecdo de ésteres fenilpropanoicos estruturalmente relacionados e avaliar a
sua atividade antimicrobiana.
3.1. Objetivosespecificos
v" Preparar ésteres potencialmente bioativos derivados do &cido trans-2-nitrocinamico;
v Auvaliar a atividade antibacteriana e antifingica in vitro dosderivados;

v’ Estabelecer a relacdo estrutura-atividade das substanciasavaliadas;
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4. RESULTADOS EDISCUSSAO

4.1. Preparacdo dos derivadosésteres

Os ésteres foram obtidos a partir de trés tipos de reacOes: esterificacdo de Fischer,
esterificacdo com haletos de alquilas e reacdo de Mitsunobu. As esterificagdes de Fischer sao
reacOes lentas, porém com bons rendimentos. A facilidade de execucdo e a utilizacdo de
reagentes de baixo custonos motivou apreparacao de parte dos derivados. A primeira série de
Esteres EL1 a EL6 foi obtida a partir da reacdo entre o acido carboxilico, acido (E)-3-(2-
nitrofenil) acrilato, com &lcool em excesso utilizando H.SO4 como catalisador sob refluxo e
monitorada por cromatografia em camada delgada analitica, segundo a metodologia de (DE
CAMPOS BUZZI et al., 2009). Na presente reacdo, ha um ataque nucleofilico, no qual 0 H2SOs
tem comofuncdo protonar o oxigénio da carbonila deixando-a mais susceptivel a adi¢cdo
nucleofilico do alcool e, dessa forma, hidroxila sai na forma de agua para a entrada de uma cadeia
alquila ou arila. De acordo com Figura 4,pagina 38.As reacdes duraram 3-5 horas e seus
rendimentos foram entre 64-98%Tabela 1, pagina 45. Dentre os seis éteres, 0 composto EL3

foi o que teve melhor rendimento com melhor tempo de reacao.

O

i H,S0,
OH + pHOR, ———— >
Refluxo

NO,

Acido frans-2-nitro-cinamico

Esquema 2.Reacéo geral de esterificacdo de Fischer utilizando como material de partida o
acido trans-2-nitro-cindmico.

Os ésteres EL7 a EL13 foram obtidos a partir da reacdo entre o acido trans-2-
nitrocinamico com haletos de alquila e arila, utilizando-se acetona anidra como solvente na
presenca do catalisador trietilamina (EtsN), mantendo-se o sistema em refluxo, como
mostrado no Esquema 3 na pégina seguinte. O monitoramento da reacdo foi feito por
cromatografia em camada delgada analitica segundo a metodologia de (SA et al.,2005). Nesta
substituicdo nucleofilica (Sn2), a base, trietilamina, ioniza o acido que fica com carga

negativa e ataca o haleto pelo lado oposto em relacdo ao grupo abandonador.
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Os tempos das reacdes variaram entre 24-55 horas e seus rendimentos foram de 25-
72%, com destaque para a formacéo do ester EL11 que obteve melhor rendimento de (72%)

com o menor tempo reacional de (12) horas. Tabelal, pagina 45.

Acctona 5
HalR, — 5

Et;N, Refluxo

Ny

Acido trans-2-nitro-cinamico

Esquema 3. Reacdo geral de esterificagdo através do uso de haletos utilizando como
material de partida o &cido trans-2-nitro-cinamico.

O éster EL14 foi obtido a partir da reacdo de Mitsunobu, utilizando o acido carboxilico
nitrocindmico e alcool perilico em tetrahidrofurano (THF) como solvente, na presenca de
trifenilfosfina e azodicarboxilato de dietila, como mostrado no Esquema 4. (BATOVSKA et
al., 2005). Nesta reacdo, ocorre o acoplamento do alcool com um é&cido desidratante, através
da utilizacdo de uma combinacdo de um reagente de oxidacdo azo, mais comumente o
azodicarboxilato de dietila (DEAD), e de uma fosfina que atua como um agente redutor,
geralmente a trifenilfosfina (TPP), sob condicdes de reacdo suaves e virtualmente neutras. A

reacao durou 48 horas e seu rendimento foi de 41,34%.

DEAD, TPP

THF

Acido trans-2-nitro-cinimico

Esquema 4. Reacdo de esterificacdo através do metodo de Mitsunobu utilizando como
material de partida o &cidotrans-2-nitro-cinamico

Foram preparados 14 (quatorze) ésteres derivados do acido trans-2 nitrocindmico 0s

quais foram identificados por métodos espectroscopicos de infravermelho, RMN de H, Bce
espectrometria de massa de alta resolugdo para 0s compostos inéditos.
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Tabela 1.Dados das reagdes de esterificacdo e dos ésteres derivados doacido trans-2-nitrocindmico

Composto R, Férmula molecular Ma(sés/arlngglar P.F (°C)° ;[;%%1‘%)(%3 (:isgﬁgﬁ) Ql#r?;;sig%(rjr?g()em Ren%g%ento
EL1 CHs- C10H9NO4 207,19 97-100 °C 3 - 464 86,43
EL2 CH3CHo:- C11H11NOy4 221,22 37-40 °C 3 - 491 85,78
EL3 CH3CH2CH;- C12H13NO,4 235,24 50-55 °C 3 - 595 98,94
EL4 CH3CH2CH2CH.- C13H15NO,4 249,27 - 3 - 567 88,62
ELS CH3CH3CH- C12H13NOy4 235,24 - 4 - 121 97,68
EL6 CH30CH2CH2- C12H13NOs 251,24 - 5 - 420 64,44
EL7 CH3(CH2):CHs C1eH17NO, 263,30 - 24 7:3 288 42,23
ELS8 CH3(CH2)sCH>- C19H27NOy4 333,43 29-32 °C 48 9:1 443 51,35
EL9 4-CIPhCH.- C16H12CINO4 317,72 115-120 °C 24 8:2 86 52,37
EL10 (Ph).CH- C22H17NOy 359,37 58-70 °C 55 6:4 51 28,00
EL11 4-OHPhCH,CH>- C17H15NOs 313,30 - 12 6:4 59 72,22
EL12 4-OCH3PhCHg;- C17H15NOs 313,32 65-75 °C 50 6:4 97 60,09
EL13 NafCHa- CooH15NO,4 333,35 83-110 °C 52 8:2 43 25,00
EL14 PHO- C19H21NOy4 327,38 75-79 °C 48 9:1 70 41,34
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4.1.1. Analise espectroscopica dosesteres

4.1.2. Interpretacdo dos espectros de infravermelho dos compostos EL1 aEL14

A analise dos espectros de infravermelho dos ésteres foi feita seguindo dados da literatura
especializada, como (SILVERSTEIN et al., 2007) e (PAVIA et al., 2010). Ao analisar os
espectros dos diferentes analogos, foi possivel observar a presenca e repeticdo de padrBes
muito semelhantes entre as moléculas, identificando bandas de absorc¢Bes caracteristicas,
como por exemplo: bandas entre 2850-3000 cm™ referentes ao estiramento C-H sp®, bandas
entre 3000-3100 cm™ referentes ao estiramento de C-H sp?, as bandas de estiramento de C=0
que sdo observadas em faixa de 1750-1735 cm™, tipicasde carbonilas de ésteres. Entre outros

sinais, observou-se a diminuicdo da frequéncia de absorcio da carbonila que foi de 1717 cm™
nos ésteres, a qual se da por conta da dupla ligacdo conjugada que deixa a dupla ligacdo da

carbonila com carater de ligacdo simples, caracteristica essa, bastante peculiar a esses
compostos. Quanto as bandas em 1636 e 1432 cm™, os sinais confirmam a presenca de anéis
arométicos. Absorcdes em 1206 e 1007 cm™ sugerem a presenca de ligagdo C-O e a banda de
estiramento de C-Cl se mostrou na faixa de 1086 cm™ evidenciando a presenca do cloro. E

possivel observar ainda uma banda em 3335 cm™, confirmando a presenca da hidroxila no

composto EL11, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Espectro de infravermelho dos ésteres derivados acido trans-2-nitrocindmico.

Composto v (O-H) v(C-H™)  v(C-H™)  v(C=0) v (C=C) v (Car-NO) v (C-0) v (Car-X)
EL1 - 3090 2952 1717 1636-1402 1522-1346 1182 -
EL2 - 3103 2984 1717 1639-1477 1526-1346 1196 -
EL3 - 3099 2970 1713 1639-1476 1524-1348 1168 -
EL4 - 3099 2961 1717 1639-1466 1526-1346 1180 -
EL5 - 3075 2980 1705 1638-1468 1518-1339 1206 -
EL6 - 3103 2930 1719 1640-1476 1526-1346 1180 -
EL7 - 3103 2957 1717 1638-1468 1526-1346 1179 -
ELS8 - 3072 2926 1717 1639-1468 1528-1346 1177 -
EL9 - 3100 2949 1701 1639-1491 1526-1344 1190 1086
EL10 - 3086 2970 1713 1634-1493 1518-1342 1171 -

EL11 3335 3078 2957 1682 1636-1454 1516-1348 1209 -
EL12 - 3103 2957 1715 1612-1460 1524-1344 1169 -
EL13 - 3057 2959 1707 1636-1450 1522-1341 1179 -
EL14 - 3078 2963 1707 1638-1437 1518-1342 1180 -
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4.1.3. Interpretacéo dos espectros de RMN de *H e **C dos compostos EL1 aEL 14

(1) R=CH;-
(2) R=CH;CHy-

(3) R = CH;CH,CHo-

(4) R = CH;CH,CH,CHo-
(5) R = CH;CH;CH-

(6) R=CH,0CH,CH-

(7) R =CH;CH,CH,CH,CH,-
(8) R = CH;(CH,)sCH,-

(9) R =4-CIPhCH,-

(10) R = (Ph),CH-

(11) R = 4-OHPhCH,CH,-
(12) R = 4-OCH;PhCH,-
(13) R = NafCH,-

(14) R = PHO-

Figura7.Esquema geral dos ésteres derivados &cido trans-2-nitrocinamico

Os espectros de RMN de *H e *3C dos ésteres apresentam seis hidrogénios em comum, sendo
quatro deles de anel aromatico e 2 dois na cadeia lateral ligada na posicdao 1 (um) do anel
aromatico, de acordo com a Figura 9. Os sinais dos hidrogénios aromaticos do anel
benzénico obtidos em CDCls, 200 MHz, ppm, foram: dubleto em 8,01 (d, J = 9,0 Hz, 1H),
atribuido ao hidrogénio H-3 e um sinal na faixa de 7,69-7,37 (m, 3H) dos hidrogénios H-4, H-
5 e H-6. Um dubleto em 6 8,08 (d, J = 15,8 Hz, 1H) para o hidrogénio H-7, 6,33 (d, J = 15,8
Hz, 1H) para o hidrogénio H-8 com constante de acoplamento semelhante ao préton H-7,
evidenciando o acoplamento com o0 mesmo, como mostrado nas Tabelas 3, 4 e 5. Com relagédo
aos espectros de ressonancia nuclear de carbono 13, os compostos sintetizados possuem 8
(oito) carbonos em comum, sendo 6 (seis) de anel bezénico e dois de cadeia lateral. Os sinais
obtidos em CDCI3 50 MHz, ppm foram eles: sinais de 130,2 a 133,6 atribuidos a carbonos
aromaticos, um sinal caracteristico do carbono ligado ao nitrogénio em 148,2 (C2-N), um sinal
em 140,1 atribuido ao carbono metinico C7 desprotegido e um sinal em 122,8 referente ao
carbono metinico mais protegido, Cs, como mostrado na Tabela 6, pagina 51.Ao comparar 0s
dados espectroscdopicos com os dados de estruturas analogas, pode-se confirmar que os ésteres

EL4-EL14, com excecdo do ELS5, sdo inéditos na literatura.
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Tabela 3. Dados de RMN de *Hdos derivados ésteres do acido trans-2-nitrocinamico
EL2

compostos

EL1

8,01 (d, J = 9,0 Hz, 1H)
7,69 — 7,37 (m, 3H)
7,69 — 7,37 (m, 3H)
7,69 — 7,37 (m, 3H)

8,08 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

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

3,79 (s, 3H)

OH

8,00 (d, J = 79 Hz, 1H)
7,62 — 7,49 (m, 3H)
7,62 — 7,49 (m, 3H)
7,62 — 7,49 (m, 3H)

8,07 (d, J = 15,0 Hz, 1H)
6,33 (d, J = 15,0 Hz, 1H)
4,26 (g, J = 10,0 Hz, 2H)
1,31 (t, J = 10,0 Hz, 3H)

NO,

OH

8,08 (d, J = 8,3 Hz, 1H)
7,66 — 7,46 (m, 3H)
7,66 — 7,46 (m, 3H)
7,66 — 7,46 (m, 3H)

8,01 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

6,34 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

4,15 (t, J = 6,7 Hz, 2H)
1,82~ 1,60 (m, 2H)

0,96 (t, J= 7,4 Hz, 3H)

NO,

OH

8,00 (d, J= 9,0 Hz, 1H)
7,63 — 7,49 (m, 3H)
7,63 — 7,49 (m, 3H)
7,63 — 7,49 (m, 3H)
8,07 (d, J= 15,0 Hz)

6,33 (d, J = 15,0 Hz, 1H)

4,20 (t, J= 6,7 Hz, 2H)
1,70 - 1,63 (m, 2H)
1,48 — 1,33 (m, 2H)

0,93 (t, J= 7,4 Hz, 3H)

OH

7,98 (d, J = 6,2 Hz, 1H)
7,67 — 7,44 (m, 3H)
7,67 — 7,44 (m, 3H)
7,67 — 7,44 (m, 3H)

8,04 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

6,31 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
5,20 — 5,00 (m, 1H)

1,28 (d, J = 6,2 Hz, 6H)

1,28 (d, J = 6,2 Hz, 6H)
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H dos derivados ésteres do acido trans-2-nitrocinamico

compostos

_ oo NOoO O WN R

2’
33
4°
53
69
73
8,
9,
10°
OMe
1,7

EL6

OH

7,98 (d, J = 8,6 Hz, 1H)
7,63 — 7,48 (m, 3H)
7,63 — 7,48 (m, 3H)
7,63 — 7,48 (m, 3H)

8,08 (d, J = 15,8 Hz, 1H)

6,37 (d, J = 15,8 Hz, 1H)

4,34 (t, 2H)
3,63 (t, 2H)

3,37 (s, 3H)

OH

7,99 (d, J = 8,2 Hz, 1H)
7,62 — 7,48 (m, 3H)
7,62 — 7,48 (m, 3H)
7,62 — 7,48 (m, 3H)

8,06 (d, J = 15,0 Hz, 1H)

6,33 (d, J = 15,0 Hz, 1H)

4,18 (t, J = 6,8 Hz, 2H)
1,71 1,65 (m, 2H)
1,37 — 1,30 (m, 4H)
1,37 — 1,30 (m, 4H)

0,88 (t, J = 5,7 Hz, 3H)

OH

8,00 (d, J = 7,1 Hz, 1H)
7,65 — 7,44 (m, 3H)
7,65 — 7,44 (m, 3H)
7,65 — 7,44 (m, 3H)

8,07 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

6,34 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

4,18 (t,J = 6,7 Hz, 2H)
1,79 — 1,50 (m, 2H)
1,40 — 1,21 (m, 14H)
1,40 — 1,21 (m, 14H)
1,40 — 1,21 (m, 14H)
1,40 — 1,21 (m, 14H)
1,40 — 1,21 (m, 14H)
1,40 — 1,21 (m, 14H)
1,40 — 1,21 (m, 14H)

0,84 (t, J = 6,4 Hz, 3H)

OH

8,02 (d, J = 8,1 Hz, 1H)
7,63 — 7,50 (m, 3H)
7,63 — 7,50 (m, 3H)
7,63 — 7,50 (m, 3H)

8,14 (d, J = 15,8 Hz, 1H)

6,37 (d, J = 15,8 Hz, 1H)

7,39 7,32 (m, 4H)
7,39 — 7,32 (m, 4H)

7,39 — 7,32 (M, 4H)
7,39 — 7,32 (m, 4H)

8,05 (d, J = 7,9 Hz, 1H)
7,62 — 7,49 (m, 3H)
7,62 — 7,49 (m, 3H)
7,62 — 7,49 (m, 3H)

8,25 (d, J = 15,8 Hz, 1H)

6,47 (d, J = 15,8 Hz, 1H)

7,41 — 7,36 (m, 10H)
7,41 — 7,36 (m, 10H)
7,41 7,36 (m, 10H)
7.41 — 7,36 (m, 10H)
7,41 — 7,36 (m, 10H)
7,04 (s, 1H)
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EL12
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N B W N=o0ogoobdwdE

10°

11°
OMe

OH

OH

8,01 (d, J = 8,2 Hz, 1H)
7,62 7,49 (m, 3H)
7,62 — 7,49 (m, 3H)
7,62 — 7,49 (m, 3H)

8,08 (d, J = 15,0 Hz, 1H)

6,32 (d, J = 15,0 Hz, 1H)

7,10 (d, J = 10,0 Hz, 2H)
6,78 (d, J = 10,0 Hz, 2H)

6,78 (d, J = 10,0 Hz, 2H)

7,10 (d, J = 10,0 Hz, 2H)
4,37 (t, J = 10,0 Hz, 2H)
2,92 (t, J = 10,0 Hz, 2H)

5,46 (sl, 1H)

OH

7,99 (d, J = 8,2 Hz, 1H)
7,61 7,48 (m, 3H)
7,61 7,48 (m, 3H)
7,61 7,48 (m, 3H)

8,11 (d, J = 15,0 Hz, 1H)

6,36 (d, J = 15,0 Hz, 1H)

7,33 (d, J = 10,0 Hz, 2H)
6,88 (d, J = 10,0 Hz, 2H)

6,88 (d, J = 10,0 Hz, 2H)

7,33 (d, J = 10,0 Hz, 2H)
5,18 (s, 2H)

3,78 (s, 3H)

8,01 (d, J= 8,0 Hz, 1H)
7,88 — 7,80 (m, 3H)
7,88 — 7,80 (m, 3H)
7,88 — 7,80 (m, 3H)

8,18 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

6,41 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

5,42 (s, 2H)

7,51 - 7,45 (m, 3H)

7,51 7,45 (m, 3H)
7,51 7,45 (m, 3H)
7,82 - 7,58 (m, 4H)
7,82 — 7,58 (m, 4H)
7,82 - 7,58 (m, 4H)
7,82 — 7,58 (m, 4H)

8,02 (d, J = 7,9 Hz, 1H)
7,66 — 7,47 (m, 3H)
7,66 — 7,47 (m, 3H)
7,66 — 7,47 (m, 3H)

8,10 (d, J = 16,0 Hz, 1H)

6,36 (d, J = 16, Hz, 1H)

5,79 (s, 1H)

2,27 - 2,13 (m, 1H)
1,98-1,93 (m, 1H)
2,13 - 2,10 (m, 1H)
1,97 — 1,77 (m, 1H)
1,59 — 1,45 (m, 1H)
2,04 — 2,01 (m, 2H)
4,59 (s, 2H)

4,69 (s, 2H)

1,71 (s, 3H)
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Tabela 6.Dados de RMN de *C-APT dos derivados ésteres do acido trans-2-nitrocindAmico

Carbono  EL1  EL2  EL3  EL4 EL5 EL6 EL7 EL8  EL9  EL10 EL1l EL12 ELI3 EL14
dc dc dc dc dc dc 8¢ dc dc dc dc dc dc dc

1 1305 13058 1306 130,59 1305 130,38 13054 1306 130,38 1304 13046 13044 1304 130,5
2 1482 14831 1481 14830 1482 14822 14828 1482 14828 1481 14828 14823 1482 148,2
3 1249 124,83 1249 12484 1248 12474 12480 1248 12491 1249 124,88 124,80 1248 124,9
4 1303 130,19 1302 13018 1301 13026 13017 1302 13042 1303 13029 130,22 1303 130,3
5 1335 13343 1335 13343 1334 13345 13341 1334 13350 1335 13348 13342 1335 1335
6 1291 12907 1291 129,07 1290 129,01 129,04 1291 129,09 1291 129,09 129,02 1291 129,1
7 1401 139,75 1398 139,74 1394 140,28 139,70 139,8 140,68  140,7 140,15 140,16 1405 140,0
8 122,8 12333 1233 12333 1237 12273 12330 1233 12266 1229 12303 12301 1228 1231
r 520 6087 665 6478 683 7030 6503 651 13424 1399 129,61 127,80 66,8 132,4
i . 1421 220 3064 21,8 6385 2827 31,8 12965 1284 13007 130,10 1331 126,1
3 . : 104 1913 218 - 2802 295 12877 1285 11545 11394 1274 30,4
# . : . 1367 - - 2225 295 13424 1265 15446 159,67 1331 40,7
5 : : : : : - 1388 292 1288 1285 11545 11394 1331 27,2
6 . : . : : - - 292 1297 1284 13007 13010 1277 26,4
7 . : . : : - - 286 6579 773 6575 6643 1284 68,9
9 - : : : : - - 22,6 - - - - 126,3 108,7
10° : : : : : - - 14,1 - - - 125,8 20,7
0K - - - . . - - - - - . - 128,0 -
0=C-O 1662 16572 1658 16581 1652 16562 16577 1658 16539 1647 16514 16554 1656 165,6
C-OMe : : : : : - - - - : 55,20 - -

1”

58,92
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4.1.4. Interpretacdo dos espectros de massas dos compostos EL1 aEL 14

Os espectros de massas dos ésteres inéditos na literatura foram obtidos por es-
pectrébmetro de massas tipo MALDI de alta resolucdo, o qual permitiu a obtencdo das massas
com elevada exatiddo dos ésteres trans-2-nitrocinamicos com precisdo de 4 casas decimais.
Segundo BRENTON e GODFREY, 2010, foram considerados como massas exatas, aqueles
sinais cujos valores ficaram entre + 20% das massas calculadas tedricas, 0s quais estdo
descritos na tabela a seguir.

Tabela 7.Dados do espectro de massa tipo MALDI dos ésteres inéditos

Compostoeilar calculada doespectro
ELS [M+Na]* 356,1838 356,1837
EL9 [M+Na]* 342,0420 342,0425
EL10 [M+Na]* 382,1055 382,1059
EL12 [M+Na]” 336,2954 336,2953

EL13 [M+Na]* 356,0899 356,0896
EL14 [M+Na]* 350,1368 350,1367

4.2. Atividade antifingica e dos ésteresnitrocindmicos
4.2.1 Avaliacéo da atividade antifungica dos ésteres (E) trans-2-nitrocinamicos

Para avaliar a atividade antifungica dos ésteres preparados a partir do acido ni-
trocindmico, os mesmos foram testados utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo de
acordo com o protocolo de Cleeland, Squires (1991) e NCCLS/CLSI (2002), utilizando-se
oito cepas: C. albicans ATCC-90028, C. albican LM-106, C. tropicalis ATCC-13803, C.
tropicalis LM-31, C. parapsilosis LM-14, C. parapsilosis LM-02, C. krusei LM-13 e C.
krusei LM-08. A atividade antifingica Tabelas 8 e 9 paginas 56 e 58dos produtos foi
interpretada e considerada ativa ou ndo de acordo com o0s seguintes parametros: 50-500
pg/mL = forte atividade; 600-1500 pg/mL = atividade moderada; acima de 1500 = fraca
atividade ou produto inativo (HOLETZ et al.,2002).

O estudo da relacdo estrutura-atividade entre os analogos dos ésteres nitrocinamicos
foi baseado nos resultados da atividade inibitoria sobre as cepas fungicas do género Candida
que foram testadas. Esse procedimento se aplica devido ao fato dessescompostos serem

estruturalmente semelhantes, havendo mudanga no tipo de substituinte, isto €, cadeias
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carbénicas,

que sdo substituidas pelo hidrogénio da hidroxila da molécula lider, podendo causar alteracdes
significativas nas propriedades dos analogos.

Logo, os resultados obtidos neste trabalho podem servir de referéncia para o
desenvolvimento de novos agentes antifungicos com melhores perfis bioldgicos.

Os resultados dos ensaios de atividade antifingica dos ésteres EL1 a EL14, de acordo
com o protocolo de CLEELAND, SQUIRES (1991) e NCCLS/CLSI (2002) e executados no
laboratério de microbiologia, coordenado pela prof®. Dr®. Edeltrudes, estdo registrados nas
Tabelas: 8 e 9 das paginas 59 e 61. As espécies de leveduras apresentaram sensibilidade aos
ésteres EL1, EL2, EL3, EL4, EL6, EL9, EL10, EL11, EL13, EL14. As demais substancias

nédo produziram inibicdo sobre o crescimento das cepas.

Ao considerar o éster EL1 como esqueleto base de estudo, por apresentar uma
estrutura simples em relacdo aos outros ésteres, e que obteve uma CIM de 512 pg/mL sobre
as cepas deC. albicans; CIM de 256 pg/mL sobre as cepas: C. albicans eC.krusei; CIM de
128 pg/mL sobre as cepas deC. tropicalise parapsilosis, observa-se que seus analogos com
cadeias alifaticas maiores, como EL2 e EL4 obtiveram um aumento na inibi¢do fungicas
sobre as espécies de C. albicans e C. krusei. O composto EL2 obteve uma CIM de 256 pg/mL
sobre as cepas de C. albicans ATCC-90028 e C. albicansLM-106, 128 pg/mL sobre seis
cepas de C. tropicalis ATCC-13803, C. tropicalis LM-31, C. parapsilosis LM-14, C.
parapsilosis LM-02, C. krusei LM-13 e C. krusei LM-08, enquanto o éster EL4 obteve uma
CIM de 128 pg/mL sobre todas as cepas testadas, aumentando assim seu espectro de acéo,
caracteristica essa, muito em virtude do aumento da lipofilicidade da molécula
(HASHIGUCHI et al., 1997 e WAHBI et al.,1994).

Contudo, o analogo com a cadeia carbbnica com trés carbonos EL3 obteve uma
inibicdo inferior aos ésteres EL1, EL2 e EL4, ao passo que o composto EL6, com a mesma
quantidade de carbono na cadeia alifatica, teve um aumento significativo na CIM de 128
pg/mL sobre cinco cepas: C. albicans ATCC-90028, C. albicansLM-106, C. tropicalisATCC-
13803, C. tropicalisLM-31, C. parapsopsiliLM-14 e 256 pg/mL sobre trés cepas : C.
parapsilosis LM-02,C. krusei LM-13 e C. krusei LM-08quando comparado com o éster
EL3, sugerindo que o oxigénio inserido na cadeia carb6nica tem um papel crucial na poténcia
da atividade biologica da molécula, possivelmente devido ao melhoramento de alguns
pardmetros, como por exemplo: melhor distribuicdo de carga, bem como melhoramento da
afinidade eletrbnica que podem ser considerados como principais fatores determinantes na
diferenga da melhor atividade antimicrobiana (NARASIMHAN et al.,2004).

52



NASCIMENTO, L. G./RESULTADO E DISCUSSAO

O composto ELD5, apesar da pequena cadeia carb6nica, ndo demostrou atividade sobre as
cepas testadas, tal resultado pode esta relacionado com o padrdo de sua cadeia alquilica, j&
que a molécula EL3 inibiu o crescimento das cepas e possui a mesma quantidade de carbono

na cadeia queELD5.

Ao analisar as estruturas dos compostos EL7 e ELS8, percebe-se que a substituicdo do
hidrogénio pelas cadeias alquilicas com cinco e dez carbonos no composto lider ndo
apresentou inibicdo do crescimento biologico sobre as cepas testadas. Os resultados do
trabalho realizado por Narasimhan e colaboradores (2004) sobre cepas de Aspergillus niger,
corrobora com a hipétese de que o aumento da cadeia carbdnica sé € viavel para a atividade
bioldgica até certo tamanho.A literatura relata que o acido cindmico possui atividade sobre
algumas cepasdeC. albicans(SCHMIDT et al., 2010). Porém, de maneira geral, 0 grupo nitro
causa uma ampliacdo no espectro de acdo dos derivados que os contém, fato este que se
comprova a partir do trabalho realizado por Narasimhan et al.,(2004), onde se observa o
aumento da atividade do derivado nitro, quando comparado a seu acido de origem, acido
cindmico.

Ainda dentro desse raciocinio, o trabalho de revisdo de Paula, Serrano e Tavares
(2009) corrobora com os resultados acima, uma vez que a atividade bioldgica de muitas
moléculas e até farmacos amplamente utilizados atualmente € dependente da presenca do
grupamento nitro em sua estrutura. De uma maneira geral, a presenca deste grupo facilita a
reducdo de moléculas por consequéncia do seu carater fortemente aceptor de elétrons. No
espaco intracelular de bactérias, fungos ou parasitas, tal mecanismo pode gerar um acumulo
de radicais livres que desestabilizam a membrana celular e podem interromper processos
importantes para o funcionamento da célula ligando-se a moléculas essenciais para omicro-
organismo.

O 4-clorobenzil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL9) mostrou-se bioativo contra todos 0s
micro-organismos testados e inibiu o crescimento das cepas de C. albicans e C. krusei com
concentracBes consideradas de forte a fraca (128, 256 e 1024 ug/mL). E possivel perceber que
0 ester apresenta um substituinte, onde, além de possuir uma cadeia com apenas um carbono,
apresenta também um anel aromatico com um atomo de cloro ligado na posigdo 4’. Dessa
maneira, sugere-se que a cadeia carbdnica e o anel benzenocom um ligante eletronegativo
estejam contribuindo para a diminuigdo da atividade bioldgica de EL9, quando comparada as
atividades dos compostos de cadeia simples, EL1 EL4 e ELG.

Ainda, tomando como referéncia os compostos de cadeias simples, percebe- se que as

53



NASCIMENTO, L. G./RESULTADO E DISCUSSAO

moléculas EL11 e EL12 tém menor potencial inibitdrio, porém de maneira mais acentuada do

que a molécula EL9. Este resultado deve esté relacionado ao substituinte na posicao para do

anel aromatico, e ndo ao substituinte alquila, j& que o composto EL12 apresenta 0 mesmo
numero de carbono na cadeia alquilica que o composto EL9 e, mesmo assim, ele ndo inibiu o
crescimento de nenhuma cepatestada.

Considerando os dados discutidos, é possivel que a variacdo da atividade bioldgica das
moléculas EL9, EL11 e EL12 esteja relacionada com os substituintes ligados na posicao para
do anel aromatico.Se tomarmos como exemplo os ésteres EL11 e EL12 é notavel que, com a
hidroxila na posicdo para do anel, o composto EL11 mostrou uma atividade a qual inibiu
37,5% das cepas testadas, enquanto o composto EL12 se mostrou inativo frente a 100% das
cepas testadas, sugerindo-se, assim, que essa variagdo no espectro de acdo seja em
decorréncia da mudanca da hidroxila pela metoxila no anel aromatico.

O volume molecular pode interferir negativamente com o encaixe e as interagcdes do
ligante no sitio de ligacdo do receptor. Adicionalmente, o grupo metoxila pode dificultar as
interacOes, principalmente, das ligacbes de hidrogénio, entre o ligante e o sitio de acdo, por
impedimento estérico, pois torna os atomos de oxigénio (aceptores de ligagdo hidrogénio) menos
acessiveis. Além disso, o grupo metoxila é apenas aceptor de ligacdo hidrogénio, diferente do
grupo hidroxila, que além de aceptor é também doador de ligacdo hidrogénio. Bem como a
metilagdo exclui a capacidade de doacdo de ligacdo hidrogénio. Dessa forma, tais informagdes
reforcam a sugestdo de que as variagOes das atividades dos compostos EL11 e EL12 estdo
relacionadas a hidroxila e metoxila ligadas ao anel na posicdo para, e ndo as cadeias carbonicas.

O éster EL10 com o substituinte difenilico apresentou menor espectro de agdo frente as
espécies testadas, tendo atividade apenas sobre cinco cepas, comparando-o aos compostos de
cadeias simples. Esta baixa poténcia pode estar relacionada ao impedimento estérico causado pelo
grupo difenilico. O composto EL13 demostrou uma atividade mais interessante inibindo o
crescimento de todas as cepas com uma CIM que variou entre (128-256 ug/mL), sendo
considerada moderada. Analisando os dois ésteres, observa-se uma diferenca quanto a
estrutura dos substituintes, isto €, a conformacao espacial dos aneis benzénico. A disposi¢édo
dos anéis pode estar influenciando diretamente na atividade dos compostos, muito embora por
conta do impedimento estérico, o que dificulta, muitas vezes, a interagdo da molécula com o
sitio de agdo. O composto EL14 demostrou uma atividade que variou entre (128-256 pug/mL),
isto €, um dos melhores resultado. Da colecdo testada, a subestrutura terpénica pode ser
responsavel por bons perfis inibitorios, haja vista que varios monoterpenos apresentam

atividades antifingicas.
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Tabela 8. Atividade antifungica dos ésteres derivados do &cido trans-2-nitrocinamico sobre ensaio de microdiluigdo em caldo.

Leveduras /CIM(ug/mL)

Compostos R C. albicans C.albicans  C.tropicalis  C.tropicalis C. parapsilosis C. parapsilosis  C. krusei C. krusei
ATCC-90028 LM-106 ATCC-13803 LM-31 LM-14 LM-02 LM-13 LM-08

EL1 CHs- 512 256 128 128 128 128 256 256
EL2 CHsCH:>- 256 256 128 128 128 128 128 128
EL3 CH3CH.CH>- 512 256 256 256 512 512 512 512
EL4 CH3CH2CH2CH,- 128 128 128 128 128 128 128 128
EL5 CH3CH3CH- + + + + + + + +
EL6 CH30OCH,CH;- 128 128 128 128 128 256 256 256
EL7 CH3(CH,)sCHa- + + + + + + + +
ELS CH3(CH,)sCH,- + + + + + + + +
EL9 4-CIPhCH,- 128 128 1024 1024 512 1024 1024 256
EL10 (Ph),CH- 128 128 256 128 128 + + +
EL11 4-OHPhCH,CH:- 128 128 1024 + + + 512 512
EL12 4-OCH3PhCH:2- + + + + + + + +
EL13 Naf CH.- 128 128 128 128 256 256 256 256
EL14 PHO- 128 128 128 128 128 256 256 256

Nistatina - - - - - - -

(+) Presenca do crescimento microbiano (-) Auséncia do crescimento microbiano
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4.2.2. Avaliacéo da atividade antibacteriana dos esteres (E)-nitrocinamicos no estudo
antibacteriano

Os ensaios antibacterianos foram realizados com quatorze ésteres derivados do acido
nitrociamico, através do procedimento de microdilui¢cdo em caldo Cleeland, Squires (1991) e
NCCLS/CLSI (2002), utilizando linhagens padrdo de bactérias Staphylococcus aureus
ATCC-13150, Staphylococcus epidermidis ATCC-12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC-
902. De acordo com os resultados ilustrados na Tabela 8da pagina56, os ésteres (EL13 e
EL14) obtiveram atividade inibitoria consideravel, apresentando uma CIM de 512 pg/mL
sobre a cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027, porém os demais ésteres ndo
apresentaram a inibicdo das cepas bacterianas. Esses resultados demonstram que a cadeia
alquilica e o anel aromatico para substituido, pouco interferem no crescimento bacteriano das

cepas testadas.
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Tabela 9. Atividade antibacteriana dos ésteres derivados do cido trans-2-nitrocindmico sobre ensaio de microdilui¢cdo em caldo.

Bactérias/CIM (ug/mL)

O
6 7
1
> X7 “or
2 8
! NO
3 2
Compostos R Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis Pseudomonas aeruginosa
ATCC-13150 ATCC-12228 ATCC-9027
EL1 CHs- + n "
EL2 CH3CH,- + + +
EL3 CH3CH2CH»- + + +
EL4 CH3CH2CH2CH»- + + N
EL5 CH3CHsCH- + + +
EL6 CH3OCH2CH»- + + +
EL7 CH3(CH2)sCH2- + + n
ELS CH3(CH2)sCH2- + + +
EL9 4-CIPhCH>- + + +
EL10 (Ph)2CH- + . n
EL11 4-OHPhCH2CH>- + + +
EL12 4-OCH3PhCH>- + + A
EL13 Naf CHo- + + 512
EL14 PHO- + + 512

Cloranfenicol - .

(-): N@o houve crescimento do micro-organismo; (+): Crescimento do micro-organismo.
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5. CONCLUSAO

Foi preparado quatorze ésteres estruturalmente relacionados, utilizando o acido trans-
2-nitrocinamico. Todos os produtos foram obtidos com certa facilidade e apresentando
rendimentos variados. Na avaliacdo da atividade antifungica dos produtos contra Candida
spp., a maioria demonstrou ser bioativa, inibindo o crescimento fungico em concentracfes que
variaram de fracas a moderadas.

Na analise da influéncia dos substituintes na bioatividade dos ésteres, foi possivel
observar que o aumento da cadeia alquilica, até certo ponto, é importante para a bioatividade.
Enquanto a metoxila aromatica na posic¢éo para do anel ndo foi importante para a bioatividade
do composto EL12, diferente do substituinte hidroxila, o qual contribui na atividade EL11.
Fato este que pode ser em decorréncia da interacdo da hidroxila fendlica com as células dos
micro-organismos, realizando interacbes com componentes membranares dos mesmos. O
substituinte nitro na posicdo orto pode ter sido relevante para a melhor bioatividade, assim
como 0s substituintes com anel aromatico.

A partir dos resultados obtidos € possivel avangar no estudo de um novo prot6tipo que
tenha melhor perfil bioldgico e contribuir nas pesquisas para a descoberta de novos farmacos

com atividade antifungica.

6. PERPECTIVAS
Diante do que foi apresentado, o estudo de relacdo estrutura-atividade dos ésteres
cinamicos foi avaliada, todavia ficaram algumas lacunas que poderdo ser investiga- das em
estudos futuros. Como por exemplo, os ésteres (EL4 e EL6) que se destacaram por suas
atividades antifungicas devido a presenca de uma cadeia alquilica pequena, ou devido a um

oxigénio inserido na cadeia carbonica, respectivamente. Sao perspectivas futuras:

v Realizar estudos que mostrem analogos desses ésteres com cadeias alquilicas
curtas que potencializem a atividadeantifingica;
v Realizar modificacGes estruturais nos ésteres (EL4 e EL6), a fim de identificar

as caracteristicas quimicas que influenciam a atividadeantifungica;
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7. PARTEEXPERIMENTAL
7.1. Substancias, reagentes e outros materiaisutilizados

A etapa quimica como também a etapa bioldgica desta dissertacdo foi realizada no
Laboratorio de Quimica Farmacéutica e Laboratorio de Micologia da Universidade Federal da

Paraiba (UFPB). Todos os reagentes foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich.

Para preparacdo dos ésteres, foram utilizados 7 alcoois, 7 haletos e 1 &cido
nitrocinamico. Os 14 reagentes foram submetidos a uma reacdo com o0 &cido trans-2-
nitrocindmico. Os &lcoois e haletos utilizados para a preparacdo dos ésteres estdo dispostos na
Figura 8abaixo:

—_—OH /\OH /\/OH /\/\OH
Mctanol Etanol n-propanol n-butanol
OH
)\ \ /\/OH
0 \/\/\Br
alcool isopropilico 2-metoxietanol I-bromopentano
Br
I-bromodecano
Cl
Br
Br Cl
Bromodifenilmetano Cloreto de 4-clorobenzil
OH
Brometo de 4-hidroxifenetil
OH
Cl
“ Br
2-(bromometil) naftaleno
OCH;4

Cloreto de 4-metoxibenzil Alcool perilico

Figura8.Alcoois e haletos utilizados na preparacdo dos ésteres nitrocindmicos
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7.2. Métodoscromatograficos

A purificacdo dos compostos foi realizada por cromatografia de adsor¢do em coluna
(CC) utilizando como fase estacionaria, silica gel 60, ART 7734 da MERCK, de particulas
com dimensoes entre 0,063-0,200 mm, tendo como suporte colunas de vidro cilindricas cujas
dimens@es variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada. Na fase
movel utilizou-se os solventes Hexano e Acetato de Etila (AcOEt:Hex), em uma mistura com
gradiente crescente de polaridade. O acompanhamento reacional foi realizado através de
cromatografia analitica em camada delgada (CCDA), em cromato folhas com silica gel 60
F254 suportada em placa de aluminio MERCK (com revelador para UV e espessura de 0,2
mm). A visualizaco ocorreu através do revelador quimico: Acido sulfurico a 5% em alcool
etilico, bem como pela exposicdo das placas a lampada de irradiacdo ultravioleta com dois

comprimentos de onda (254 e 366 nm).

7.3. Ponto defuséo

O ponto de fusdo (PF) de cada amostra foi determinado em placa de aquecimento de
aparelho digital para ponto de fusdo da marca Microquimica Equipamentos LTDA, modelo
MQAPF-302, com bloco de platina em microscopio optico tipo “Kofler”, marca REICHERT,

modelo R3279, com temperatura que varia de 0-350°C.

7.4. MétodosEspectroscopicos
7.4.1 Infravermelho

Os dados espectrais na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em aparelho de
IRprestige-21 Shimadzu Fourier Tranform —InfraredSpectrophotometer, do Laboratério de

controle de qualidade/UFPB, utilizando de 1,00 mg de amostra em pastilhas de KBr, com

frequéncia medida em cm™,
7.4.2.Ressonancia MagnéticaNuclear

Os compostos foram identificados por espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio (RMN de 'H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN de®C)
unidimensional. Obteve-se 0s mesmos por meio de espectrbmetro MERCURY-VARIAN
(LMCA- Laboratério Multiusuério de Caracterizacdo e Anéalise/UFPB) operando a 200 MHz

'H e 50 MHz 3C e VARIAN-RMN-SYSTEM (LMCA/UFPB) operando a 500 MHz *H e 125

MHz 13C.As amostras foram preparadas dissolvendo uma pequena quantidade do produto em
cloroférmio deuterado (CDCI;) da MERCK.
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Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) em relacdo ao
tetrametilsilano (TMS) que foi utilizado como padrdo interno. Como referéncia para RMN de

'H, utilizou-se como referéncia os picos caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as
fracGes ndo deuteradas do solvente cloroférmio (6H = 7,24 ppm). Para os espectros de RMN

de 13C, estes mesmos pardmetros foram utilizados, através dos picos do cloroférmio (8C =

77,00 ppm). As multiplicidades das bandas de RMN 'H foram indicadas segundo as
convencoes: s (singleto), d (dupleto), dt (dupleto de tripleto), t(tripleto), quadrupleto),m
(multipleto),quint (quinteto), sex (sexteto) e hept(hepteto).

7.4.3. [Espectrometria deMassa

Os espectros de alta resolucdo foram desenvolvidos pelo Espectrémetro de Massas de
Alta Resolucdo localizado no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).
Matrizes e produtos quimicos de calibracdo foram adquiridos da Sigma-Aldrich. As medicgdes
foram realizadas utilizando um espectrometro de massas Ultraflex 1l TOF/TOF equipado com
um laser de alta performance de estado solido (A= 355 nm) e um reflector. O sistema é
operado pelo pacote de software FlexControl 2,4 (Bruker-DaltonicsGmbsH, Bremen,
Alemanha).

As amostras foram irradiadas com um laser de poténcia de 20% e medido em forma
linear e refletida, em forma de ions positivos e negativos. As amostras foram carregadas huma
placa formada de aco para amostra (base de aco MTP 384; BrukerDalto- nicsGmbsH). Os
espectros de massas foram a soma de 100 a 300 disparos de laser individuais, dependendo das

condicdes da amostra.

7.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dosésteres
7.5.1. Estudo da atividadeantifungica

O estudo antifangico foi desenvolvido no Laboratorio de Micologia do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas, localizado no Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal
da Paraiba, Os responsaveis para o desenvolvimento desse trabalho foram os alunos de poés-
graduacdo José Klidenberg de Oliveira Janiorcom a supervisao da coordenadoraProf?. Dra.

Edeltrudes de Oliveira Lima no periodo de julho de 2016.
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7.5.3. Produtos testados

Nos ensaios de atividades bioldgicas, foram utilizadas quatorze compostos ésteres
codificados de EL1 a EL14. Os mesmos foram devidamente solubilizados em dimetil-
sulfoxido (DMSQO) numa proporc¢éo de até 10 % e tween 80 a 0,02%. Em seguida,completou-
se com agua destilada esterilizada (g.s.p. 3mL) para obter uma emulsdo na concentracdo
inicial de 1024 pg/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al.,2007;
PEREIRA et al.,2014).

7.5.4. Meios de cultura usados nos ensaios

Para o controle de atividade antifungica foram RPMI/sem bicarbonato (SIGMA-

ALDRICH®/USA/France) eCaldo Brain Heart Infusion (CBHI) (DIFCO Laboratorio-
/USA/France), os quais foram preparados segundo as descri¢cdes dos fabricantes.

7.5.5. Micro-organismos

Para os ensaios de atividade bioldgica dos produtos testes, foram utilizadas as seguintes

cepas:

v" Leveduras: Candida albicans ATCC-90028, LM- 106; Candida tropicalis ATCC-
13803, LM-31; Candida parapsilosis LM-14, LM-02, C. krusei LM-13 eLM-08

As cepas pertencem a MICOTECA do Laboratério de Micologia, Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal
da Paraiba. Todas as cepas foram mantidas em ASD e BHI a temperatura de 4°C. Foram

utilizados para os ensaios, repiques de 24-48 horas em ASD/ABHI, incuba- dosa 35 + 2 °C.
7.5.6. Indculo

Para preparacdo do indculo, colénias das cepas de leveduras e de bactérias mantidas

em meios de culturas e de repiques recentes, foram suspensas em solucdo de NaCl 0,85%

6
estéril e ajustadas de acordo com o padrdo 0,5 de McFarland para obtengdo de 1-5 x 10
UFC/mL (HADACECK; GREEGER, 2000; CLEELAND;SQUIRES, 1991;ANTUNES et
al., 2006; FREIRE etal., 2014).

7.5.7. Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima(CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland; Squires (1991).
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A determinacdo da CIM das substancias sobre cepas fungicas e bacterianasforam
realizadas através da técnica da microdiluicdo em caldo em placa para cultura de células
(TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pogos.

Inicialmente foram distribuidos 100 uL de RPMI/BHI duplamente concentradonos
orificios das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 puL da emulsdo dos produtos teste
duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por
meio de uma diluigdo seriada a uma razdo de dois, foi obtida concentracdes de 1024 pg/mL
até 2ug/mL. Por fim, foi adicionado 10 pL das suspensBes das cepas de leveduras e de
bactérias nascavidades, onde cada coluna da placa refere-se, especificamente,a uma cepa.
Paralelamente, foram realizados os controles: micro- organismos (RPMI+leveduras/ BHI+
bactérias),meio de cultura (RPMI/CBHI) e droga padrdo (RPMI+ indculofingico+ nistatina
100Ul) / (BHI+ indculo bacteriano+ cloranfenicol 100ug/mL). As placas preparadas e
assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa temperatura de 35 + 2 °C por 24-48
visivel sobre o crescimento fungico/bacteriano verificado nos orificios, quando em
comparagdo com seu controle. O resultado foi expresso pela média aritmética das CIM’s
obtidas no ensaio realizado em duplicata.A atividade antimicrobiana dos produtos foi
interpretada e considerada como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500
png/mL=forte atividade; 600-1500 pg/mL= moderada atividade; acima de 1500 pg/mL=fraca
atividade ou produto inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004,
HOUGHTON et al.,2007).

7.5.8. Estudo de atividadeantibacteriana
7.5.9. Espaco e responsaveis para o desenvolvimento doestudo

O estudo antifungico foi desenvolvido no Laboratério de Micologia do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas localizado no Centro de Ciéncias da Sadde/Universidade Federal
da Paraiba. Os responsaveis para o desenvolvimento desse trabalho foram os alunos de pés-
graduacdo José Klidenberg de Oliveira Juniorcoma supervisdo da Profa. Dr?. Edeltrudes de
Oliveira Lima no periodo de julho de 2016.

7.6. Produtostestados

Nos ensaios de atividades biologicos foram utilizados quatorze ésteres codificados de
EL1 a EL14. Os mesmos foram devidamente solubilizados em dimetilsulféxido (DMSQO)
numa proporcdo de até 10 % e tween 80 a 0,02%. Em seguida, completou-se com &gua
destilada esterilizada (g.s.p. 3mL) para obter uma emulsdo na concentragéo inicial de 1024
png/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).
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v Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-13150, S. epidermidis ATCC-12228 e
Pseudomonas aeruginosaATCC-9027;

8. PREPARACAO DOS ESTERES NITROCINAMICOS A PARTIR DO ACIDO
TRANS-2-NITROCINAMICO

8.1. Preparacdo dos ésteres EL1-EL6

H,50,
+ HOR —_—
Refluxo

Acido trans-2-nitro-cindmico

Em um baldo de 250 mL equipado com uma barra magnética e tampado com um septo de
borracha, contendo 0,5 g (2,59 mmol) do &cido trans-2-nitro-cindmico em 100 mL do alcool,
adicionou-se lentamente 0,5 mL de acido sulfurico H2SOs. Acoplou-se o baldo a um
condensador de refluxo e colocou em um banho de 6leo, deixou-se em refluxo com agitacédo
magnética por 3-5 horas. Ao final da reacdo, evaporou-se parcialmente o solvente em
evaporador rotativo, sendo em seguida feita a extragdo com 3 x 20 mL de cloroférmio e agua.
Separou-se a fase organica e lavou-se a fase aquosa 3 x 20 mL de cloroférmio. As fases
organicas foram reunidas e lavadas com 3 x 20 mL de bicarbonato de sodio 5%. Logo ap0s, a
fase organica foi lavada com 20 mL de agua e seca com sulfato de sddio anidro. Apos a

evaporacdo do solvente, obteve-se o produto purificado (De Campo Buzzi et al.,2009).
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Ester - EL1

(E)-metil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um solido cristalino branco, 464 mg (2,24 mmol), com rendimento 86,46%
eP.F.:97-100°C.1Vumax(KBr,cm™):3090(C-Hsp?),2953(C-Hsp?),1717(C=0),1636 e 1402
(C=C aromético), 1522 e 1346 (estiramento C-NO,), 1182 (estiramento C- O). RMN *H (200
MHz, CDCls): 8,08 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,01 (d, J = 9,4 Hz, 1H, H-3), 7,64-7,51 (m,
3H, H-4, H-5, H-6), 6,33 (d, J= 15,8 Hz, 1H, H-8), 3,79 (s, 3H).RMN “C (50 MHz,
CDCLs): 166,2 (C=0), 148,2 (C-2), 140,1 (C-7), 133,5, (C-5),130,5 (C-1), 130,3 (C-4),
129,1 (C-6), 124,9 (C-3), 122,8 (C-8), 52,0 (C-1°), (DIBAKAR E PAUL, 2006).
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Espectro 1. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-metil 3-(2-nitrofenil) acrilato
(EL1).
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Espectro 2. Espectro de RMN !H de (E)-metil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL1)
(200MHz,CDCls).
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Espectro 3. Espectro de RMN *C-APT de (E)-metil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL1) (50 MHz,
CDCls).
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Ester-EL2

O

NO,

(£)-etil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um sélido marrom, 491 mg (2,22 mmol) com rendimento 85,78% e P.F.: 37- 40
°C, IV vmax,(KBr, cm™): 3090 (C-H sp?), 2953 (C-H sp®), 1717 (C=0), 1639 e 1477(C=C
aromético), 1526 e 1346 (estiramento C-NO3), 1196 (estiramento C-O). RMN *H(500 MHz,
CDCls): 8,07 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,00 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-3), 7,62-7,49 (m, 3H, H-4,
H-5, H-6), 6,33 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 4,26 (q, J = 7,1 Hz, 2H, H-1°),1.31 (t, J = 7,1 Hz,
3H, H-2"). RMN *¥C (126 MHz, CDCls): 165,72 (C=0), 148,31(C-2), 139,75 (C-7), 133,43
(C-5), 130,58 (C-1), 130,19 (C-4), 129,07 (C-6), 124,83 (C-3), 123,33 (C-8), 60,87 (C-1°),
14,21 (C-2°).(DIBAKAR E PAUL, 2006).
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Espectro 4. Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-etil 3-(2-nitrofenil) acrilato

(EL2)
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Espectro 5.Espectro de RMN *H de (E)-etil 3-(2-nitrofenil) acrilato(EL2)(500 MHz, CDCls).
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Espectro 6.Expanséo do espectro de RMN H de (E)-etil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL2)

(500 MHz, CDCls).
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Espectro 7. Espectro de RMN *C-APT de (E)-etil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL2)(126 MHz,
CDCla).

Ester - EL3
QO

NO,
(E)-propil 3-(2-nitrofenil)acrilato

Obteve-se um sélido marrom amorfo, 595 mg (2,53 mmol) com rendimento 98,94% e P.F.:
50-55 °C, IV vmax (KBr, cm™): 3078 (C-H sp?), 2970 (C-H sp®), 1713 (C=0), 1639% 1476
(C=C aromético), 1524-1348 (estiramento C-NO), 1168 (estiramento C-0). RMN 'H (200
MHz, CDCls): 8,08 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,01 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-3), 7,66 — 7,46 (m,
3H, H-4, H-5, H-6), 6,34 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 4,15 (t, J = 6,7Hz, 2H, H-1"),1,80-1,62
(sex, 2H, H-2"), 0,96 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-3"). RMN **C (50MHz, CDCls): 165,8 (C=0),
148,2 (C-2), 139,8 (C-7),133,5 (C-5), 130,6 (C-1), 130,2(C-4), 129,1 (C-6), 124,9 (C-3),
123,3 (C-8), 66,5 (C-1°), 22,0 (C-2"), 10,4 (C-3"), (DIBAKAR E PAUL, 2006).
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Espectro 8.Espectro de Infravermelho (KBr, cm™) de (E)-propil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL3).
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Espectro 9. Espectro de RMN *H de (E)-propil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL3) (200
MHz,CDClz).
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Espectro 10.Expansdo do espectro de RMN !H de (E)-propil 3-(2-nitrofenil)
acrilato (EL3) (200 MHz, CDCls).
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Espectro 11. Espectro de RMN 3C-APT de (E)-propil 3-(2-nitrofenil) acrilato
(EL3), (500 MHz, CDClz).
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Ester - EL4
@)
I 3
] M‘—T
5 QO
2'

NO,

(£)-butil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um 6leo marrom escuro, 567 mg (1,093 mmol) com rendimento 88,62%, IV Vmax
(KBr, cm™): 3099 (C-H sp?), 2961 (C-H sp®), 1717 (C=0), 1639 e 1466 (C=C aromatico),
1526 e 1346 (estiramento C-NO,), 1180 (estiramento C-O). RMN *H (500MHz, CDCls): 8,07
(d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,00 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-3), 7,63 — 7,49(m, 3H, H-4, H-5, H-6),
6,33 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 4,20 (t, J = 6,7 Hz, 2H, H-1°),1,70-1,63 (quin, 2H, H-2"), 1,48
-1,33 (sex, 2H, H-3"), 0,93 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H-4’).RMN C (126 MHz, CDCls): 165,81
(C=0), 148,30 (C-2), 139,74 (C-7), 133,43(C-5),130,59 (C-1), 130,18 (C-4), 129,07 (C-6),
124,84 (C-3), 123,33 (C-8), 64,78 (C-1°),30,64 (C-2°), 19,13 (C-3’), 13,67 (C-4),
(DIBAKAR E PAUL, 2006).
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Espectro 12.Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-butil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL4).
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Espectro 13. Espectro de RMN 14 de (E)-butil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL4)
(500 MHz, CDCI3).
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Espectro 14.Expanséo do espectro de RMN 1H de (E)-butil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL4) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 15. Espectro de RMN
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13C-APT de (E)-butil 3-(2-nitrofenil) acrilto

(EL4) (126 MHz, CDCl3).

Ester - EL5

O 2'

NO,

(E)-isopropil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um 06leo marrom escuro, 121 mg (0,52 mmol) com rendimento 97,68%, IV vmax
(KBr, cm™): 3075 (C-H sp?), 2980 (C-H sp®) 1705 (C=0), 1638 e 1468 (C=C aromatico),
1518 e 1339 (estiramento C-NO,), 1206 (estiramento C-O). RMN *H (200MHz, CDCls): 8,04
(d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 7,98 (d, J = 6,2 Hz, 1H, H-3), 7,67-7,44(m, 3H, H-4, H-5, H-6),
6,31 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 5,20-5,00 (sept, 1H, H-17),1,28(d, 6H, H-2*, H-3"). RMN **C
(50 MHz, CDCls): 165,2 (C=0), 148,2 (C-2), 139,4 (C-7), 133,4 (C-5), 130,5 (C-1), 130,1 (C-
4), 129,0 (C-6), 124,8 (C-3), 123,7 (C-8), 68,3 (C-1°), 21,8(C-2"), 19,1 (C-3"), (DIBAKAR E
PAUL, 2006).
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Espectro 16.Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-isopropill 3-(2-

nitrofenil)acrilato (EL5).
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Espectro 17. Espectro de RMN 1H de (E)-isopropil 3-(2-nitrofenil)acrilato
(EL5) (200 MHz, CDCI3).
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Espectro 18. Expansdo do espectro de RMN 1H de (E)-isopropil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL5) (200 MHz, CDCI3).
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Espectro 19. Espectro de RMN 130 APT de (E) isopropil 3-(2-nitrofenil)
acrilato(EL5) (50 MHz, CDCI3).
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Ester - EL6

(E)-2-metoxietil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um 6leo marrom escuro, 420 mg (1,67 mmol) com rendimento 64,44%, IV Umax
(KBr, cm™): 3072 (C-H sp?), 2930 (C-H sp®) 1719 (C=0), 16439 e 1476(C=C aromético),
1526 e 1346 (estiramento C-NO), 1180 (estiramento C-O). RMN *H (500 MHz, CDCly):
8,08 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 7,98 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-3), 7,63-7,48 (m, 3H, H-4, H-5,
H-6), 6,37 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 4,34(t,2H, H-17), 3,63 (t, 2H, H-2"), 3,37 (s 3H, H-3).
RMN *C (126 MHz, CDCl3):165,62 (C=0), 148,22 (C-2), 140,28 (C-7), 133,45 (C-5),
130,38 (C-1), 130,26 (C-4), 129,01 (C-6), 124,79 (C-3), 122,73 (C-8), 70,30 (C-1"), 63,85
(C-2), 58,92 (C-1""), (MAGENS E PLIETKER, 2010).
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Espectro 20.Espectro de Infravermelho (KB, cm'l) de (E)-2-metoxietil 3- (2-
nitrofenil) acrilato (EL6).
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Espectro 21. Espectro de RMN 14 de (E)-2-metoxietil  3-(2-nitrofenil)
acrilato(EL6) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 22.Expansdo do espectro de RMN 1H de (E)-2-metoxietil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL6) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 23. Expansao do espectro de RMN 1H de (E)-2-metoxietil 3-(2-nitrofenil)
acrilato (EL6) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 24. Espectro de RMN 13C-APT de (E)-2-metoxietil 3-(2- nitrofenil)
acrilato (EL6) (126 MHz, CDCI3).

79



NASCIMENTO, L. G./PARTE EXPERIMENTAL

8.2. Preparacéo dos ésteresEL7-EL.13

Acetona
—_—

Et3N. Refluxo

Em um baldo de 100 mL equipado com uma barra magnética e tampado com um
septo de borracha, contendo 0,5 g (2,59 mmol) do acido trans-2-nitro-cinamico, 31,4 mL
de acetona anidra, 1,4 mL (10,36 mmol) de trietilamina adicionou-se haleto de alquila ou
arila. Acoplou-se o baldo a um condensador de refluxo e colocou em um banho de 6leo,
deixou-o em refluxo com agitacdo magnética por 12-55 horas. Ao final da rea- ¢éo,
evaporou-se parcialmente o solvente em evaporador rotativo, sendo em seguida feita a
extracdo com 3 x 20 mL de cloroférmio e agua. Separou-se a fase organica e la- vou a
fase aquosa 3 x 20 mL de cloroférmio. Logo apos, a fase orgéanica foi seca com sulfato de
sodio anidro. Apo6s a evaporacdo do solvente, o produto foi purificado através de
cromatografia em coluna eluida com hexano acetato de etila, obtendo-se um produto
purificado. (Sa et al.,2005).
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Ester - EL7

O

NO,

(E)-pentil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um 6leo amarelo, 287,8 mg (1,09 mmol) com rendimento 42,23%, IV vmax (KB,
cm™): 3073 (C-H sp?), 2957 (C-H sp?), 1717 (C=0), 1638 e 1468 (C=Caromético), 1526 e
1346 (estiramento C-NO,), 1179 (estiramento C-O). RMN *H(500 MHz, CDCls): 8,06 (d, J =
15,8 Hz, 1H, H-7), 7,99 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-3),7,62 — 7,48 (m, 3H, H-4, H-5, H-6), 6,33 (d,
J=15,8 Hz, 1H, H-8), 4,18 (t, J = 6,8Hz, 2H, H-1"), 1,71-1,65 (m, 2H, H-2"), 1,37-1,30 (m,
4H, H-3°, H-4), 0,88 (t, J = 5,7 Hz, 3H, H-5). RMN *C (126 MHz, CDCls): 165,77 (C=0),
148,28 (C-2),139,70 (C-7), 133,41 (C-5), 130,54 (C-1), 130,17 (C-4), 129,04 (C-6), 124,80
(C-3), 123,30 (C-8), 65,03 (C-17), 28,27 (C-27), 28,02 (C-37), 22,25 (C-4’), 13,88 (C-57),
(REEVES et al., 2011).
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Espectro 25. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-pentil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL7).
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Espectro 26. Espectro de RMN 1H de (E)-pentil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL7)
(500 MHz, CDCI3)
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Espectro 27. Expansdo do espectro de RMN 14 de (E)-pentil 3-(2-nitrofenil)
acrilato (EL7) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 28. Espectro de RMN 13C-APT de (E)-pentil 3-(2-nitrofenil) acrilato
(EL7) (126 MHz, CDCls).

Ester - EL8

Obteve-se 6leo marrom, 443,4 mg (1,33 mmol) com rendimento 51,35% e P.F.: 29-32 °C, IV
vmax (KBr, cm™): 3073 (C-H sp?), 2926 (C-H sp?) 1717 (C=0), 1639 1468 (C=C aromatico),
1528 e 1346 (estiramento C-NOy), 1177 (estiramento C-O). RMN *H (200 MHZ, CDCLs):
8,07 (d, J = 15,8 HZ, 1H, H-7), 8,00 (d, J = 7,1 HZ, 1H, H-3), 7,65-7,44 (m, 3H, H-4, H-5, H-
6), 6,34 (d, J = 15,8 HZ, 1H, H-8), 4,18 (t,J = 6,7 HZ, 2H, H-1"), 1,79-1,50 (quin, 2H, H-2"),
1,40-1,21 (m, 14H, H-3’, H-4’ H-5, H-6, H-7, H-8, H-9), 0,84 (t, J = 6,4 HZ, 3H, H-10").
RMN **C (50 MHZ,CDCLs): 165,8 (C=0), 148,2 (C-2), 139,8 (C-7), 133,4 (C-5), 130,6 (C-
1), 130,2(C-4), 129,1 (C-6), 124,8 (C-3), 123,3 (C-8), 65,1 (C-1°), 31,8 (C-2°), 29,5 (C-
3%),29,5 (C-4’), 29,2 (C-5°), 29,2 (C-6"), 28,6 (C-7°), 25,9 (C-8°), 22,6 (C-9°) 14,1 (C-10)
(MAGENS E PLIETKER, 2010).
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Espectro 29. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-decil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (ELS).
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Espectro 30. Espectro de RMNlH de (E)-decil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL8)(200
MHz,CDCI3).
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Espectro 31. Expansao do espectro de RMN 1H de (E)-decil 3-(2-nitrofenil)
acrilato (EL8) (200 MHz, CDCI3).
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Espectro 32. Espectro de RMN 13C-APT de (E)-decil 3-(2-nitrofenil)acrilato
(EL8) (50MHz, CDCI3).
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Espectro 33. Expansao do espectro de RMN 13¢_APT de (E)-decil 3-(2- nitrofenil)
acrilato (EL8) (50 MHz, CDCI3).
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Ester - EL9

(£)-4-chlorobenzil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um sélido amorfo amarelado, 86,1 mg (0,271 mmol) com rendimento 52,37% e
P.F.: 115-120 °C, IV vmax (KBr, cm™): 3063 (C-H sp?), 2449 (C-H sp*)1701 (C=0), 1639 e
1491 (C=C aromatico), 1526 e 1344 (estiramento C-NO.), 1190 (estiramento C-O), 1086
(estiramento C-ClI) RMN *H (500 MHz, CDCls): 8,14 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,02 (d, J =
8,2 Hz, 1H, H-3), 7,63-7,50 (m, 3H, H-4, H-5, H-6),7,39 -7,32 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-5’, H-6’
), 6,37 (d, J = 15,8 Hz, 1H,H-8), 5,21 (s, 2H, H-7°). RMN **C (126 MHz, CDCls): 165,39
(C=0), 148,28 (C-2), 140,68 (C-7), 134,24 (C-1°, C-4), 133,50 (C-5), 130,42 (C-1), 130,38
(C-4),129,65 (C-2°, C-6°), 129,09 (C-6), 128,77 (C-3’, C-5°), 124,91 (C-3), 122,66 (C-
8),65,79 (C-7°), (KIM et al., 2010).
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Espectro 35. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-4-clorobenzil 3-
(2-nitrofenil) acrilato (EL9).
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Espectro 36. Espectro de RMN 1 de (E)-4-clorobenzil 3-(2-nitrofenil) acrilato(EL9)(500
MHz, CDCI3).
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Espectro 37. Expanséo doespectro de RMN 1 de (E)-4-clorobenzil 3-(2- nitrofenil)
acrilato (EL9) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 38. Espectro de RMN 13c_APT de (E)-4-clorobenzil 3-(2-nitrofenil)
acrilato (EL9) (126 MHz, CDCI3).
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Espectro 39. Espectro de massa de alta resolugéo tipo MALDI (E)-4-clorobenzil 3-(2-nitrofenil)
acrilato (EL9).
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Ester - EL10

(E)-benzidril 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um solido amorfo amarelado, 51,3 mg (0,143 mmol) com rendimento 28,00% e
P.F.: 58-70 °C, IV vmax (KBr, cm™): 3086 (C-H sp?), 2970 (C-H sp®), 1713 (C=0), 1634
e1493 (C=C aromatico), 1518 e 1342 (estiramento C-NO), 1190 (estiramento C-O), 1086.
RMN 'H (200 MHz, CDCls): 8,25 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,05 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-3),
7,62-7,49 (m, 3H, H-4, H-5, H-6), 7,41- 7,36 (m, 10H: 2H-2’, 2H-3’, 2H-4’, 2H-5", 2H-
6°),7,04 (s, 1H, H-7°), 6.47 (d, J = 15.8 Hz, 1H, H-8). RMN *3C (50 MHz, CDCls): 164,7
(C=0),148,1 (C-2), 140,7 (C-7), 139,9 (2C-17), 133,5 (C-5), 130,4 (C-1), 130,3 (C-4), 129,1
(C-6),128,5 (2C-3’°, 2C-57), 128,4 (2C-2’, 2C-6"), 126,5 (2C-4"), 124,9 (C-3), 122,9 (C-8),
77,3 (C-7), (MAGENS E PLIETKER, 2010).
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Espectro 40. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-benzidril 3-
(2-nitrofenil) acrilato (EL10).

90



NASCIMENTO, L. G./PARTE EXPERIMENTAL

LT e e
=]

RE8S84Q

T T AT O T

T T T T T T T T T T T T
13 12 1 10 9 5 4 3 2 1 0 -1

@

6
f1 (ppm)

Espectro 41. Espectro de RMN 1H de (E)-benzidril 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL10)
(200 MHz, CDCI3).
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Espectro 42. Expansédo doespectro de RMN 1H de (E)-benzidril 3-(2-nitrofenil)
acrilato(EL10) (200MHz, CDCI3).
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Espectro 43. Espectro de RMN 1?’C-APT de (E)-benzidril3-(2-nitrofenil)
acrilato(EL10) (50 MHz, CDCI3).
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Espectro 44. Expansdo do espectro de RMN 13C-APT de (E)-benzidril3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL10) (50 MHz, CDCI3).
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Espectro 45. Espectro de massa de alta resolugdo tipo MALDI (E)-benzidril3-(2-
nitrofenil) acrilato(EL10).

Ester - EL11

(£)-4-hidroxifenctil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um solido amarelo, 58,5 mg (0,1869 mmol) com rendimento 72,22%, IV vmax
(KBr,cm™):3335(0-H),3030(C-Hsp?),2957(C-Hsp®),1682(C=0),1636e1454(C=Caromético),
1516 e 1348 (estiramento C-NO2), 1209 (estiramento C-O). RMN 'H (500 MHz, CDCly):
8,08 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,01 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-3), 7,62-7,49 (m, 3H, H-4,H-5, H-
6), 7,10 (d, J= 8,3 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 6,78 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-3", H-5"), 6,32 (d, J= 15,8
Hz, 1H, H-8), 5,46 (s, 1H, H-4"), 4,37 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H-7°), 2,92 (t, J = 7,0 Hz, 2H,H-8").
RMN *¥C (126 MHz, CDCls): 165,14 (C=0), 154,46 (C-4°), 148,28 (C-2), 140,15 (C-7),
133,48 (C-5), 130,46 (C-1), 130,29 (C-4), 130,07 (C-2’, C-6"), 129,61, 129,09 (C-6), (C-1"),
124,88 (C-3), 123,03 (C-8), 115,45 (C-3°, C-5°), 65,75 (C-7°), 34,22 (C-8’), (FATEN,
DARWISH E REINECKE, 2003)
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Espectro 46. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-4-hidroxifenetil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL11).
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Espectro 47. Espectro de RMN 1y de (E)-4-hidroxifenetil 3-(2-nitrofenil) acrilato
(EL11) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 48. Expansdo doespectro de RMN 14 ge (E)-4-hidroxifenetil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL11) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 49. Espectro de RMN 13C-APT de (E)-4-hidroxifenetil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL11) (126 MHz, CDCI3).
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Espectro 50. Expansdo do espectro de RMN 13C-APT de (E)-4-hidroxifenetil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL11) (126 MHz, CDCI3).

Ester - EL12

(E)-4-metoxibenzil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um solido amarelado, 97,4 mg ( 0,311 mmol) com rendimento de 60,09% e P.F.:
65-75 °C, IV vmax (KBr, cm™): 3076 (C-H sp?), 2957 (C-H sp®), 1715 (C=0), 1638 e
1460(C=C aromatico), 1524 e 1344 (estiramento C-NO), 1169 (estiramento C-O). RMN *H
(500MHz, CDCl3): 8,11 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 7,99 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-3), 7,61-7,48
(m,3H, H-4, H-5, H-6), 7,33 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2, H-6"), 6,88 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-3’, H-
5°),6,36 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 5,18 (s, 2H, H-7"), 3,78 (s, 3-H, MeO). RMN *C (126
MHz,CDCls): 165,54 (C=0), 159,67 (C-4"), 148,23 (C-2), 140,16 (C-7), 133,42 (C-5), 130,44
(C-1), 130,22 (C-4), 130,10 (C-2’, C-6"), 129,02 (C-6), 127,80 (C-17), 124,80 (C-3), 123,01,
(C-8), 113,94 (C-3°, C-5°), 66,43 (C-7°), 55,20 (C-MeO), (KIM et al., 2010).
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Espectro 51. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-4-metoxibenzil 3-
(2-nitrofenil) acrilato (EL12).
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Espectro 52. Espectro de RMN 1H de (E)-4-metoxibenzil 3-(2-nitrofenil) acrilato
(EL12) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 53. Expansdo do espectro de RMN 1 de (E)-4-metoxibenzil 3-
(2- nitrofenil) acrilato (EL12) (500 MHz, CDCI3).
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Espectro 54. Espectro de RMN 13C-APT de (E)-4-metoxibenzil 3-(2-nitrofenil)
acrilato(EL12) (126 MHz, CDCls).

98



Intens.[a.u]

NASCIMENTO, L. G./PARTE EXPERIMENTAL

) I TNO o o =] -4
- < TN Q @ 3] =)
7 b ]88 & K & N
i i i v i i i i
I I S| I I I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
L42 141 140 139 138 137 136 135 134 133 n [132] 131 130 129 128 27 126 125 124 123
ppm

Espectro 55. Expansdo do espectro de RMN 13c_APT de (E)-4-metoxibenzil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL12) (126 MHz, CDCI3).
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Espectro 56. Espectro de massa de alta resolucdo tipo MALDI de (E)-4-metoxibenzil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL12).
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Ester - EL13

NO,

(£)-naftalen-2-ilmetil 3-(2-nitrofenil) acrilato

Obteve-se um so6lido amarelado, 43 mg (0,129 mmol) com rendimento 25,0% e P.F.: 83-
110°C, IV vmax (KBr, cm-1): 3057 (C-H sp2), 2959 (C-H sp3) 1707 (C=0), 1636 e 1450
(C=Caromatico), 1522 e 1341 (estiramento C-NO2), 1179 (estiramento C-O). RMN 1H (200
MHz, CDCI3): 8,18 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,00 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-3), 7,88 -7,80 (m,
3H, H-4, H-5, H-6), 7,82-7,58 (m, 4H, H-8’, H-9’, H- 10°, H-11"), 7,51-7,45 (m, 3H, H-3", H-
6’, H-7°), 6,41 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8), 5,42 (s, 2H, H-1"). RMN 13C (50 MHz, CDCI3):
165,6 (C=0),148,2 (C-2), 140,2 (C-7), 133,5 (C-5), 133,1 (C-2’, C-4’, C-5°), 130,4(C-1),
130,3 (C-4),129,1 (C-6), 128,4 (C-7°), 128,0 (C-8’, C-117), 127,7 (C-6’), 127,4 (C-3°), 126,3
(C-9), 125,8(C-10"), 124,8 (C-3), 122, 8 (C-8), 66,8 (C-1’).(DANDAPANI E CURRAN,
2004).
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Espectro 57. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (E)-4-metoxibenzil 3-
(2-nitrofenil) acrilato (EL13).
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Espectro 58. Espectro de RMN
(EL13)(200 MHz, CDCI3).
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Espectro 59. Expanséo do espectro de RMN 14 de (E)-naftalen-2-ilmetil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL13) (200 MHz, CDCI3).
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Espectro 60. Espectro de RMN 13C-APT de (E)-2-naftalen-2-ilmetil 3-(2-
nitrofenil) acrilato (EL13) (50 MHz, CDCI3).
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Espectro 61. Expansao do espectro de RMN 13C-APT de (E)-2-naftalen-2- ilmetil 3-
(2-nitrofenil) acrilato (EL13) (50 MHz, CDCI3).
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8.3. Preparacédo do ésterEL14

6 DEAD, TPP 5
—_—

5 THF

Em um baldo de 50 mL equipado com uma barra magnética e tampado com um septo de

borracha adicionou-se 0,1 g (0,52 mmol) do acido trans-2-nitro-cindmico e 0,082 mL (0,52
mmol) do alcool perilico, em 1,73 mL de THF. A reacdo foi realizada a uma temperatura de
0°C por 30 minutos sob agitacdo magnética. Em segui- da, adicionou-se 0,14g (0,52 mmol) de
TPP e 0,1 mL (0,52 mmol) DEAD. Deixou- se 5 minutos sob agitacdo a 0 °C, e 48h a
temperatura ambiente. Ao final da reacdo, evaporou-se parcialmente o solvente em
evaporador rotativo, sendo em seguida feita a extracdo com 3 x 15 mL de acetato de etila e
agua destilada, separou-se a fase organica, e lavou-se a fase aquosa 3 x 15mL com acetato de
etila. A fase orgéa- nica foi reunida e lavada 3 x 15mL com solucdo saturada de bicarbonato de
sodio. Logo apos, as fases organicas reunidas foram lavadas com 20 mL de uma soluga
saturada de cloreto de sddio e seca com sulfato de sodio anidro. Ap6s a evaporacdo do
solvente, obteve-se o produto. O produto reacional foi purificado em coluna cromatogréafica
de silica gel, utilizando um sistema Hex: AcOEt (9:1) em gradiente crescente de polaridade
(BATOVSKA et al.,2005).
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Ester - EL14

Q'
(S,E)-(4-(prop-1-en-2-il)ciclohex-1-en-1-il)metil3-(2-nitrofenil }acrilato

Obteve-se um solido amarelado, 70 mg (0,214 mmol) com rendimento 41,34% e P.F.: 75-79
°C, IV vmax (KBr, cm™): 3078  (C-H sp?), 2922 (C-H sp?) 1707 (C=0),1638 e 1437 (C=C
aromético), 1518 e 1342 (estiramento C-NO2), 1180 (estiramen- to C-O). RMN *H (200 MHz,
CDCls): 8,10 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-7), 8,02 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-3), 7,66-7,47 (m, 3H, H-4,
H-5, H-6), 6,36 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-8),5,79 (s, 1H, H-2"), 4,69 (s, 2H, H-9%), 4,59 (s, 2H,
H-7), 2,27-2,13 (m, 1H, H-3"),2,13-2,09 (m, 1H, H-4"), 2,04-2,01 (m, 2H, H-6"), 1,98-1,93,
(m, 1H, H-3"), 1,97-1,77 (m, 1H, H-5"), 1,71 (s, 3H, H-10"), 1,59-1,45 (m, 1H, H-5"). RMN
3C (50MHz, CDCls): 165,6 (C=0), 149,5 (C-8°), 148.2 (C-2), 140,0 (C-7), 133,5 (C-5),132,4
(C-1°), 130,5 (C-1), 130,3 (C-4), 129,1 (C-6), 126,1 (C-2°), 124,9 (C-3),123,1 (C-8),
108,7 (C-9°), 68,9 (C-7°), 40,7 (C-4°), 30,4 (C-3°), 27,2 (C-57), 26,4 (C-6"), 20,7 (C-10"),
(GONCALVE E GUSEVSKAYA, 2004).
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Espectro 63. Espectro de Infravermelho (KBr, cm'l) de (S,E)-(4-(prop-1-en-2-il)
ciclohex-1-en-1-il)metil 3-(2-nitrofenil) acrilato 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL14).
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Espectro 64. Espectro de RMN 14 de (S,E)-(4-(prop-1-en-2-il)ciclohex-1-en-1-
il)metil 3-(2-nitrofenil)acrilato3-(2-nitrofenil) acrilato (EL14)(200 MHz, CDCI3).
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Espectro 65. Expansdo do espectro de RMN 1 de (S,E)-(4-(prop-1-en-2-
il)ciclohex-1-en-1-il)metil 3-(2-nitrofenil)acrilato (EL14) (200 MHz, CDCI3).
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Espectro 66. Espectro de RMN 13c_APT de (S,E)-(4-(prop-1-en-2-il)ciclohex-1-
en-1-il)metil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL14) (50 MHz, CDCI3).

3501367

Chemical Formula: C;H,;NO,
M™*: 327,1471
M"+H": 328, 1549
M + Na': 350,1368
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Espectro 67. Espectro de massa de alta resolugédo tipo MALDI de (S,E)-(4-(prop-1-en-2-il)ciclohex-1-en-1-
il)metil 3-(2-nitrofenil) acrilato (EL14).
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