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RESUMO

O desenvolvimento de novos medicamentos para tratamento de
infeccbes graves causadas por fungos do género Candida € de suma
importancia, tendo em vista 0 aumento dos casos de pacientes contaminados
com cepas resistentes aos medicamentos disponiveis. Diante desse quadro, é
também interessante que novos medicamentos possam ser obtidos por rotas

sustentdveis, partindo de substratos provenientes de fontes naturais.

Os substratos fenilpropenoides foram submetidos a reacfes de metatese
cruzada (CM, do inglés cross metathesis) com acido maleico (MA-H, do inglés
maleic acid), obtendo-se acidos carboxilicos a,B3-insaturados, da classe dos
acidos cinamicos, utilizando como catalisador o complexo de ruténio Grubbs de
segunda geracao (G2). Nas reacOes de CM dos fenilpropenoides com MA-H, a
molécula de anetol foi tomada como substrato modelo. A CM entre anetol e
MA-H foi investigada e varios parametros foram otimizados, como razdo molar
do catalisador em relacdo ao anetol, razdo anetol:MA-H, concentracdo do
substrato e temperatura. Todas as reacoes foram realizadas em 30 minutos. Se
obteve uma condicdo otimizada com 0,25 mol% de catalisador G2 em relacéo
ao substrato, razdo anetol:MA-H de 1:2, concentracdo de substrato de 2,53
mol.L™ e temperatura igual a 50 °C, onde a conversdo foi de 95% e a
seletividade para o produto de CM foi de 52%. As condi¢fes otimizadas foram
aplicadas aos fenilpropenoides isoeugenol e isosafrol. Para o isoeugenol se
obteve a melhor conversédo, acima de 99% e rendimento para o produto de CM
de 99%. Acido cindmico e &acido 4-metoxicinAmico foram convertidos em
moléculas do tipo N-2-cloroetilcinamamidas. As N-2-cloroetilcinamamidas
foram aplicadas na alquilacao de n-alquilimidazois, para obtencédo de uma nova
classe de sais imidazdlicos (Sl). As propriedades antifungicas desses sais
foram avaliadas através do ensaio de concentracao inibitoria minima (CIM) com
cepas de Candida. No ensaio de CIM foram testadas as N-2-
cloroetilcinamamidas e os Sl em comparacdo com o farmaco comercial
fluconazol. As cepas foram sensiveis a todas as moléculas testadas, porém as
cinamamidas mostraram valores de CIM pouco significativos. Todos os Sl

apresentaram valores de CIM préximos ao do fluconazol. O SI com melhor
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valor de CIM foi o cloreto de (E)-1-(2-cinamamidoetil)-3-hexadecilimidazdlio,

que foi de 1 pg/mL™ para Candida albicans e C. tropicalis.

Foram também realizadas reacfes de autometatese (AM) dos
fenilpropenoides anetol, isoeugenol e isosafrol, se obtendo como produtos
moléculas estilbenoides com conversdes = 90% e rendimentos = 88%. Ensaios
antioxidantes e de citotoxicidade foram realizados com os estilbendides, a fim
de avaliar tais propriedades nessas moléculas. O ensaio antioxidante foi
realizado pelo método FRAP (Método de Reducdo do Ferro) e somente a
molécula proveniente da AM do anetol, (E)-4,4’-dimetoxiestilbeno, apresentou
potencial antioxidante. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com
células HaCaT com e o marcador mitocondrial MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]) e também com células Vero utilizando os
marcadores MTT e o marcador lisossomal vermelho neutro (VN) (3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazina). Os ensaios utilizando células HaCaT apontou
citotoxicidade considerada relevante apenas para o estilbeno (E)-3,3'-dimetoxi-
4,4'-dihidroxiestilbeno, derivado do isoeugenol. No ensaio com células Vero e
marcador lisossomal apenas o estilbeno derivado do isoeugenol apresentou
viabilidade celular acima de 70% para todas as concentracdes, enquanto que
para o marcador mitocondrial essa mesma molécula foi a Unica a apresentar

viabilidade celular inferior a 70%, na concentracao mais alta.
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ABSTRACT

The development of new drugs to treat severe infections caused by fungi
of the genus Candida is of paramount importance in view of the increase in
cases of patients contaminated with strains resistant to the available drugs.
Simultaneously, it is also of interest to develop sustainable routes for the
preparation of new drugs, using substrates from natural sources like

phenylpropenoids.

Phenylpropenoid substrates were submitted to cross-metathesis (CM)
reactions with maleic acid (MA-H). a,B-Unsaturated carboxylic acids of the
cinnamic acid class were obtained when the second-generation Grubbs
ruthenium complex (G2) was applied as catalyst. In the CM reactions of
phenylpropenoids with MA-H, anethole was taken as model substrate. The CM
between anethole and MA-H was investigated and several parameters were
optimized, such as molar ratio of the catalyst to anethole, anethole:MA-H molar
ratio, substrate concentration and temperature. The reaction time was kept
constant at 30 minutes, and the optimized conditions were as follows: 0.25
mol% of catalyst G2 in relation to the substrate, anethole:MA-H molar ratio of
1:2, substrate concentration of 2.53 mol.L™ and temperature of 50 °C; resulting
in a conversion of 95% and a CM selectivity of 52%. Both phenylpropenoids
isoeugenol and isosafrole were applied under the optimized conditions. The
best conversion and CM yield were achieved with isoeugenol, being 299% and
99%, respectively. Commercial cinnamic acid and 4-methoxycinnamic acid
obtained through CM were converted to N-2-chloroethylcinnamamide
molecules. The N-2-chloroethylcinnamamides were applied in the alkylation of
n-alkylimidazoles to obtain a new class of imidazolium salts (IS). The antifungal
properties of both N-2-chloroethylcinnamamides and IS were tested in the
minimum inhibitory concentration (MIC) assay with Candida strains, using the
commercial drug fluconazole as comparison. The strains were sensitive to all
the molecules tested, but the N-2-chloroethylcinnamamides showed less
significant MIC values. All IS had MIC values close to those of fluconazole, and
the best MIC value of 1 ug.mL™* against Candida albicans and C. tropicalis was
obtained with (E)-1-(2-cinnamamidethyl)-3-n-hexadecylimidazolium chloride,

outperforming fluconazole.
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Self-metathesis (AM) reactions with the phenylpropenoids anethole,
isoeugenol and isosafrol resulted in the formation of stilbenoids with
conversions = 90% and yields = 88%. These stilbenoids were submitted to
antioxidant and cytotoxicity assays. The antioxidant assay was performed by
the FRAP (FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power) method, which showed
antioxidant potential for the molecule from the anethole AM, (E)-4,4-
dimethoxystilbene. Cytotoxicity assays were performed with HaCaT cells and
the MTT mitochondrial marker ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]), and also with Vero cells using the MTT and the
neutral red (VN) lysosomal markers (3-amino-7-dimethylamino-2-
methylphenazine). Assays using HaCaT cells demonstrated relevant
cytotoxicity only for (E)-3,3-dimethoxy-4,4'-dihydroxystilbene, derived from
isoeugenol. In the assay with Vero cells and the lysosomal marker, the stilbene
derived from isoeugenol presented cell viabilities above 70% for all tested
concentrations. In contrast, when applying the mitochondrial marker, the same
molecule was the only one to present cell viability of less than 70% at the

highest concentration tested.
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“... traz na capa, em letras garrafais e amjgéveis,
a frase NAO ENTRE EM PANICO.”

“Eu posso néo ter ido para onde eu pretendia ir, mas eu acho que acabei
terminando onde eu pretendia estar.”

Douglas Adams

“O guia do Mochileiro das Galaxias”
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas ocorreu um aumento de relatos de casos de
infeccbes fungicas em diferentes populacdbes de pacientes. Em
aproximadamente 80% dos casos relatados de infeccbes na corrente
sanguinea causadas por fungos, 0S microrganismos responsaveis pertencem
as espécies de Candida.! Espécies de Candida sdo patégenos oportunistas
fungicos, que estdo presentes na microbiota humana e sdo o segundo maior
agente causador de doencas fungicas no mundo. Dentre as doencas causadas
por Candida spp. estdo desde as mais superficiais e manifestagdes clinicas
leves, como a candidiase esofagica e a orofaringea, até infec¢des sérias, como
infeccdes da corrente sanguinea (candidemia). O aumento dos casos de
infeccdes graves causadas por Candida spp. é associado ao aumento do
namero de individuos imunocomprometidos, especialmente aqueles infectados
por HIV, pacientes recebendo quimioterapias agressivas, transplantados,
pacientes que passaram por procedimentos médicos invasivos.??

Dentre os principais agentes antifungicos utilizados no tratamento de
infecgbes por Candida, estdo os polienos, a flucitosina e os azoéis. Os azois
estdo entre as substancias mais utilizadas no tratamento de candidiase, sendo
o fluconazol, a droga mais utilizada.* Os azé6is atuam inibindo a enzima
lanosterol 14-a-demetilase (14DM), que é responsavel pela producao de
ergosterol. Ergosterol é um analogo ao colesterol em células animais e a
substancia mais abundante da membrana celular nos fungos. A inibicdo da

producéo de ergosterol causa a ruptura da membrana celular.®
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Figura 1. Alguns azéis utilizados no tratamento de doencas causadas por
espécies de Candida.



O aumento dos casos de infec¢bes por Candida spp., assim como, 0 uso
generalizado de medicamentos antifingicos, devido a limitada disponibilidade,
levaram a evolugéo da resisténcia a essas drogas.® O desenvolvimento da
resisténcia aos medicamentos configura um sério quadro de saude publica e
torna extremamente importante o desenvolvimento de uma nova geracao de
agentes antifungicos.

Em um estudo do meu grupo de pesquisa foram relatados excelentes
resultados envolvendo o uso de sais imidazoélicos (SI) em testes de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) com cepas de Candida. No estudo
realizado, o Sl metanossulfonato de 1-n-hexadecil-3-metilimidazolio,
apresentou um CIM de 0,9 pg.mL™ para isolados resistentes de Candida, um
valor muito menor que o encontrado para os antifungicos escolhidos para o
estudo, fluconazol e cetoconazol.® Outro ponto relevante sobre os sais
imidazolicos, é que eles também demonstraram alta atividade antibiofilmes de
Candida.”®

Os Sl sdo usualmente obtidos a partir de derivados fésseis, via rotas de
quaternizacdo.’ Para que os S| se tornem “mais verdes” se faz necessaria a
investigacdo de novas rotas sintéticas mais sustentaveis. Ha relatos de
trabalhos em que os Sl sdo obtidos total ou parcialmente a partir de fontes

910 & terpenos.™*

renovaveis, como aminoacidos

O 7° Principio da Quimica Verde estabelece que matérias primas devem
ser provenientes de fontes renovaveis ao invés de fontes esgotaveis, sempre
que for técnica e economicamente praticavel.’? Logo, a dependéncia de
recursos fosseis pode ser minimizada utilizando matérias-primas provenientes
de fontes renovaveis. Tais matérias-primas podem ser derivadas de plantas e

sdo chamadas de biomassa vegetal.*®

Extratos de plantas sao utilizados na medicina popular, desde as épocas
mais remotas, para tratar uma variedade de males. Muitas ervas possuem na
composicdo de seus 0leos essenciais moléculas fenilpropenoides. Estes, séo
sintetizados metabolicamente por plantas’® e sdo amplamente utilizados na
indUstria alimenticia e cosmética como flavorizantes e fragrancias,* além de
desempenharem importante papel como reagentes de partida em quimica fina

para obtencdo de produtos com alto valor associado.*®*® Essas moléculas



possuem eficaz atividade inseticida'®?

e sdo ambientalmente seguros. Além
disso, os fenilpropenoides apresentam variada atividade biolégica contra uma
série de microrganismos problematicos para a indGstria alimenticia.'® Tais
compostos sdo também de interesse na industria farmacéutica como agentes

antimicrobiais,?* incluindo atividade contra fungos leveduriformes patégenos.?

Cadeia pendente de trés
carbonos com dupla ligagao.

Figura 2. Estrutura genérica de uma molécula fenilpropenoide.

A cadeia pendente com trés carbonos, contendo uma dupla ligacéo,
presente na estrutura dos fenilpropenoides permite que uma variedade de
transformacdes sejam exploradas nessa classe de moléculas como oxidacgoées,
adicoes, reacdes de formacdo de ligacdes carbono-carbono, em particular,

reacoes de metatese de olefinas.

A reacdo de metatese de olefinas consiste na reorganizacdo de duplas
ligagbes carbono-carbono, através da utlizagdo de um catalisador
organometalico, sendo que os catalisadores de ruténio sdo 0s mais
empregados atualmente. Fenilpropenoides j& demonstraram grande potencial

23,24

sintético como substratos em reacdes de metatese cruzada, sendo esta

uma promissora estratégia na sintese de produtos com alto valor associado.

Uma publicagdo recente mostra a utilizacdo de &cido maleico como
substrato na metatese de olefinas com acidos graxos derivados de 6leos
vegetais.”® Essa estudo apresenta uma excelente estratégia para sintese

acidos carboxilicos a,B-insaturados.

Os acidos cinamicos sao acidos carboxilicos a,B-insaturados, produzidos
na mesma rota metabdlica em que os fenilpropenoides sdo sintetizados. Estao
presentes em uma serie de extratos naturais e sdo de grande interesse para a
indUstria cosmética e farmacéutica, devido as suas propriedades

antimicrobiana e antioxidante. Além disso, sdo interessantes blocos de



construcdo na quimica sintética, podendo dar origem a uma variedade de

substancias. Dentre essas substancias estdo as cinamamidas.?®

As cinamamidas sdo obtidas principalmente através de uma rota
sintética que envolve a conversdo de um de acido cindmico ou anélogo, no
respectivo cloreto de acido e posterior reacao desse cloreto de acido com uma
amina na presenca de uma base.?’ Muitos relatos tém sido feitos ao longo dos
anos a respeito das propriedades biolégicas das cinamamidas. Em destaque
estdo suas propriedades neuroldgicas®, como anticonvulsionantes,®
antidepressivos® e também atividade anticancer®® e atividade contra uma

variedade de microrganismos patogénicos>*33,
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Acido cinamico Cinamamida

Figura 3. Acido cindmico e cinamamida.

Com base no exposto acima, este projeto de pesquisa teve por objetivo
a sintese de novos sais imidazoélicos com potencial fungicida, contendo
fragmentos derivados de fenilpropenoides de ocorréncia natural. A sintese dos
compostos tem como etapas chave a metatese cruzada entre o0s
fenilpropenoides com acido maleico para produzir analogos do acido cinamico
e, posterior conversdo destes em cinamamidas que possam ser utilizadas

como alquilantes para a sintese dos sais imidazdlicos.



2. ESTADO DE ARTE

2.1. Sais Imidazoélicos

Sais imidazdlicos (SI) sdo sais organicos em que o cation é derivado do
anel imidazol. Esses sais sdo sintetizados através da protonacao ou alquilacédo
dos nitrogénios do anel. Muitos Sl sdo também conhecidos como liquidos
ibnicos (LI), que s&o sais com ponto de fusdo de até 100 °C.
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Esquema 1. Sintese do Sl cloreto de 1-n-butil-3-metilimidazdlio.
2.1.1. Propriedades biol6gicas dos sais imidazdlicos

Dentre as aplicacbes biolégicas dos Sl, encontram-se em destaque
pesquisas em torno do uso dessas substancias como agentes antimicrobianos

e antitumorais.>*3°

O mecanismo de agdo com que o0s Sl exercem suas atividades
biol6gicas ndo é totalmente compreendido. Dados coletados em diversos
estudos permitiram observar algumas caracteristicas estruturais determinantes
para as atividades biologicas desses sais, tais como: tamanho de cadeia dos

cations, presenca ou auséncia de grupos funcionais e natureza do anion.*

Muitos SI com propriedades antimicrobianas compartilham estruturas
semelhantes a de surfactantes e biocidas catidnicos: um grupo carregado
hidrofilico e longas cadeias hidrofébicas, as quais conferem a propriedade de
formar micelas. Essas propriedades tém sido relacionadas com o aumento da
lipofilicidade, que pode ser o indicativo de um mecanismo de acdo em comum.
Estudos apontam que assim como os surfactantes e biocidas, os SI podem
causar danos a integridade da membrana celular. Outros estudos relacionam a
tensdo superficial e atividade bioldgica dos sais. Existem evidéncias que
mostram que o comprimento de cadeia ligada ao nitrogénio do anel imidazdlico

exerce influéncia diretamente proporcional a eficiéncia antimicrobiana dos Sl.
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Além da atividade antimicrobiana a atividade anticancer também é influenciada

pelo comprimento da cadeia substituinte no nitrogénio do anel.*

Um estudo in vitro onde se avaliou a atividade antifingica de uma série
de SI N-substituidos, com diferentes comprimentos de cadeia alquilica, frente a
uma variedade de isolados clinicos de Candida, mostrou excelente atividade
para o Sl cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazélio (C1sMImCI), com CIM de
0,9 ug.mL™? para todos os isolados. Diante desse resultado e sabendo que,
antifangicos imidazolicos atuam inibindo a enzima lanosterol 14-a-demetilase
responsavel pela biossintese de ergosterol na célula fangica, tal estudo
também investigou se C;sMIMCI atuava inibindo a producéo de ergosterol nos
isolados clinicos. Os resultados apontaram que os S| N-substituidos séo
capazes de inibir a biosintese de ergosterol. A partir desses resultados foi
proposto um mecanismo de acdo dos Sl sobre a célula fangica composto de
duas etapas. Na primeira etapa o Sl necessita permear a membrana celular
onde a sintese de ergosterol ocorre, 0 que explicaria a permeabilidade
exclusiva de Sl com longas cadeias alquilicas, as quais possuem estruturas
anfifilicas similares a dos fosfolipidios biliares da membrana celular. A segunda
etapa seria o real efeito de inibicdo de producdo de ergosterol. Além disso,
sendo os Sl sais organicos, podem intervir no equilibrio osmoético da célula
fungica, induzindo um efeito “salting out”’, causando coagulagao proteica e

consequentemente a ruptura celular.®
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Figura 4. a) Cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazélio. b) Representacdo

esquematica do mecanismo de acao do Sl. Permeacao do Sl na célula fangica

e sua interferéncia na sintese de ergosterol.®



2.2. Catdlise

O vasto desenvolvimento da industria no século 20 se deve a catalise, a
qual permite que processos sejam realizados em um regime
termodinamicamente mais favoravel. Aproximadamente 85-90 % dos produtos
da industria quimica sdo feitos através de processos cataliticos. Os
catalisadores sao indispensaveis para a industria petroquimica, na producao de

produtos quimicos em massa e na quimica fina.*

De acordo com a definicdo da IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), catélise € um processo onde ocorre acdo de uma
substancia que aumenta a taxa de uma reagcao, sem alterar a energia total

padrdo de Gibbs na reacdo global.®’

A substancia que proporciona tais
mudancas € o catalisador. O catalisador oferece para a reacdo um caminho
alternativo mais complexo, porém mais favoravel, onde a energia de ativacao €
mais baixa que na reacdo nao catalisada. Se uma reacdo nao for
termodinamicamente favoravel, um catalisador ndo fard com que ela ocorra,

pois este interfere apenas na cinética da reacéo.*

A catalise pode ser classificada como heterogénea, homogénea ou
biocatalise, de acordo com caracteristicas especificas que sédo atribuidas a

cada classe.

e Catélise homogénea: tanto catalisador, quanto reagentes se encontram
na mesma fase. A catalise homogénea proporciona condicdes
reacionais de temperatura e pressao brandas, além de alta seletividade
e capacidade da modulacdo das propriedades do catalisador. Suas
propriedades permitem que catalisadores homogéneos, sejam utilizados
na transformacéo de matérias-primas renovaveis, 0 que € um importante
aspecto na quimica verde;*®

e Catalise heterogénea: catalisador e reagentes encontram-se em fases
distintas. Nesse tipo de catalisador, uma vantagem importante é a facil
separacdo e recuperacdo do catalisador, além da resisténcia a
condicbes de altas temperaturas e pressdo. A catalise heterogénea

possui importante papel na inddstria petroquimica;>®



e Biocatdalise: sdo utilizados catalisadores naturais, que na maioria dos
casos sdo enzimas. Catalisadores naturais sdo geralmente mais ativos
que os catalisadores homogéneos e heterogéneos, porém, a principal
vantagem desse tipo de catalisador é a alta especificidade que podem
apresentar, de modo a converter um reagente especifico em um produto
especifico. Por exemplo, determinadas enzimas sado capazes de
modificar um determinado substrato enantiomérico, porém nao o outro.
Essa enantioespecificidade é de extrema importédncia para as areas

farmacéutica e alimenticia.*®

A catalise é um dos 12 principios da Quimica Verde. A Quimica Verde,
cunhada assim por Anastas, engloba uma série de principios que tem por
objetivo a reducédo ou eliminacdo do uso ou geracdo de substancias perigosas
na producdo e processamento de produtos quimicos. Ao longo dos anos, a
Quimica Verde tem ganho cada vez mais espaco, tanto na pesquisa quanto na
industria, na busca de processos ambientalmente mais seguros e também

economicamente vantajosos.**%°

Devido a pressdes das legislagdes ambientais que foram implementadas
durante o século 20, surgiu a necessidade da unido entre catalise e sintese
organica. Essa unido proporcionou a minimizagcéo da geracdo de residuos, pois
a catalise permite rotas alternativas com altas seletividades e maior eficiéncia e
menor producdo de produtos indesejaveis, além de viabilizar o uso de
matérias-primas provenientes de fontes renovaveis. Tais caracteristicas estao

completamente de acordo com os principios da Quimica Verde.*

2.3. Metatese de Olefinas

A reagdo de metatese de olefinas é uma estratégia poderosa e versatil
para formacéo de duplas liga¢des carbono-carbono, que atrai grande interesse
tanto por parte da indastria, quanto da academia. Essa reagéo foi observada
pela primeira vez na década de 50.%° Em 1954, quimicos industriais da Dupont
obtiveram um copolimero propileno-etileno, apds alimentar um reator contendo
um catalisador de molibdénio suportado em alumina. A analise do gas

remanescente da reag;éo mostrou que 0 mesmo era composto de uma mistura



de propileno, etileno e 1-buteno. Quando o mesmo experimento foi aplicado ao
ciclopenteno, se obteve um polimero que foi descrito como sendo como se uma
tesoura tivesse cortado as duplas ligagbes e as mesmas tivessem depois sido
costuradas. Em 1960, quimicos da Standard Oil Co. verificaram que ao se
combinar propileno com oxido de molibdénio em alumina, se obtinha uma
mistura de etileno e buteno. O mesmo resultado foi observado por quimicos da
Phillips Petroleum em 1964, a reagir propileno na presenca de um catalisador
de molibdénio suportado em alumina.** Sendo assim, em 1967, Calderon e
colaboradores do grupo Goodyear descobriram que os inexplicaveis produtos
eram devido a ocorréncia de clivagem e reformacdo das duplas ligacdes das

olefinas e cunharam o termo “Metatese de Olefinas”, onde a palavra metatese
40-42
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Esquema 2. Reacao de Metéatese de Olefinas.

€ derivada do grego e significa troca de lugar.
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Alguns mecanismos de metatese foram propostos e embora
explicassem o processo das reacdes, ndo estavam de acordo com o0s
resultados dos experimentos. Em 1971, Chauvin propds um elegante
mecanismo de reacdo consistente com as observacdes experimentais
(Esquema 3). No mecanismo proposto a reagcao € iniciada por uma especie
metalcarbeno, através da coordenacdo da olefina ao atomo metalico, seguida
pela formacdo de um intermediario metalaciclobutano, que cliva formando uma
nova olefina e um novo metalcarbeno. O metalaciclobutano é o intermediério
chave na reacao de metatese de olefinas. O mecanismo postulado por Chauvin
introduziu uma variedade de novas ideias e estimulou que a pesquisa em torno

do desenvolvimento de catalisadores para esse tipo de reat;éto.“o"‘4
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Esquema 3. Mecanismo da rea¢cdo de metatese proposta por Chauvin.

A metatese de olefinas pode ser empregada para as mais diversas
aplicacdes. Dependendo das condi¢cdes reacionais, um mesmo catalisador
pode ser utilizado para mais de um tipo de transformacéo. As reacfes podem
ser categorizadas pelo tipo de substrato utilizado e pelo produto resultante. Na
Figura 5 estdo relacionados exemplos préaticos de reacdes de metatese. 04244

/
RO + 2R, —_— R1/\»PR2 N Metatese Cruzada (CM)

/
Metatese de Fechamento
"
- @ =4 de Anel (RCM)
—

. // Polimerizag&o via Metatese
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Figura 5. Varios tipos de reacdes de metatese de olefinas.

11



2.3.1. Catalisadores de metatese de olefinas

Da década de 50 até a metade da década de 80, as reacdes de
metatese de olefinas eram catalisadas por sistemas multicomponentes,
heterogéneos ou homogéneos, que consistiam em sais de metais de transicao
e co-catalisadores alquilmetais. Esses sistemas tinham como vantagem o baixo
custo e preparacédo simples e por esse motivo, tiveram importante papel no
Shell Higher Olefin Process (processo SHOP). No entanto, possuiam alta
sensibilidade ao ar e uso limitado em aplicacbes de sintese organica, por
necessitarem de fortes acidos de Lewis, além de possuirem prologados
periodos de iniciacdo e um tempo de vida relativamente curto.**#44°

O mecanismo proposto por Chauvin permitiu o desenvolvimento de
catalisadores do tipo metal-alquilidenos altamente ativos, bem definidos, e com
um Unico sitio ativo. Complexos de tungsténio e molibdénio em alto estado de
oxidacdo foram desenvolvidos por Schrock, e foram considerados como 0s
primeiros catalisadores de metatese de olefinas de alta atividade.*
Infelizmente, embora esses complexos de metais de transicdo tenham
apresentado alta atividade catalitica, a baixa tolerancia a grupos funcionais e

sensibilidade a oxigénio e umidade dificulta seu uso em muitos casos.***?

i-Pr i-Pr
FsC H
>LO-—M0_
FsC (3
FsC CF3

Figura 6. Catalisador de Schrock.

Visando contornar os problemas de toleréncia a grupos funcionais e
oxofilicidade no desenvolvimento de catalisadores bem definidos, a atencéo foi
voltada para o ruténio. Embora ruténio sempre tenha sido considerado um
excelente candidato na sintese de catalisadores de metatese, a baixa atividade

apresentada por sais desse metal era desanimadora. Na década de 60, muitos
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relatos foram reportados em torno da ROMP de derivados de norbornenos
promovida por RuCl3(H20), em refluxo com etanol e em emulsbes aquosas.
Apesar do baixo rendimento, foi um importante precedente de que reacdes de
ROMP poderiam ocorrer em solventes polares proticos. Na década de 80 a
atencdo se voltou novamente para ROMP utilizando catalisadores de ruténio.
Verificou-se que os hidratos de ruténio necessitavam de periodos de iniciacao
de 20 horas ou mais quando se utilizava solventes organicos, enquanto que em
solucdes aquosas a ROMP iniciava apds 30 minutos, 0 que sugeria que a agua

beneficiava o sistema.*%4%4°

Apesar da falta de compreensdo sobre o processo de iniciacao,
numerosos relatos indicavam que a espécie ativa era um ruténio alquilideno.
Baseado nisso, em 1992, o primeiro complexo ruténio alquilideno estavel de 16
elétrons e ativo para metatese de olefinas foi sintetizado (1, Figura 7).20434547
Esse complexo foi ndo somente ativo para polimerizacdo de norbornenos,
como também estavel na presenca de solventes préticos. Como esse complexo
apresentou atividade somente para olefinas tensionadas e ricas em elétrons,
novos esforcos foram empregados para o desenvolvimento de complexos com
maior atividade. Sabendo que a atividade aumenta quando o centro metalico se
torna mais eletrofilico, ligantes aniénicos foram modificados para formar
complexos catidnicos, na intencdo de fornecer sistemas mais ativos. Tais
sistemas ndo apresentaram sucesso e entdo ligantes mais basicos foram
empregados.*®*% A trifenilfosfina foi substituida por tricicloexilfosfina, o que
produziu um complexo com a atividade desejada, polimerizando olefinas nao

tensionadas e induzindo reacdes em olefinas aciclicas. 4%434>48

Novos complexos foram desenvolvidos visando melhor atender as
necessidades de maior atividade catalitica frente a diferentes tipos de reacdes
de metéatese, tolerancia a grupos funcionais e estabilidade térmica. Embora a
estrutura basica dos atuais catalisadores de ruténio continue remetendo a
estrutura do complexo original, composta de um ruténio alquilideno com dois
ligantes anibnicos e dois ligantes neutros, os catalisadores contemporaneos
(Figura 7b) sdo muito mais robustos e tolerantes a grupos funcionais. O
catalisador de Grubbs de primeira geracdo (G1)*° é muito mais compativel com

grupos funcionais e possui maior estabilidade térmica que os anteriores. A
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substituicdo de uma tricicloexilfosfina por um ligante do tipo carbeno N-
heterociclico (NHC) mais volumoso, como no catalisador de Grubbs de
segunda geracéo (G2),>° melhora a atividade catalitica, mantendo a tolerancia
a grupos funcionais e estabilidade térmica. A substituicdo do segundo ligante
fosfina por um alquilideno bidentado, como nos complexos Hoveyda-Grubbs de
primeira geracdo (HG1) ** e Hoveyda-Grubbs de segunda geracdo (HG2),>
leva a um catalisador termodinamicamente mais estavel.****** Os estudos em
torno de complexos de ruténio alquilideno seguem buscando melhorias em
termos de desenvolvimento de complexos para metatese de olefinas
assimétricas, aplicagcbdes em meios aquosos e sistemas em solventes préticos,

assim como a formacdo de produtos com dupla ligacdéo C-C

tetrasubstituidas. 0424353
: Ll L l
| B R|
: Ru= ol
: 71 e 7|
Ph;P | Cl Cl |
3| \\C| i PCy3 i-Pr/
le_ _‘\\\Ph : G1 B
c’ | \Ph | L =PCy, HG1 L =PCys,
PPhs :
| G2 L =HylMes HG2 L =H,lMes
1 ! RSt s ‘
E | HylMes = f NN j E
a) o)

Figura 7. a) Primeiro complexo Ru-alquilideno bem definido ativo para
metatese de olefinas; b) Primeira e segunda geracdo de complexos de ruténio
para metatese de olefinas.

2.3.2. Mecanismo da metatese de olefinas com catalisadores de ruténio

O mecanismo das reacfes de metatese de olefinas tem sido
constantemente estudado para diferentes complexos. Complexos de ruténio
sdo majoritariamente empregados nesse tipo de transformacdo quimica, em
especial, aqueles que possuem ligantes NHC. O mecanismo basico da reagéo
€ 0 mesmo para todos os complexos baseados em ruténio, que envolve as

etapas de iniciacdo, propagacao e desativacéo do catalisador.®*
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A iniciacdo € a etapa determinante da velocidade da reacdo de metatese
de olefinas. Para complexos do tipo Grubbs (G1 e G2), na etapa de iniciacdo o
pré-catalisador estavel de 16e” perde um ligante fosfina por via dissociativa e
se torna uma espécie ativa de 14e’, podendo entdo se coordenar ao substrato
olefinico, ou entdo recuperar a fosfina dissociada, restituindo a espécie de 16e".
Apébs a coordenacdo do substrato ao centro metalico, ocorre a formacdo do
rutenaciclobutano, seguido pela cicloreversdo e dissociagdo da nova olefina
formada, resultando na exclusdo do grupo fenila e na formacdo de uma nova

espécie Ru-alquilideno, que é a espécie propagante.®

Complexos do tipo Hoveyda-Grubbs (HG1 e HG2) chegam a mesma
espécie propagente dos complexos do tipo Grubbs, porém, sua etapa de
iniciacdo ocorre tanto por dissociacdo, como por intertroca com carater
associativo, dependendo dos substratos e dos substituintes do
isopropoxiestireno. Olefinas pouco volumosas e ricas em elétrons favorecem o
mecanismo de iniciacdo por intertroca com carater associativo, enquanto
olefinas volumosas e menos ricas em elétrons tem como mecanismo de
iniciacdo preferencial a rota dissociativa. Complexos do tipo Hoveyda-Grubbs

com ligantes volumosos tendem a uma iniciagéo por dissociacdo.>*

Dissociativo
L L L

L L

Cl

R\ -PCys | C 2 [ C | K. R‘ ‘\\\CI

TEN _— RU=— = RU= - RU — ‘U:

afl TP eeey, gL e afl P o’ a’’

PCy; ~® ~ ph

G1, G2
Pré-catalisador

L
Ru-metilideno | C! t]

: Espécie

| propagante |

T
L D ° 0
issociativo
. el e
Ri= Ri= —
7| / .
“o cl t] o’ . o-Fr
i-pr " ®
HG1, HG2

Pré-catalisador

Esquema 4. Mecanismo de iniciacdo para catalisadores do tipo Grubbs e
Hoveyda-Grubbs.
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Uma vez gerada a espécie propagante, sucessivos ciclos de metatese
estdo aptos para ocorrer. As etapas envolvidas na propagagdo sé&o
praticamente as mesmas da iniciagdo, exceto pela dissociagdo da fosfina no
caso de G1 e G2, e dissociacdo do isopropoxiestireno para HG1 e HG2. O
substrato olefinico se coordena a espécie propagante de 14e” Ru-metilideno,
formando um complexo de 16e. As etapas seguintes sdo a formacdo do
intermediario rutenaciclobutano e a cicloreversdo que d& origem a um
complexo com um etileno coordenado. Esse etileno € dissociado, e uma
molécula de substrato olefinico novamente se coordena ao complexo
intermediario de ruténio, formando outro rutenociclobutano, que resulta em
nova cicloconverséo para em seguida dissociar a olefina formada, restaurando

a espécie propagante Ru-metilideno.>*

? iy
L Te
e % ECI/|§_E|_ \ L

Ri= e ' Ru=
7| Ru-metilideno 7|

¢

Cl

\\\

CI:'\.

Esquema 5. Mecanismo de propagacdo dos catalisadores de ruténio para
metatese de olefinas.

Complexos Ru-metilidenos, formados na presenca de substratos

contendo ligacdes C=C terminais sao considerados espécies muito reativas em
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reacoes de metatese. Durante a propagacdo esses complexos podem
recoordenar o ligante fosfina, formando o metilideno correspondente de 16e".
Esse ndo € o produto de decomposi¢cdo, porém, essa espécie sofre rapida
decomposicdo. Uma fosfina dissociada pode reagir com o Ru-metilideno

formando um ilideo fosfénio e uma espécie dinuclear de ruténio.>*

a) L L
|)\\\CI + PCy; y‘CI
Ru= — Ru=
cl’ -PCys ¢ |
PCy3
S s e e
N /_\ - H3C—PCy3 Cl
b) QN\\?NQ
\\Cl PCy3 . +
RU=0 g— s

N

y I\ =
o QN\JNQ
| T\\a

Mes Ru——Ru
: ~N

QI\I/TI\I?/Ies/H é' c

Esquema 6. a) Captura do complexo Ru-metilideno pela fosfina. b)
Desativacdo do complexo Ru-metilideno.

2.3.3. Metatese cruzada de olefinas

7

A metatese cruzada (CM) de olefinas € uma rota conveniente para
obtencdo de moléculas funcionalizadas a partir de alcenos simples. A insercéo
de elementos estruturais mais complexos em produtos naturais para
subsequentes transformacfes sintéticas podem ser realizadas por CM,
utilizando catalisadores de metatese tolerantes a uma variedade de grupos
funcionais. Comparada as reacdes de ROMP e RCM, nota-se que as reacdes
de CM sdo muito menos exploradas. Isso se deve em grande parte a baixa
atividade do catalisador para efetuar uma reacdo sem uma forte forca motriz
entalpica ou a vantagem entropica das reacdes intramoleculares, como em
reacoes de ROMP e RCM respectivamente, resultante em produtos com baixa
seletividade. Porém, diferentes tipos de olefinas podem ser apropriadamente
combinadas de forma a se obter os produtos de CM com alta seletividade.
Grubbs et al. criaram um modelo que categoriza as olefinas de acordo com a
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facilidade destas em homodimerizar e na reatividade dos homodimeros frente

as reacdes de metatese.**

Tipo I: Homodimerizagao rapida, homodimeros consumiveis;
Tipo Il: Homodimerizagéo lenta, homodimeros moderadamente consumiveis;
Tipo lll: Ndo homodimeriza;

Tipo IV: Olefinas inertes a CM, mas nao desativa o catalisador (espectadora).

Reatividade

Reacéo entre duas olefinas de Tipo | = CM estatistica;
Reacéo entre duas olefinas de mesmo tipo (exceto Tipo I) = CM néo seletiva;
Reacdo entre olefinas de dois tipos diferentes = CM seletiva.

Figura 8. Categorizacéo das olefinas e regras de seletividade.>*

2.4. Acido cinamico e seus analogos

Acidos cinamicos sdo um grupo de acidos carboxilicos aromaticos (C6-
C3) de ocorréncia natural em plantas. Sdo formados em uma rota biosintética
onde também sdo formados também os fenilpropenoides, cumarinas,
isoflavonoides, flavondides, estilbenos, antocianinas e taninos. Estdo presentes
em uma variedade de graos, frutas e legumes, como grdos de café, cacau,
macas e peras, frutas citricas, uvas, espinafre, beterraba, batata, tomate e
varios outros. Os &cidos cinamicos frequentemente aparecem como ésteres
conjugados com outros acidos, agucares ou lipidios, ou também podem formar

amidas com aminas aromaticas e alifaticas.?®

O
Ce-C3

Figura 9. Estrutura C6-C3 do acido cinamico.

Os acidos cindmicos sdo usualmente obtidos através da condensacéo
de Knovenagel-Dobner (Esquema 6). A condensacéo de Knovenagel-Débner
envolve a condensacdo de um aldeido e acido malbnico dissolvidos em

piridina, através de uma etapa de desidratacéo seguida pela descarboxilacéo.*®
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Benzaldeido  Acido maldnico Acido trans-cinamico

Esquema 7. Condensacdo de Knovenagel-Dobner para producdo de acido

trans-cinamico a partir de benzaldeido.

Devido a estrutura molecular dos acidos cinamicos, essa classe de
moléculas pode sofrer uma série de modificagcbes quimicas, atuando como

blocos de construcdo de grande valor em quimica sintética.>’

Subst. nucleofilica
SOCl, acilica
0

N Cl

Cloreto de cinamila

Esterificacao

o
ROH w R
H* ©

Cinamato de alquila

©)
T

pmm e m e ———————

Sintese de andrido

X, @/\A)k

Anidrido acetocinamico

Esquema 8. Algumas reacdes do acido cinamico.

Acidos cinamicos e seus derivados tém sido amplamente utilizados na
guimica medicinal por alterar a poténcia, permeabilidade, solubilidade e outros
parametros de uma droga ou farmacoforo selecionado. Dentre as aplicacdes
medicinais dos acidos cinamicos e derivados estdo 0s usos como agente

anticancer, antioxidante, antimicrobial e antiaterogénico.
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Devido a presenca do grupo vinila, os derivados de acidos cinamicos,
principalmente os ésteres, exibem alta atividade antioxidante, o que atrai
especial atencdo do uso dessas substancias no tratamento de patologias
relacionadas a peroxidacéo lipidica na membrana celular. ° Além dos ésteres
cindmicos, as cinamamidas s&o derivados que também exibem atividade

antimicrobiana elevada e também atividade neuroldlogica ja bastante

explorada.?*%>°
0 1 (o] NN i
AN -
o WOH W OH
o HO
Acido cinamico Acido 4-metixiocinamico Acido ferulico

(Antidiabético) (Antioxidante,
antidiabético)

NQ\ A OH /O AN O/\ HO X (o)
\n
HO HO .
Ozagrel Ferulato de etila Cafeato de fenetila

(Antiplaquetario) (Antioxidante) (Antioxidante,
antimicrobiano)

e} O
WNHZ NSNS <OWO
~ 0
Cinamamida N, N-dietilcinamamida Antiepilepserina

(Antifungico) (Anticonvulsionante)

Figura 10. Acidos cinamicos e derivados.

2.5. Estilbenoides e suas propriedades bioldgicas

Estilbenoides sdo moléculas com estrutura caracterizada por dois anéis
aromaticos unidos por uma ponte de etileno. Essas moléculas sdo compostos
de defesa, produzidos por algumas plantas em respostas a ataques patdogenos
ou algum outro estresse. Estilbenoides sdo abundantes em produtos naturais e
possuem propriedades biolégicas importantes, tais como atividade

antioxidante, anti-inflamatéria e anticancer.®®
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Dentre os estilbenoides encontrados na natureza se destaca o
resveratrol ((E)-3,4’,5-trihidroxiestilbeno), conhecido por suas propriedades
antioxidantes, antiplaquetéaria, anti-inflamatoria e anticancer. Resveratrol pode
ser encontrado em pequenas quantidades em uvas, amoras, amendoim e

cacau.®!

Além do resveratrol, outra molécula que se destaca dentro dessa classe
de substancias € o DMU-212 ( (E)-3,4,5,4’-tetrametoxiestilbeno). Essa molécula

possui potente atividade anticancer, superior a do resveratrol.®

(0]
OH | >
(0] N
0 oy ®
o > -
OH
Estilbeno resveratrol

-
DMU-212

Figura 11. Estrutura das moléculas estilbeno, resveratrol e DMU-212.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Obtencdo de uma nova classe de sais imidazélicos hibridos com

propriedades antifingicas a partir de fenilpropenoides de ocorréncia natural.

N RS
— N\/

Anetol H Me

Isoeugenol OMe H

Isosafrol -OCH,-

Esquema 9. Obtencédo dos sais imidazélicos a partir dos fenilpropenoides.

3.2. Objetivos especificos

) Realizar o estudo das reacdes de metatese cruzada dos substratos
fenilpropenoides anetol, isoeugenol e isosafrol, com &cido maleico, tendo
em vista obter como produtos, &acidos carboxilicos a,B-insaturados,
analogos ao acido cinamico;

II) Obtencdo de N-2-cloroetilcinamamidas a partir de acidos cinamicos, por
meio de reacdes de amidacao;

[Il) Obtencdo de sais imidazdlicos através da alquilagdo de n-alquilimidazois
com as N-2-cloroetilcinamamidas e realizar testes antifingicos com essas
moléculas;

IV) Obtencéo de estilbenoides através da autometatese dos fenilpropenoides e
avaliagdo das propriedades antioxidantes e citotoxicidade dessas

moléculas.
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4. PARTE EXPERMENTAL

4.1. Considerac0es gerais

Todas as manipulacdes envolvendo solventes ou compostos sensiveis a
oxigénio e/ou umidade foram realizadas utilizando técnicas padrédo de tubo
Schlenk em atmosfera inerte de argbnio. trans-Anetol 299 %, isoeugenol
mistura cis-trans 98 % e isosafrol mistura cis-trans (Sigma-Aldrich) foram
filtrados em uma coluna de alumina basica. O catalisador Grubbs de segunda
geracdo G2 (Sigma-Aldrich) foi utilizado como recebido. THF (Vetec) foi
destilado sobre Na/benzofenona e armazenado sobre peneiras moleculares
com porosidade 0,3 nm ativadas, e sob atmosfera de argonio. Acido maleico
(Sigma-Aldrich), &cido cinamico (Sigma-Aldrich), imidazol (Sigma-Aldrich),
cloreto de n-decila (Alpha), cloreto de n-hexadecila (Sigma-Aldrich), cloroidrato
de 2-cloroetilamina (Alpha), benzofenona (Sigma-Aldrich), 6xido de alumino
basico (Sigma-Aldrich), silica gel para cromatografia 0,035 — 0,070 mm (Acros
Organics), sulfato de magnésio anidro (Vetec), bicarbonato de sédio anidro
(Vetec), cloreto de sodio (Vetec), acido acético glacial (Nuclear), diclorometano
(Vetec), acetonitrila (Nuclear), acetato de etila (Vetec), hexano (Vetec), sodio
metélico (Sigma-Aldrich) e argbnio (Air Liquid, 99,999 % de pureza) foram
utilizados como recebidos. Cloreto de tionila (Merck Millipore) foi purificado por
destilacao fracionada a pressédo atmosférica e utilizado logo ap6s a destilacao.
Peneira molecular (Merck — porosidade 0,3 nm) foi ativada a 200 °C sob vacuo
por 3 horas e atmosfera de argbnio. Nos testes biol6gicos foram utilizados
cloreto de sédio (Vetec) para preparo de solugdo salina 0,85%, meio RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma-Aldrich), acido 3-(n-N-
morfolino)propanosulfénico (MOPS) (Sigma-Aldrich), DMSO (Vetec), e
fluconazol (Sigma-Aldrich).

Os espectros de RMN formam adquiridos em um equipamento Bruker
(400 MHz) ou Varian Inova (300 MHz) a temperatura ambiente. Os
deslocamentos quimicos sdo dados em partes por milhdo (ppm) e
referenciados pelo sinal residual do solvente (CDCl; = 7,26 (*H), 77,16 (*3C);
DMSO-d6 = 2,50 (*H), 39,52 (*3C)). Os espectros de infravermelho foram
adquiridos em um espectrometro Bruker ALPHA FT-IR ATR. Os espectros de
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espectrometria de massas foram adquiridos por cromatografia gasosa acoplada
a um espectrometro de massas (GC-MS) em um equipamento Shimadzu
GCMS-QP2010, como coluna HP-5MS (fase estacionaria de (5%-fenil)-
dimetilpolisoloxano; comprimento: 30 m; diametro interno: 0,25 mm; espessura
do filme: 0,25 pm) ou em um equipamento Micromass Q-Tof Micro™ com
ilonizacao por eletronebulizagéo (ESI) em modo positivo. O ponto de fuséo das
substancias foi medido em equipamento analdgico, a uma taxa de aguecimento
de 5 °C/min em tudo capilar de vidro. Os dados da coleta de difracdo de raio-X
em monocristal foram obtidos em um difratbmetro Bruker Kappa APPEX Il CCD
com radiacdo de Mo Ka (0,71073 A) com monocromador de grafite, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria, pelo Prof.
Dr. Robert A. Burrow.

4.2. Procedimento geral das reacfes de metatese cruzada dos
fenilpropenoides com acido maleico

R" R? 0
R! X
Anetol H Me oH G2 R S
+ | 0 —_— OH
R?0
Isoeugenol OMe H R20
OH

Isosafrol -OCH,-

Esquema 11. Metatese cruzada de um fenilpropenoide e MA-H.

A quantidade adequada de fenilpropenoide (3,37 mmol, 1 eq.) e MA-H
(6,74-20,22 mmol, 2-6 eq.) foram transferidos para um tubo Schlenk equipado
com barra magnética e desgaseificados por cinco ciclos consecutivos de
congelamento e descongelamento sob vacuo e em seguida dissolvidos na
quantidade apropriada de THF seco. Entdo uma solucdo recentemente
preparada do catalisador em THF seco, com concentracdo conhecida foi
adicionada a solucéo dos substratos e o tubo Schlenk foi imerso em um banho
de Oleo previamente aquecido na temperatura de reacdo. A reacdo foi mantida
em fluxo constante de argdnio por 30 minutos. Ao final da reacdo uma aliquota
da mistura reacional foi coletada para analise de RMN 'H. O restante da

mistura reacional foi filtrado e solubilizado em diclorometano e em seguida
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fitrado novamente através de uma coluna de silica gel, para remocdo do
excesso de MA-H e catalisador. Por ultimo o solvente foi removido a presséo
reduzida. O célculo da converséo foi realizado a partir do espectro de RMN H

da mistura reacional ndo purificada (Anexo A).

Produto de metatese cruzada do anetol — acido trans-4-metoxicindmico
(1a)

Produto isolado em coluna cromatografica com

fase estacionaria de silica gel e fase mével de n-
X
/©/\)J\OH hexano e acetato de etila (9:1).
N
o)

Ponto de fusao: 171-172 °C.

RMN H - (400 MHz, DMSO) & (ppm) 12,23 (s, 1H), 7,63 (d, J = 8,6 Hz, 2H),
7,54 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,96 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 6,37 (d, J = 16,0 Hz, 1H),
3,79 (s, 3H).

RMN *3C - (100 MHz, DMSO) & (ppm) 167.9, 161,0, 143,8, 130,0, 126,9, 116,5,
114,4, 55,3.

IV - (Puro, ATR, cm™) 3017, 2970, 2939, 2844, 2360, 1738, 1674, 1622, 1593,
1506, 1441, 1429, 1374, 1313, 1216, 1167, 1114, 1029, 974, 933, 863, 821,
773,741, 686, 563, 511.

ESI(+)-MS - C10HyO3 - calculado: 177,0557, obtido 177,1186.

Produto de metéatese do isoeugenol — 4cido trans-ferulico (1b)

Produto isolado em coluna cromatografica com

fase estacionaria de silica gel e fase movel de
A0 N-"oH

hexano e acetato de etila (7:3).
HO

Ponto de fusdo: 162-163 °C.

RMN 'H - (400 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 9,56 (s, 1H), 7,49 (d, J = 15,9 Hz,
1H), 7,28 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,09 (dd, J = 8,1, 1,9 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 6,36 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 6,27 (s, 1H), 3,82 (s, 3H).
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RMN *3C - (100 MHz, DMSO-d6) & (ppm) 166,8, 149,0, 147,9, 144,6, 125,7,
122,9, 115,6, 115,5, 111,2, 55,7.

IV - (Puro, ATR, cm™) 3437, 3018, 2970, 2949, 2358, 1742, 1664, 1619, 1592,
1514, 1457, 1432, 1377, 1326, 1266, 1203, 1162, 1111, 1034, 969, 938, 849,
802, 750, 688, 600, 574, 519.

ESI(+)-MS - C19HyO3" - calculado: 177,0546, obtido: 177,1120.

4.3. Procedimento geral de sintese das cinamamidas

0} (0]
|
R—‘\ X NoH SOCl, i NN HZN/\/CI.HC| EtsN < AN
T refluxo L DCM, 0°C H

1a-b 2a-b
Esquema 12. Sintese das cinamamidas 2a-b.

A um baldo foi adicionado o acido cinamico apropriado (7,44 mmol, 1
eg.) e 540 mL de cloreto de tionila (74,41 mmol, 10 eqg.) recentemente
destilado. O baldo foi acoplado a um condensador de refluxo e imerso em
banho de dleo. A mistura foi mantida por 24 horas, sob refluxo e constante
fluxo de nitrogénio. Deixou-se a mistura reacional esfriar a temperatura
ambiente e 0 excesso de cloreto de tionila foi removido sob presséo reduzida.
O baléo foi mantido sob vacuo por 24 horas a temperatura ambiente. Ao baldo
foram adicionados 1,47 g de cloroidrato de 2-cloroetilamina (12,60 mmol, 1,7
eq) e 20 mL de diclorometano seco. O balédo foi imerso em um banho de gelo e
entdo 4 mL de trietilamina (28,3 mmol, 3,8 eq.) foram adicionados gota-a-gota
ao baldo por aproximadamente 40 minutos, sob fluxo de nitrogénio e agitacédo
constante. Ao final da adicdo o banho de gelo foi removido e a agitacao foi
mantida por uma hora. A mistura reacional foi filtrada e o filtrado foi lavado com
duas vezes com 10 mL de solucdo aquosa 10% de &cido acético, duas vezes
de 10 mL de solucéo saturada de bicarbonato de sodio e duas vezes com 10
mL de solucdo saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi tratada com
MgSO, anidro, o solvente foi removido sob pressao reduzida e o residuo obtido

foi cristalizado em etanol.

(E)-N-(2-cloroetil)cinamamida (2a)
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Solido branco. Rendimento: 69 % (1,075 g).

cl
©/\)LH/\/ Ponto de fus&o: 97 — 98 °C.

RMN *H - (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7,66 (d, J =
15,6 Hz, 1H), 7,55 — 7,47 (m, 2H), 7,41 — 7,34 (m, 3H), 6,43 (d, J = 15,6 Hz,
1H), 6,09 (s, 1H), 3,78 — 3,67 (m, 4H).

RMN **C - (100 MHz, CDCls) & (ppm) 166,3, 141,8, 134,7, 130,0, 128,9,
128,0, 120,2, 44,1, 41,6.

IV - (Puro, ATR, cm™) 3255, 3066, 2969, 1739, 1656, 1622, 1556, 1493, 1449,
1361, 1341, 1256, 1224, 1187, 1095, 1074, 1049, 1021, 968, 863, 801, 765,
734, 710, 674, 576, 525.

ESI(+)-MS - C1:H1,NO" - calculado: 174, 0913, obtido: 174,1322.

N-(2-cloroetil)-4-metoxicinamamida (2b)

o Sdlido branco. Rendimento: 61% (1,086 g)

X H/\/CI Ponto de fus&o: 132-133 °C.
~o

RMN *H - (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7,61 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 7,50 — 7,42 (m,
2H), 6,93 — 6,85 (m, 2H), 6,29 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 5,99 (s, 1H), 3,83 (s, 3H),
3,77 — 3,67 (m, 4H).

RMN *3C — (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 166,4, 161,2, 141,6, 129,6, 127,5, 117,7,
114,4, 55,5, 44,4, 41,5.

IV - (Puro, ATR, cm™) 3229, 3048, 2957, 2914, 2851, 1741, 1651, 1599, 1550,
1509, 1443, 1422, 1363, 1348, 1307, 1289, 1259, 1225, 1174, 1109, 1054,
1028, 981, 955, 856, 823, 788, 747, 713, 679, 635, 553, 528, 515.

ESI(+)-MS - C12H14NO," - calculado: 204,1019, obtido: 204,1506.

4.4. Procedimento geral de sintese dos N-n-alquilimidazois
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2N AR NaH o 2N ’6\
N~ NH + CI . i~ - N7 N
\—/ n THF,0°C— 50 °C \/ N

n=9 ou 15 3a-b
Esquema 13. Sintese dos N-n-alquilimidazdis 3a-b.

A uma suspenséao de hidreto de sodio 60% em 6leo mineral (1,3 g, 32,5
mmol, 1,15 eq) em DMF seco (40 mL), a uma temperatura de 0 °C, sob
agitacéo e atmosfera de Ny, foi lentamente adicionada uma solucdo de imidazol
(2,0 g, 29,4 mmol, 1,05 eq.) em THF seco (20 mL). Apds a adicao, a mistura foi
agitada a temperatura ambiente por duas horas. O cloreto de alquila (28,2
mmol, 1 eq.) correspondente foi adicionado gota-a-gota e a mistura foi agitada
a 50 °C por 18 horas. Apés, deixou-se a mistura reacional resfriar a
temperatura ambiente, e entédo foi tratada cuidadosamente com 10 mL de agua
deionizada para decompor o excesso de hidreto de so6dio. O solvente foi
removido em rotaevaporador e o residuo solubilizado em 40 mL de acetato de
etila. A fase orgéanica foi lavada com solucéo saturada de bicarbonato de sédio
(3x 20 mL) e seca com MgSO, O acetato de etila foi removido em

rotaevaporador e o produto seco sob vacuo por 10 horas.
N-n-decilimidazol (3a)

Oleo amarelo. Rendimento: 50% (2,938 g).

RMN *H — (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7,49 (s, 1H), 7,05 (s, 1H), 6,89 (s, 1H),
3,91 (t, J=7,2 Hz, 4H), 1,76 (q, J = 6,8 Hz, 2H), 1,48 — 1,18 (m, 14H), 0,87 (t, J
= 6,8 Hz, 3H).

RMN *C - (100 MHz, CDCls) & (ppm) 137,19, 129,48, 118,88, 47,17, 31,97,
31,21, 29,59, 29,55, 29,37, 29,19, 26,68, 22,78, 14,22.

N-n-hexadecilimidazol (3b)

Solido branco. Recristalizado em hexano. Rendimento: 63% (5,194 Q).

RMN 'H — (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7,45 (s, 1H), 7,04 (s, 1H), 6,89 (s, 1H),
3,91 (t, J =7,2 Hz, 2H), 1,81 — 1,71 (m, 2H), 1,34 — 1,20 (m, 26H), 0,87 (t, J =
6,9 Hz, 3H).
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RMN *3C - (100 MHz, CDCls) & (ppm) 137,07, 129,35, 118,76, 47,05, 29,70,
29,69, 29,68, 29,66, 29,64, 29,60, 29,53, 29,43, 29,36, 29,08, 26,56, 22,70,
14,13.

45. Sintese dos sais imidazdlicos

(o] 0} //-\

(4
7 N n tontril 1 N o
R—T P H \—/ acetontrila R-- P H cl

2a-b 3a-b 4a-c

Esquema 14. Sintese dos sais imidazélicos (4a-c) a partir das cinamamidas
(2a-b).

A um baldo de 10 mL equipado com barra magnética foram adicionados
82 mg de N-(2-cloroetil)cinamamida (391 umol, 1 eq.) e, o apropriado N-n-
alquilimidazol (430 umol, 1,1 eq.) e 1 mL de acetonitrila. O bal&o foi acoplado a
um condensador de refluxo e imerso em um banho de 6leo com temperatura
ajustada para 60 °C. A reacdo foi mantida sob aquecimento e agitacdo
constantes por 72 horas. Entdo o solvente foi evaporado e o produto foi lavado
com éter etilico (3 x 3 mL) e hexano (3 x 3 mL) em banho de ultrassom. O

produto foi seco sob presséo reduzida por oito horas a 40 °C.

Cloreto de (E)-1-(2-cinamidoetil)-n-3-decilimidazélio (4a)

Solido branco. Rendimento: 73% (0,108 g).

0
X /\/@N%
@Mﬁ © Ponto de fus&o: 133-134 °C.

RMN H — (400 MHz, CDCls) & (ppm) 10,35 (s, 1H), 9,08 — 9,01 (m, 1H), 7,57 —
7,52 (m, 3H), 7,34 — 7,29 (m, 4H), 7,13 — 7,10 (m, 1H), 6,80 (d, J = 15,8 Hz,
1H), 4,69 — 4,63 (m, 2H), 4,15 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 3,92 (q, J = 11,0 Hz, 2H), 1,84
(m, 2H), 1,31 — 1,12 (m, 14H), 0,87 (t, J = 7,0 Hz, 3H).

RMN %3C — (100 MHz, CDCls) & (ppm) 167,4, 140,9, 137,7, 134,9, 129,7, 1288,
128,2, 122,8, 121,4, 121,0, 50,5, 49,2, 38,9, 31,9, 31,3, 29,5, 29,4, 29,3, 29,0,
26,3, 22,8, 14,2.
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IV - (Puro, ATR, cm™) 3464, 3429, 3222, 3028, 2922, 2853, 1739, 1660, 1619,
1547, 1449, 1365, 1217, 1165, 1071, 985, 764, 726, 654, 526.

ESI(+)-MS — Cy4H3sN30" - calculado: 382,2853, obtido: 382,3387.

Cloreto de (E)-1-(2-cinamidoetil)-3-n-hexadecilimidazdélio (4b)

o Salido branco. Rendimento: 78% (0,140 g).
[N,
A AN Vs
N o Ponto de fus&o: 157-158 °C.

RMN 'H — (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 10,29 (s, 1H), 9,04 (t, J = 5,2 Hz, 1H),
7,57 — 7,49 (m, 3H), 7,38 (s, 1H), 7,35 — 7,29 (m, 3H), 7,12 (s, 1H), 6,79 (d, J =
15,8 Hz, 1H), 4,69 — 4,62 (m, 2H), 4,15 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 3,97 — 3,88 (m, 2H),
1,83 (q (5), J = 8,0 Hz, 2H), 1,34 — 1,11 (m, 26H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H).

RMN *3C - (100 MHz, CDCls) & (ppm) 167,3, 140,7, 137,7, 134,7, 129,6, 128,7,
128,1, 122,7, 121,3, 120,8, 50,4, 49,1, 38,8, 30,2, 29,7, 29,7, 29,6, 29,5, 29,5,
29,4, 29,3, 28,9, 26,2, 22,7, 14,1.

IV - (Puro, ATR, cm™) 3468, 3202, 3165, 3028, 2919, 2845, 1739, 1665, 1624,
1551, 1448, 1365, 1336, 1218, 1167, 990, 874, 746, 677, 640, 570, 527.

ESI(+)-MS — C30H4gN30" - calculado: 466,3792, obtido 466,3637.

Cloreto de (E)-1-(2-(4-metoxicinamamida)etil)-3-n-decilimidazélio (4c)

Sdélido branco. Rendimento: 74% (0,118 g).

o}
- H cl Ponto de fuséo: 161-162 °C.
o)

RMN H — (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 10,23 (s, 1H), 8,86 (s, 1H), 7,54 — 7,43
(m, 3H), 7,37 (s, 1H), 7,12 (s, 1H), 6,84 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 6,63 (d, J = 15,6 Hz,
1H), 4,64 (s, 2H), 4,16 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,91 (s, 2H), 3,80 (s, 3H), 1,39 — 1,06
(m, 16H), 0,86 (t, J = 7,0 Hz, 3H).
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RMN *3C — (100 MHz, CDCls) & (ppm) 167,7, 161,0, 140,5, 137,9, 129,8, 127,7,
122,8, 121,4, 118,6, 114,2, 55,4, 50,6, 49,3, 38,8, 30,3, 29,5, 29,4, 29,3, 29,0,
26,3, 22,8, 14,2.

IV - (Puro, ATR, cm™) 3467, 3192, 3149, 3098, 2923, 2851, 1732, 1660, 1603,
1551, 1508, 1464, 1367, 1333, 1305, 1252, 1218, 1167, 1111, 1035, 987, 880,
836, 778, 724, 655, 635, 614, 526.

ESI(+)-MS — C,5H3gN30," - calculado: 412,2959, obtido: 412,3536.

4.6. Procedimento geral de autometéatese dos fenilpropenoides

1 OR?
R N
j@/\/ [G2] . R1 X R1
=20 90 °C O
R20
Sa-c
R'" R?

Anetol H Me

Isoeugenol OMe H

Isosafrol -OCH2-

Esquema 15. Reacao de autometatese dos fenilpropenoides.

As reacdes foram realizadas de acordo com procedimento descrito na
literatura.®® A um frasco do tipo Schlenk foi adicionado 0,5 g substrato que foi
desgaseificado por cinco ciclos consecutivos de congelamento e
descongelamento sob vacuo. Sob fluxo de argdnio, 0,1 mol% do catalisador G2
foi adicionado ao Schlenk que foi submetido a um banho de 6leo a uma
temperatura de 90 °C, sob constante agitagdo por 30 minutos. A mistura
reacional tornou-se solida apds aproximadamente cinco minutos. A mistura
reacional foi resfriada a temperatura ambiente e uma aliquota foi coletada para
determinacdo da converséo de substrato em produto através de espectroscopia
de RMN 'H (Anexo A). O produto bruto foi suspendido em DCM (1 x 3 mL) e
MeOH gelado (2 x 3 mL) foi adicionado. A mistura foi agitada a 0 °C por 1 hora,
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filtrada e lavada com 4 x 3 mL de MeOH. O produto foi seco sob vacuo e os

compostos foram obtidos puros segundo os espectros de RMN *H.

Produto de autometéatese do anetol — (E)-4,4’-dimetoxiestilbeno (5a)

Anetol (0,502 g, 3,374 mmol) e G2 (2,86 mg,
0
O h 3,373 umol). Produto obtido como um sélido
X
O branco. Rendimento: 90% (0,362 g).
N
¢

Ponto de fusado: 212-213 °C.

Cristais adequados para difracdo de raios-X de monocristal foram obtidos por
cristalizacdo do produto em acetona. Foram solubilizados 60 mg de produto em
20 mL de acetona. A mistura foi aquecida até a ebulicdo e deixou-se esfriar a

temperatura ambiente.

Tabela 1. Dados da estrutura cristalina/molecular do (E)-4,4’-dimetoxiestilbeno

Formula empirica C16H1602

Peso molecular (g) 240,24

Cor/forma Incolor/placa

Temperatura (K) 296(2)

Comprimento de onda (A) 1,54178

Sistema cristalino Ortorrébmbico

Parametros de cela a=7,4363(3) a=90°
b =6,2315(2) B=90°
c =27,9982(10) y=90°

Volume (A3 1297,42(8)

Numero de férmulas elementares (Z) 4

Densidade calculada (g/cm®) 1,230

Coeficiente linear de absorcdo mm™ 0,634

F(000) 512,0

Tamanho de cristal mm? 0.20 x 0.20 x 0.05

0 (min) 3,160

8 (max) 74,630

Transmissdo maxima e minima 0,880, 0,970

Total de dados exclusivos 20256

Dados independentes 1323

Parametros refinados 83

Goodness of Fit on F? 1,053

Reflexdes (R) 0,0524

Pico maximo na ultima diferenca Mapa 0,140

de Fourier (e.A®)




Figura 12. Diagrama ORTEP da estrutura molecular do (E)-4,4-

dimetoxiestilbeno (5a).

RMN *H - (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7,46 — 7,40 (m, 4H), 6,93 (s, 2H), 6,92 —
6,86 (M, 4H), 3,83 (s, 6 H).

RMN 3C- (100 MHz, CDCls) & (ppm) 159,1, 130,6, 127,6, 126,3, 114,2, 55,5.

— (Puro, ATR, cm™) 3021, 2957, 2939, 2840, 1606, 1594, 1512, 1466, 1457,
1442, 1361, 1306, 1269, 1249, 1225, 1177,1112,1027, 968, 832, 744, 641, 542.

GC-MS, (m/z (%)) — 241 (18) [M* + 1], 240 (100.0) [M*], 225 (62) [M* — CH3],
165 (50), 153 (45).

Produto de autometéatese do isoeugenol - (E)-3,3'-Dimetoxi-4,4'-
dihidroxiestilbeno (5b)

oH Isoeugenol (0,505 g, 3,075 mmol) e G2 (2,61
é O mg, 3,075 umol). Produto obtido como um solido
XN
O (|) rosa. Rendimento: 88% (0,366 Q).
HO

Ponto de fusao: 213-214 °C.

RMN *H - (400 MHz, CDCls) & (ppm) 7,04 — 6,97 (m, 4H), 6,90 (m, 4H), 5,64 (s,
2H), 3,95 (s, 6H).

RMN 3C- (100 MHz, CDCls) & (ppm) 146,8, 145,4, 130,4, 126,6, 120,3, 114,7,
108,1, 56,0.
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IV — (Puro, ATR, cm™) 3397, 3035, 2982, 2944, 2851, 1599, 1510, 1462,1433,
1387, 1327,1277, 1256, 1223, 1157, 1119, 1027, 963, 948, 873, 847, 816,
799,729, 637, 570, 551.

GC-MS, (m/z (%)) — 273 (18) [M* + 1], 272 (100.0) [M'], 211(13), 169 (10).

Produto de autometatese do isosafrol - (E)-1,2-di-(3’,4’-

metilenodioxifenil)-etileno (5¢)

o Isosafrol (0,501 g, 3,089 mmol) e G2 (2,62 mg,
“ O > 3,089 umol). Produto obtido como um solido

0 o

< O branco. Rendimento: 94% (0,340 g).

o)

Ponto de fusdo: 200 — 201 °C.

Cristais adequados para difracdo de raios-X de monocristal foram obtidos por
cristalizacdo do produto em acetona. Foram solubilizados 60 mg de produto em
20 mL de acetona. A mistura foi aquecida até a ebulicdo e deixou-se esfriar a

temperatura ambiente.
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Tabela 2.

metilenodioxifenil)-etileno.

Dados da estrutura cristalina/molecular

do (E)-1,2-di-(3',4"

Formula empirica C16H12,04
Peso molecular (g) 268,26
Cor/forma Incolor/bloco
Temperatura (K) 296(3)
Comprimento de onda (A) 1,54178
Sistema cristalino Monoclinico
Parametros de cela a =5,2396(1) a=90°
b =9,8935(3) B=94,301(1)°
c = 11,8554(3) y=90°
Volume (A3) 612,83(3)
Numero de férmulas elementares (Z) 2
Densidade calculada (g/cm?) 1,454
Coeficiente linear de absorcdo mm™ 0,869
F(000) 280,0
Tamanho de cristal mm?® 0,52 x 0,41 x0,34
8 (min) 5,830
0 (max) 72,350
Transmissdo maxima e minima 0,700, 0,760
Total de dados exclusivos 30708
Dados independentes 1212
Parametros refinados 183
Goodness of Fit on F2 1,070
Reflexdes (R) 0,0252
Pico maximo na ultima diferenca Mapa 0,106
de Fourier (e.A®)
)
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Figura 13. Diagrama ORTEP da estrutura molecular do (E)-1,2-di-(3',4'-

metilenodioxifenil)-etileno.

RMN 'H - (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 7,03 (d, J = 1,7 Hz, 2H), 6,90 (dd, J = 8,0,
1,7 Hz, 2H), 6,85 (s, 2H), 6,79 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 5,97 (s, 4H).
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RMN 3C- (100 MHz, CDCls) & (ppm) 148,3, 147,3, 132,1, 126,9, 121,3, 108,86,
105,5, 101,2.

IV — (Puro, ATR, cm™) 3072, 2989, 2894, 2785, 1856, 1600, 1498, 1482, 1442,
1375, 1379, 1293, 1256, 1230, 1192, 1129, 1099, 1035, 983, 944, 925, 860,
815, 773, 713, 630.

GC-MS, (m/z (%)) — 269 (18) [M* + 1], 268 (100.0) [M*], 152 (44).

4.7. Testes biologicos

4.7.1. Determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) pelo
meétodo de microdiluicdo

As N-2-cloroetilcinamamidas 2a-b e os Sl 4a-c foram submetidos a
testes de CIM. A realizacdo da CIM foi realizada conforme o protocolo M27-A3
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2008).%* Foram utilizadas
placas estéreis de 96 pocos e de fundo em “U”. O meio de cultura utilizado foi o
RPMI-1640, tamponado com acido 3-(n-N-morfolino)propanosulfénico (MOPS).
Todos os testes foram realizados em duplicata. As cepas utilizadas nos testes
foram Candida tropicalis (ATCC 13803), Candida albicans (ATCC 44858) e
Candida parapsilosis (ATCC 22019).

Preparo do indculo: As leveduras foram incubadas por 24 horas em meio
sélido de agar Sabouraud com cloranfenicol a 36,6 °C. O inéculo foi preparado
suspendendo as leveduras em solucao salina estéril 0,85%, até atingir a faixa
de 89-91% de transmitdncia a 520 nm, medida no turbidimetro. Esse
procedimento forneceu uma suspensao-padrdo de levedura contendo 1-5 x 10°
Unidades formadoras de colbnia/mL. A suspensdo de trabalho foi produzida
fazendo-se uma diluicAo de 1:50 seguida de uma diluicdo de 1:20 da
suspensado-padrdo com meio liquido RPMI 1640, obtendo uma solugcdo com

concentracdo de 1-5 x 10® UFC/mL.

Preparo das solucbes das substancias testadas: Para as substancias
sollveis em agua (4a-c), foram preparadas solugbes mée com concentracéo
de 5,12 mg.mL™ em &gua previamente esterilizada. A partir das solu¢cdes mae

foram preparadas as solucdes de trabalho, realizando uma diluicdo 1:5 da
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solucdo mae no meio de cultura RPMI 1640, obtendo uma solugcdo com

concentracdo 1,024 mg.mL™.

As substéncias insoliveis em &gua (2a-b) foram preparadas
solubilizando-as em DMSO e em seguida adicionando o meio RPMI 1640, para
se obter uma solucédo de trabalho com concentracdo 1,024 mg.mL™?, com 2%
de DMSO.

O farmaco de referéncia utilizado foi o fluconazol. A solucdo mée de
fluconazol foi preparada obtendo uma concentracdo de 1,024 mg.mL™. A partir
dessa solucédo foi realizada uma diluicdo 1:16 em meio RPMI 1640, obtendo

uma solucéo de trabalho com concentracéo de 64 pg.mL™.
Montagem da placa:

e Foi adicionado 100 pL de meio RPMI 1640 aos pocos da coluna 2 até a
11;

¢ Foi adicionado 200 pL de meio RPMI 1640 aos pocos da coluna 12,
sendo o controle negativo;

e Foi adicionado 200 pL de solucdo de trabalho das substancias aos
pocos da coluna 1;

e Entdo se fez a diluicdo seriada, pegando metade do conteudo
adicionado aos pocos da coluna 1 e realizando uma diluicdo 1:1
sucessivamente, até os poc¢os da coluna 10;

e Foi adicionado 100 pL de inoculo aos pocos da coluna 1 até a coluna 11,

sendo a coluna 11 o controle positivo.

A faixa de teste das substancias foi de 512-1 pg.mL™. A faixa de teste para o
fluconazol foi de 32-0.062 ug.mL™.

As placas foram incubadas por 48 horas. Apés esse periodo foi realizada a
interpretacdo do teste, verificando em quais poc¢os houve crescimento fungico.
A menor concentracdo de amostra em que nao houve crescimento fangico foi

considerada o valor da CIM.
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. Controle positivo

. Controle negativo

Figura 14. Placa de 96 pocos.

4.7.2. Testes in vitro de potencial antioxidante e citotoxicidade

Os estilbenoides obtidos a partir das reacbes de autometatese dos
fenilpropenoides foram submetidos a testes in vitro para determinar o potencial
antioxidante e a citotoxicidade, os quais foram realizados em parceria com a
Prof®. Dra. Ana Luiza Ziulkoski do Laboratério de Citotoxicidade da

Universidade Feevale.

A atividade antioxidante foi avaliada pelo Método de Reduc¢éo do Ferro
(FRAP — Ferric Reducing Antioxidant Power), que se baseia na capacidade de
uma substédncia em reduzir em condicbes de baixo pH, o complexo

Fe*3ftripiridiltriazina (Fe"

-TPZ), presente em excesso estequiométrico, para o
complexo ferroso Fe*?/tripiridiltriazina (Fe"-TPZ), de cor intensa azul e absorcao

maxima a 593 nm.®°

Os valores do ensaio FRAP foram obtidos para a referida reducao do
ferro, através da medida de absorbancia da amostra a 593 nm, lida contra um
branco de reagentes em um intervalo de tempo pré-determinado apds a
mistura entre reagentes e amostra. Obteve-se uma regressédo linear
relacionando os valores de absorbancia e concentracdes conhecidas de
solucbes padrdo de sulfato ferroso. Os valores de atividade para as
substéancias foram calculados a partir da curva de calibragéo tracada para as
solugdes de sulfato ferroso.
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Os testes de citotoxicidade foram realizados em culturas de células
HaCaT e células Vero. As células HaCaT séo linhagens de queratindcitos
humanos imortalizados que mantém a capacidade de diferenciacdo epidérmica.
Foi utilizado o método do MTT, que tem como principio a determinacdo de
células vivas em reduzirem o brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio] (MTT), formando cristais insoliveis de formazan, de cor
violeta.?® As células Vero sdo linhagens de epitélio renal de macaco verde
africano, que podem ser replicadas através de muitos ciclos sem envelhecer,
sdo aneuploidias (possuem numero anormal de cromossomos) e sdo muito
utilizadas em pesquisas para desenvolvimento de vacinas e em microbiologia.®’
Com as células Vero também foi utilizado o método do MTT e foi utilizado
ainda, o método VN (vermelho neutro). O método VN utiliza o corante cloreto
de 3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina para tingir células vivas, sendo

incorporado aos lisossomos dessas células.®®
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Metéatese cruzada dos fenilpropenoides com acido maleico.

A estratégia inicial do projeto era a utilizacdo de halogenetos de alila
como substrato nas reacdes de CM com os fenilpropenoides para obtencéo de
um alquilante para ser utilizado na sintese de sais imidazolicos. Apesar se ter
observado o consumo dos substratos no meio reacional, ndo se observou
formacdo dos produtos esperados para a reacdo de CM. Através de analise de
GC-MS se constatou a presenca de produtos com massa molecular superior a
esperada para os produtos de CM, o que pode indicar a ocorréncia de
polimerizacdo. Sendo assim, a estratégia foi reformulada e se optou por utilizar

acido maleico como substrato.

5.1.1. Otimizacéao

O fenilpropenoide anetol foi o substrato escolhido como modelo para
otimizacao das reacfes. O catalisador utilizado foi 0 G2, que foi escolhido por
ja existirem relatos de que exibe boa atividade em reacbes com MA-H, dentre
esses relatos esta incluido um estudo realizado em nosso grupo de pesquisa,
onde se realizou um estudo sobre reacdes de CM entre ésteres derivados de
acidos graxos e MA-H.?® O tempo de reacdo foi de 30 minutos para todas as
reacBes de CM, também porque ja se verificou em estudos anteriores do grupo
utilizando MA-H como substrato, que esse tempo é suficiente para se obter a

conversdo maxima dos substratos.

A primeira etapa da otimizagéo foi a investigacdo da influéncia da razéo
molar catalisador com relagdo ao fenilpropenoide, sobre a conversdo e
seletividade dos produtos. A razdo molar entre anetol e MAH utilizada
inicialmente foi de 1:2. O aumento da razdo molar de catalisador G2 de 0,05
para 0,25 mol% em relacdo ao anetol, resultou em um aumento evidente da
conversdo e também do rendimento dos produtos de CM. Com respeito a
seletividade dos produtos E, observa-se que o aumento da razdo molar de
catalisador ndo exerceu influéncia significativa. A razao molar de 0,25 mol% de
G2 (Tabela 3, entrada 3), com conversao de 95% e rendimento para CM de

52% foi a escolhida para dar seguimento a otimizacg&o.

41



Produtos de !
autometatese ( AM)

o :
R1 R2 ommmmmonososososoconll oo
Anetol H Me
Isoeugenol OMe H
Isosafrol -OCH,-

Esquema 16. Reacdo de metatese entre os substratos fenilpropenoides e MA-
H e os possiveis produtos.

Tabela 3. Efeito da razdo molar do catalisador G2 com relacdo ao anetol, sobre
a CM entre anetol e MA-H.

Converséao Rendimento (%
Entrada G2 (mol %) (%) CM Af\/l ) % E (CM)
1 0,05 49 22 27 82
2 0,10 64 30 34 79
3 0,25 95 52 43 83

Condicdes: THF = 1,5 mL, anetol = 3,38 mmol, razdo molar anetol:MAH = 1:2,
T =50 °C e tempo = 30 minutos.

A etapa seguinte do processo de otimizacao foi a investigacdo do efeito
da razdo molar anetol:MA-H sobre a conversédo e rendimento de CM. O
aumento da razdo anetol:MA-H de 1:2 para 1:6 resultou no decréscimo da
conversdo e também no rendimento para produtos de metatese cruzada, que
nao é significativo quando a razao molar foi de 1:3 (Tabela 4, entrada 2), mas
se torna mais pronunciado a medida que a razao molar anetol:MA-H aumentou.
Quando a razdo molar aumentou de 1:3 para 1:4 ocorreu um pequeno aumento
de 3% na conversao do substrato, porém ocorreu o decréscimo no rendimento
do produto de CM. O mesmo comportamento foi observado na etapa anterior,

de otimizag&o da razdo molar de catalisador, em que ndo ocorre significativa
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variagdo na porcentagem de produto E de CM. A condi¢do escolhida para a
proxima etapa de otimizacao, foi onde se utilizou uma razdo molar anetol:MA-H

de 1:2, onde se obteve a maior conversdo e maior rendimento para CM.

Tabela 4. Efeito da razao molar anetol:MA-H sobre a metatese cruzada entre

anetol e acido maleico (MA-H).

Anetol:MA- Converséao Rendimento (%)
Entrada 4 (%) cM AM % E (CM)
1 1:2 95 52 43 83
2 1:3 75 51 24 80
3 1:4 78 46 32 80
4 1:6 53 35 18 81

Condicdes: THF = 1,5 mL, anetol = 3,38 mmol, razdo molar de G2 em relacéo
ao anetol = 0,25 mol %, T = 50 °C e tempo = 30 minutos. THF =2,5 mL.

A gquantidade de solvente pode influenciar o resultado de uma reacao de
metatese, como no caso das reacfes de metatese de fechamento de anel, pois
influencia diretamente na concentragcdo dos reagentes. A quantidade de
solvente foi aumentada em duas e trés vezes com a finalidade de avaliar sua
influéncia na reacdo (Tabela 5). A reducdo da concentracdo dos substratos
ocasionou em pequena reducao da conversédo, assim como no rendimento para
CM. O aumento da concentracdo dos substratos nado foi factivel, devido ao
limite da solubilidade do MA-H em THF. A concentracao 6tima foi a de 2,53
mol.L™ de anetol, com maior conversdo e maior rendimento para produtos de
CM (Tabela 5, entrada 1).

Tabela 5. Efeito da concentragdo dos substratos sobre a metatese cruzada
entre anetol e MA-H.

_ _ . -
Entrada ;(;r:gle?r;r;?f_cl)) Con(\(/)/eO;sao Rg:/ldlmentoA(l\//cI)) % E (CM)
1 2,53 95 52 43 83
2 1,27 89 47 42 84
3 0,84 88 44 44 84

Condicdes: Anetol = 3,38 mmol, razao molar anetol:MAH = 1:2, razdo molar de
G2 em relagcéo ao anetol = 0,25 mol%, T =50 °C e tempo = 30 minutos.
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O ultimo parametro avaliado foi a influéncia da temperatura. O resultado
mostrou que a temperatura exerce significante influéncia sobre a converséo,
rendimento e seletividade da reacdo. Através da variagdo da temperatura se
observou que este parametro exerce uma influéncia significativa sobre a
conversdo e rendimento dos produtos (Tabela 6). Quando a reacdo foi
realizada a 25 °C, a conversdo obtida foi de 42%, com apenas 5% de
rendimento para produto de CM. Quando a reagdo é realizada a 50 °C a
conversdo aumenta 53%, assim como o rendimento para CM aumenta 47%.
Em todas as reacdes de CM entre anetol e MA-H, cerca de trés minutos ap6s o
inicio da reacdo ocorreu precipitacdo de um sdlido, que foi identificado como
produto de AM. Os resultados indicam que um aumento da temperatura pode
favorecer os produtos de CM, uma vez que mantera maior concentracdo dos
produtos de AM no meio reacional. Entretanto, o aumento da temperatura para
70 °C resultou em uma conversao 27% menor que a 50 °C. Estima-se que
tenha ocorrido a decomposicédo rapida do catalisador, devido a temperatura.
Avaliando a proporcdo entre os produtos de CM e AM, observou-se que o
aumento da temperatura apesar de proporcionar menor conversao, de fato
favorece os produtos de CM, obtendo-se um rendimento para CM 1,5 vezes
maior que para AM na temperatura de 70 °C, enquanto que a 50 °C tem-se um
rendimento para CM 1,2 vezes maior que para AM. A temperatura 6tima para
as reacdes de metatese foi a temperatura de 50 °C, onde se obteve maior

conversao e rendimento para metatese cruzada.

Tabela 6. Efeito da temperatura sobre a metatese cruzada entre anetol e acido
MA-H.

Temperatura  Converséo Rendimento (%) 0
Entrada °C) (%) CM AM %o E (CM)
1 25 42 5 37 n. d.
2 50 95 52 43 83
3 70 68 41 27 82

Condicoes: THF = 1,5 mL, anetol = 3,38 mmol, razdo molar anetol:MA-H = 1:2,
razdo molar de G2 em relagéo ao anetol = 0,25 mol% e tempo = 30 minutos. n.
d.= ndo determinado.
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Figura 15. a) Espectro de RMN *H da mistura reacional em CDCI; da reacdo
de CM entre anetol e MA-H com conversdo de 95%, obtido em um
equipamento Bruker de 400 MHz. b) Espectro de RMN *H ampliado da mistura
reacional em CDCl; da reacdo de CM entre anetol e MA-H com conversao de

95 % com os picos caracteristicos identificados.
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O espectro de RMN *H da mistura reacional da reacdo de CM entre
anetol e MA-H com conversao de 95%, foi obtido em CDCl; em um
equipamento Bruker de 400 MHz € apresentado na Figura 15a. Na Figura 15b
€ apresentado o espectro ampliado e com os sinais identificados. Os sinais
referentes aos hidrogénios da dupla ligagdo dos produtos trans e cis foram
atribuidos levando em conta a constante de acoplamento que € maior para
hidrogénios em posicdo trans. Para o produto trans, com hidrogénios
identificados pelos indices 10 e 11, J = 16,0 Hz, e para o produto cis, com
hidrogénios identificados pelos indices 16 e 17, J = 12,8 Hz.

ApoOs estabelecer as condi¢cdes 6timas de razdo molar de catalisador em
relacdo ao fenlpropenoide, razdo molar dos substratos, concentragdo dos
substratos e temperatura, pode-se aplica-las aos demais substratos.

5.1.2. Metéatese cruzada dos substratos isoeugenol e isosafrol com
acido maleico

As condi¢cBes otimizadas foram aplicadas nas reacdes de metatese do
isoeugenol e isosafrol com MA-H. Para o isoeugenol se obteve a maior
conversdo e alta seletividade para produto de metatese cruzada. Tal
seletividade é associada ao fato de que o produto de AM do isoeugenol é mais
solavel no meio reacional, fazendo com que a pequena quantidade formada do
mesmo, se mantenha no meio reacional e ndo favoreca o deslocamento do
equilibrio para formacao de produtos de AM. Para o isosafrol se obteve tanto
menor conversao, quanto menor seletividade para produto CM, o que confirma
a hipotese de que a precipitacdo de produto de AM desfavorece o equilibrio da
reacao para formacao de produto CM. Mesmo aumentando a quantidade de
solvente na reacdo de metatese com isosafrol (Tabela 7, entrada 4), ndo foi

possivel aumentar a seletividade para produto de CM.
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Tabela 7. Reacfes de metatese cruzada com os fenilpropenoides.

Conversao Rendimento (%)
Entrada Substrato % E (CM)
(%) CM AM
1 Anetol 95 52 43 83
2 Isoeugenol >99 99 - 60
3 Isosafrol 86 28 58 49
4 Isosafrol 82 16 67 46

Condi¢des: THF = 1,5 mL, substrato = 3,38 mmol, razdo molar substrato:MA-H
= 1:2, razdo molar G2 com relacdo aos fenilpropenoides = 0,25 mol% e T = 50
°C tempo = 30 minutos. THF =3 mL.

5.2. Sintese das cinamamidas

As N-2-cloroetilcinamamidas sdo uma classe de moléculas derivadas do
acido cinamico e seu analogos. Séo descritas como moléculas com inUmeras

propriedades biolégicas.?’?

As N-2-cloroetilcinamamidas 2a-b foram obtidas em duas etapas. A
primeira etapa consistiu na conversao do &cido cinadmico e do &cido trans-4-
metoxicindmico em seus respectivos cloretos de acidos, que foram obtidos a
partir da reacdo dos acidos cinamicos com excesso de cloreto de tionila, na
temperatura de refluxo. Ap6s a reacdo o excesso de cloreto de tionila foi
removido sob vacuo e devido a dificuldade em destilar o produto, estes foram
utilizados na etapa seguinte sem prévia purificacdo. As cinamamidas foram
obtidas através de uma versdo modificada da reacdo de Schotten-Baumann,®
onde os cloretos de acido foram reagidos com cloroidrato de N-2-
cloroetilamina na presenca de trietlamina. Os produtos obtidos foram
purificados através de cristalizacdo em etanol. O mecanismo para as duas

etapas de sintese das cinamamidas esta representado no Esquema 17.
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Esquema 17. a) Mecanismo de obtencédo dos cloretos de &cido. b) Mecanismo

de obtencao das cinamamidas.

No espectro de infravermelho da N-2-cloroetilcinamamida 2b (Figura 15)
se observa bandas caracteristicas de amida em 3229 cm™ (estiramento N-H),
1651 cm™ (estiramento C=0), 1550 cm™ (deformacé&o angular N-H) e em 713
cm™ (deformac&o angular N-H). Identifica-se também bandas em 1225 e 1028
cm™ caracteristicas de estiramento para éteres arilicos e em 823 cm™ banda

tipica de deformagéo angular em moléculas aromaticas para substituidas.
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Figura 16. Espectro de IV da N-(2-cloroetil)-4-metoxicinamamida (2b).

5.3. Sintese dos sais imidazélicos

Os sais imidazdlicos 4a-c preparados através da alquilacdo das bases
N-n-alquilimidazois com as cinamamidas 2a-b que contém a funcéo 2-cloroetil.
As reacdes de alquilacdo ocorrem por meio de mecanismo de substituicdo
nucleofilica (Esquema 18), geralmente em condi¢Bes branda de temperatura,

na presenca ou auséncia de solvente.”

0 0

X (C| N;\ N @N\CnHm
N N> N-CoHp — —— o N o
RT H ~/ R H cl

Esquema 18. Mecanismo de sintese dos sais imidazolicos.

Através da sobreposicdo dos espectros da N-2-cloroetilcinamamida 2b e
do sal imidazélico 4c (Figura 16) se verifica o aparecimento de bandas
caracteristicas a esse tipo de substancia. S&o observadas bandas
caracteristicas do anel imidazdlico de fraca intensidade referentes a
estiramento C-H em 3192, 3149 e 3098 cm™ C-H e em 1732 cm™ banda de

média intensidade caracteristica de estiramento C-N.

Na figura 17 é apresentado o espectro de RMN *H do SI 4c, obtido a
partir da N-2-cloroetilcinamamida derivada do acido trans-4-metoxicinamico.
Sao observados singletos caracteristicos de hidrogénios de anel imidazdlico de

Sl, em 10,28, 8,89 e 7,37 ppm. Nos deslocamentos quimicos 4,64 e 3,91 ppm
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sdo observados singletos referentes aos hidrogénios do grupo etila, ligados ao
carbono vizinho ao nitrogénio do anel imidazdlico e ao carbono vizinho ao
nitrogénio do grupo amida, respectivamente. Em 6,63 ppm se observa um
dubleto, com constante de acoplamento de 15,6 Hz, referente ao hidrogénio
ligado ao carbono vizinho a carbonila, da dupla ligacdo do grupo cinamamida.
O dubleto referente ao hidrogénio ligado ao carbono da dupla ligagdo do grupo
cinamamida que é vizinho ao anel aromatico se encontra no deslocamento
quimico 7,48 ppm, sobreposto ao dubleto referente aos hidrogénios em posicéo
orto ao grupo metoxila, em 7,47 ppm e constante acoplamento 8,8 Hz. Os
hidrogénios em posicdo meta ao grupo metoxila sé@o representados pelo

dubleto em 6,84 ppm, com mesmo deslocamento quimico.

——Cloreto de (E)-1-(2-(4-metoxicinamamida)etil)-3-n-decilimidazdlio (4c)
1,05 +——N-(2-cloroetil)-4-metoxicinamamida (2b)
0,95 r
0,85 r
0,75
0,65

0,55

0,45

Transmitancia relativa

0,35

0,25

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
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Figura 17. Sobreposicdo dos espectros de IV da N-(2-cloroetil)-4-
metoxicinamamida e do Cloreto de (E)-1-(2-(4-metoxicinamamida)etil)-3-n-

decilimidazolio.
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Figura 18. Espectro de RMN 'H em CDCl;, do cloreto de (E)-1-(2-(4-

metoxicinamamida)etil)-3-n-decilimidazolio (4c).

5.4. Estilbenéides obtidos através de  autometitese dos
fenilpropenoides

Os substratos fenilpropenoides foram submetidos a rea¢des de AM, com
catalisador G2, utilizando condi¢cdes ja otimizadas, que foram relatadas na
literatura.®® As reacdes foram realizadas sem a presenca de solvente, com 0,1
mol% de catalisador, a 90 °C e somente o isdbmero trans foi obtido. Os produtos
obtidos sao estilbendides analogos ao resveratrol. As conversdes e rendimento
obtidos para cada um dos substratos constam na tabela 8. De forma geral, se
obteve O6timos resultados nas reacdes de AM, com altas conversdes e
rendimentos, compativel com o que ja foi relatado para esse tipo de reacdo. A
conversao e rendimento mais altos foram os obtidos para o produto 5c,
resultante da AM do isosafrol. Os produtos obtidos foram avaliados quanto ao

potencial antioxidante e citotoxicidade.
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Esquema 19. Reacao de autometatese dos fenilpropenoides.

Tabela 8. Converséao e rendimento dos produtos de autometatese.

Entrada Substrato Produto Conversdo Rendimento

(%) (%)
1 X O
~ /©/\/
94 90
Anetol \O
la

2 /O:©/\/ OH

HO -0 X g o~
92 88

Isoeugenol HO
1b

Re®h Ly

T o
Isosafrol <O O 96 94

1c

O espectro de RMN *H do produto de AM do isosafrol, (E)-1,2-di-(3’,4'-
metilenodioxifenil)-etileno (5c) foi obtido em CDCl;. Através dos sinais
presentes na regido dos hidrogénios aromaticos, entre 6,75 e 7,05 ppm, se
observa claramente que a molécula analisada contém um anel aromatico

trissubstituido. Se observou acoplamento a trés ligacdes entre os hidrogénios 4
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(4’) (dupleto em &= 6,79 ppm) e 5 (5) (duplo dupleto em &= 6,90 ppm),
constatado pela constante de acoplamento 3J,.4= 8,0 Hz. Se verificou também
acoplamento a quatro ligagdes entre os hidrogénios 5 (5°) e 2 (2’) (dupleto em

5= 7,03 ppm) os quais apresentam constante de acoplamento *J.4=1,7 Hz.

— 7.26 Chloroform-d

T T T
7.05 7.00 6.95 6.90
f1 (ppm)
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. . . . . . . . . . . .
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Figura 19. Espectro de RMN *H do produto de AM do isosafrol (E)-1,2-di-(3’,4’-
metilenodioxifenil)-etileno (5c), com regido dos hidrogénios aromaticos
ampliada.

O espectro de RMN *3C também obtido em CDCI; (Figura 18) mostra a
gque a molécula contém oito tipos de atomos de carbono, 0 que se deve a
presenca de simetria na mesma. Através da intensidade dos sinais se
identificou trés tipos de carbonos quaternarios sendo 0s que possuem
deslocamento quimico em 147,27 e 148,28 ppm sdo os carbonos do anel
aromatico ligados aos oxigénios e o sinal em 132,13 ppm atribuido ao carbono

do anel ligado ao carbono da dupla ligacdo. O sinal em 126,88 ppm foi
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atribuido aos carbonos da dupla ligacdo e o sinal em 101,24 ppm ao carbono
disposto entre os oxigénios do anel dioxol. Os sinais em 105, 55, 108,56 e
121,32 ppm foram atribuidos aos carbonos terciarios do anel aromatico.

I IH H ) .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 f17(5 gu 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0O
ppm

Figura 20. Espectro de RMN *3C do produto de AM do isosafrol (E)-1,2-di-

(3’,4’-metilenodioxifenil)-etileno (5c¢).

5.4.1. Atividade antioxidante dos estilbenoides

Estilbenoides possuem aplicacbes nas industrias cosmética,
farmacoldgica e alimenticia devido as suas propriedades antioxidantes. Se uma
molécula é facilmente oxidada, isso significa que sera oxidada antes das outras
e que possui potencial antioxidante in vitro. A atividade antioxidante das
moléculas foi avaliada pelo Método de Reducdo do Ferro (FRAP — Ferric
Reducing Antioxidant Power). A atividade é a concentracdo de Fe** que foi
reduzido para Fe?*. Uma alta atividade significa que a molécula foi facilmente
oxidada.

Os resultados para as substancias testadas pelo método FRAP se
encontram na Tabela 9. Dentre as trés substancias testadas apenas 5a
apresentou potencial antioxidante para uso direto, nas concentracbes de 50,
250 e 2500 pM, apresentando atividade antioxidante bastante expressiva
nessas concentragdes. Um estudo utilizando o método FRAP para avaliagao de
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uma série de substancias antioxidantes encontradas na natureza, incluindo
resveratrol, mostrou atividade de 100 pM de Fe,SO,4 para a concentracédo de

497 pM de resveratrol.”*

A substancia 5a em uma concentragdo de 50 uM,
concentracdo quase cinco vezes menor que a de resveratrol no estudo citado,
obteve uma atividade de 192 uM de Fe,SO,4 Sendo assim, a molécula 5a tem

maior potencial antioxidante que resveratrol, pelo método FRAP.

Tabela 9. Relacdo das absorbancias e atividade em funcdo da concentracéo
molar obtidos no FRAP para os estilbenoides.

5a 5b 5c
Concentracéao
(nm) Atividade Atividade Atividade
Abs. (UM FeSOy) Abs. (UM FeSOy) ADS. (UM FeSOy)
0,4 0,0223 8,83 -0,0425 0 -0,0142 0
5 - 0 -0,1019 0 -0,0103 0
0,0300
10 - 0 -0,0373 0 -0,1039 0
0,0173
50 0,1322 192,00 -0,0960 0 -0,0099 0
250 1,2048  1979,67 -0,0915 0 -0,0103 0

o

2500 2,0184  3335,67 -0,1795 0,1104 155,67

5.4.2. Citotoxicidade dos estilbenoides

O efeito citotdoxico gerado pelos estilbendides foi avaliado nas linhagens
celulares HaCaT e Vero. Para as células HaCat utilizou-se MTT como indicador
da viabilidade celular e para as células Vero utilizou-se MTT e Vermelho Neutro
(VN). Os resultados para a linhagem de células HaCaT encontram-se na Figura
19, onde sao apresentadas as curvas de viabilidade celular das culturas que
foram postas em contato com os estilbendides. Para a linhagem de
queratinécitos humanos HaCaT, a substancia 5b foi mais toxica que 5a, e esta
mais toxica que 5c, que nao apresentou toxicidade relevante. Apenas 5b
atingiu valores de toxicidade celular superiores a 30%. No entanto, para esse
composto os efeitos toxicos ja foram pronunciados a partir de 0,4 uM, indicando

incompatibilidade com esse tipo celular.
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Figura 21. Curva de viabilidade celular das substancias 5a, 5b e 5c
submetidas a teste de citotoxicidade com células HaCaT com incorporacdo do

biomarcador MTT.

Os resultados para o teste com as células Vero usando o marcador
lisossomal VN sdo apresentados na Figura 20. A substancia 5a demonstrou
efeito citotoxico (menos de 70% de viabilidade celular) pelo biomarcador
lisossomal a partir de 2 uM. A substancia 5b demonstrou menor viabilidade que
os controles, mas nédo atinge o limiar de cut-off para toxicidade. A substancia
5¢ demonstrou efeito citotoxico (menos de 70% de viabilidade) pelo

biomarcador lisossomal apenas na maior concentragéo (250 pM).

Para a linhagem de células Vero, onde a viabilidade foi avaliada com
MTT (Figura 21), nenhum dos trés compostos apresentou toxicidade
mitocondrial superior a 30%, com excec¢ao da maior concentragdo de 5b. As
duas maiores concentracbes foram diferentes do controle para todas as
substancias. A substancia 5a causou um aumento da atividade mitocondrial
nas concentracoes de 50 e 250 uM (20 e 30%, respectivamente). Um aumento
de atividade mitocondrial acompanhado de diminuicdo da viabilidade
lisossomal (mesmas concentracbes e tempo, Figura 20) indicam morte por

estresse mitocondrial. Em células Vero, a toxicidade foi maior para o
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biomarcador lisossomal VN que para o biomarcador mitocondrial MTT, para

todos as substancias.
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Figura 22. Curva de viabilidade celular das substancias 5a, 5b e 5c
submetidas a teste de citotoxicidade com células Vero com incorporacédo do

biomarcador vermelho neutro.
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Figura 23. Curva de viabilidade celular das substancias 5a, 5b e 5c
submetidas a teste de citotoxicidade com células Vero com incorporacédo do
biomarcador MTT.

5.5. Atividade antifungica
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As N-2-cloroetilcinamamidas 2a-b e S| 4a-b obtidos a partir dos &cidos
cin@micos foram submetidos a teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
com espécies de fungos leveduriformes Candida sp. Os testes foram realizados
com a intencdo de avaliar o potencial antifingico dessas substancias e o0s
resultados obtidos se encontram na Tabela 10. As substancias foram testadas
em uma faixa de 1-512 pg/mL e como comparativo foi utilizado o farmaco
triazolico fluconazol, que € bastante utilizado como medicamento antifingico,
em uma faixa de 32 — 0,062 pg/mL. As cepas utilizadas no ensaio foram:
Candida tropicalis (ATCC 13803), C. albicans (ATCC 44858) e C. parapsilosis
(ATCC 22019). Todas as cepas foram sensiveis as substancias testadas e os
S| apresentaram valores bastante expressivos de CIM. A substancia 4b
apresentou maior atividade antifingica frente as cepas testadas, observando-
se um CIM de 1 pg.mL™ para as cepas de C. tropicalis e C. albicans, que é
quatro vezes menor que o valor de CIM observado para o fluconazol, que foi de
4 pg.mL™ para todas as cepas testadas. Comparando 4a e 4b, verifica-se que o
comprimento da cadeia linear, ligada a um dos nitrogénios do anel imidazolico
dos sais, exerce influéncia significante sobre a atividade antifungica. Tal
constatacdo é coerente com o que ja foi observado em estudos anteriores do
grupo de pesquisa, onde 0 Sl C3MImCI apresentou CIM de 0,9 pg.mL™ para
espécies de Candida, valor inferior ao apresentado por S| analogos com
cadeias alquilicas menores.® A presenca do grupo metoxi em posicdo para a
funcdo propenamida na molécula 4c apresenta uma pequena influéncia sobre a
atividade antifungica do sal imidazolico, tendo como comparacdo a molécula
analoga 4a, que ndo possui 0 grupo metoxi e apresentou melhor atividade. As
substancias 2a e 2b apresentaram atividade antifingica frente as leveduras

testadas, porém néo foi tdo significante, em comparagéo com os Sl.
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4b R=H,n=15

4a R=H,n=9
4c R=0Me,n=9

Figura 24. Substancias testadas no ensaio de CIM.
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Tabela 10. Atividade antifingica in vitro das N-2-cloroetilcinamamidas e SI.

CIM (ug.mL™)
Levedura 2a 2b 4a 4b Fluconazol
C. tropicalis 256 512 8 1 4 4
C. albicans 256 512 2 1 8 4
C. parapsilosis 128 512 4 4 8 4
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6. CONCLUSOES

A CM dos fenilpropenoides com MA-H foi otimizada utlizando a
molécula de trans-anetol como substrato modelo. Os parametros otimizados de
razdo molar de catalisador em relacdo ao anetol, razdo anetol:MAH,
concentracdo de anetol e temperatura foram de 0,25 mol %, 1:2, 2,53 mol.L™ e
50 °C, respectivamente. Nestas condi¢des, a reacdo com isoeugenol foi a que
apresentou melhores resultados, com conversao superior a 99% de conversao
e seletividade para produtos de CM de 99%. Para o isosafrol se obteve a
menor conversdo e também baixa seletividade. Os resultados obtidos para o
isosafrol podem ser explicados pelo fato de ocorrer precipitacdo dos produtos
de AM no meio reacional, deslocando o equilibrio da reacdo desfavorecendo a
CM.

De forma geral, as reacbes de CM dos fenilpropenoides com MA-H
mostraram ser uma forma promissora para obtencdo de acidos cinamicos, por
meio de uma rota mais sustentavel e direta de obtencao desses acidos a partir
de moléculas de ocorréncia natural. Devido as limitacbes de seletividade
apresentadas para alguns dos substratos as condi¢cOes reacionais podem ser

mais exploradas.

As N-2-cloroetilcinamamidas 2a-b e os Sl 4a-c foram obtidos de forma
satisfatoria, e por meio da sintese dessas substancias foi possivel explorar

mecanismos de reacdo de grande valor para a sintese orgéanica.

As cepas C. tropicalis, C. albicans e C. parapsilosis mostraram-se
sensiveis tanto as N-2-cloroetilcinamamidas quanto aos Sl, porém os valores
de CIM obtidos para as N-2-cloroetilcinamamidas muito superiores aos obtidos
para os Sl, de forma que o potencial antifingico das mesmas foi considerado
baixo. Todos os Sl apresentaram excelentes valores de CIM. O Sl 4b (cloreto
de (E)-1-(2-cinamidoetil)-3-n-hexadecilimidazolio) apresentou eficacia superior
ao fluconazol (CIM=4 pg.mL™), com CIM de 1 pg.mL™ para C. tropicalis e C.
albicans 4 ug.mL™ para C. parapsilosis. Analisando a estrutura de 4a (cloreto
de (E)-1-(2-cinamidoetil)-3-n-decilimidazolio) e 4b apresentou CIM ligeiramente

mais alto, se evidenciou que longas cadeias n-alquil ligadas ao nitrogénio do
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anel imidazolico dos sais exerce grande influéncia sobre a atividade dos

mesmos, fato esse ja constatado em estudos anteriores do grupo.

Em suma, os Sl apresentaram excelentes valores de CIM, fazendo
necessario que os mesmos sejam testados em concentracdes mais baixas
para se obter uma visdo mais ampla com respeito a atividade antifungica dos
Sl. Os resultados também tornam imprescindivel a exploracdo dessa nova
classe de Sl visando a utilizacdo de outros &cidos analogos ao acido cinamico

na sintese dos sais.

Os estilbenoides foram obtidos com altas conversfes e rendimentos,
utilizando os componentes de 6leos esséncias anetol, isoeugenol e isosafrol
como substratos. Isto demonstra que a autometatese de fenilpropenoides é

uma excelente estratégia para obtencédo de estilbenoides.

Apenas o estilbenoide 5a (E)-4,4’-dimetoxiestilbeno demonstrou possuir
potencial para aplicagdo como antioxidante. Essa substancia apresentou boa
biocompatibilidade frente a células HaCaT com marcador mitocondrial MTT,
porém, ndo se mostrou biocompativel as células Vero com os marcadores

mitocondrial MTT e lisossomal VN.
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ANEXOS

Anexo A — Formulas de calculo de converséao, rendimento e seletividade
das reacfes de metatese cruzada e autometatese.

Para as reagbes de CM e AM envolvendo anetol e isoeugenol os
calculos de converséo, rendimento e seletividade foram realizados utilizando o
valor referente a area da integral dos sinais dos hidrogénios do grupo metoxila
do substrato e produtos. Para as reacdes de CM e AM com isosafrol se utilizou
o valor referente & area da integral dos sinais dos hidrogénios do grupo

metileno.

O rendimento para as reacfes de autometatese foi calculado baseado
na massa de produto obtida.

Conversao:
_ YAreaHp
Conv (%) = S hreatips 100 1)
Rendimento:
_ Y Area Hp,
Rend (%) = > hrea s X 100 (2

Seletividade E:

Area Hpg

E (%) = x 100 )

Area Hpg+Area Hpy
Onde,

Hp = Hidrogénios dos produtos;

Hp + s = Hidrogénios dos produtos e do substrato;

Hpe = Hidrogénios de produtos especificos (produtos de CM ou AM);

Hpe = Hidrogénios dos produtos de CM com isomeria E;

Hpz = Hidrogénios dos produtos de CM com isomeria Z.
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Figura 25. Estruturas do substrato e produtos para CM entre anetol e MA-H e
espectro de RMN 'H com regido referente aos hidrogénios das metoxilas
ampliada da reacdo de metatese cruzada entre anetol e MA-H com razao molar
de G2 em relacdo ao anetol = 0,25 mol%, razdo anetol:MA-H =1:2, THF = 1,5
mL, T=50 °C, t = 30 min e conversao de anetol de 95%.
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Figura 26. Estruturas do substrato e produtos para CM entre isoeugenol e MA-
H e espectro de RMN 'H com regido referente aos hidrogénios das metoxilas
ampliada da reacdo de metatese cruzada entre isoeugeol e MA-H com razéo
molar de G2 em relacdo ao isoeugenol = 0,25 mol%, razao isoeugenol:MA-H
=1:2, THF =1,5mL, T=50 °C, t = 30 min e converséao de isoeugenol de 99%.
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Figura 27. Estruturas do substrato e produtos para CM entre isosafrol e MA-H
e espectro de RMN 'H com regigo referente aos hidrogénios dos metilenos
ampliada da reacdo de metatese cruzada entre isosafrol e MA-H com razéo
molar de G2 em relacdo ao isosafrol = 0,25 mol%, razdo isosafrol:MA-H = 1:2,

THF =1,5mL, T=50 °C, t = 30 min e conversao de isosafrol de 86%.
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Anexo B — Espectros de RMN de *H e 3C dos acidos cinamicos,
cinamamidas e sais imidazolicos.

Acido trans-4-metoxicinamico (1a)
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Figura 28. a) Espectros de RMN 'H e b) RMN ¥C do &cido trans-4-

metoxicinamico (1a) em DMSO-d6.
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Acido trans-feralico (1b)
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Figura 29. a) Espectros de RMN *H e b) RMN *3C do 4cido trans-fertlico (1b)
em DMSO-d6.
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(E)-N-(2-cloroetil)cinamamida (2a)
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Figura 30. a) Espectros de RMN 'H e b) RMN *¥C do (E)-N-(2-

cloroetil)cinamamida (2a) em CDCls.
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N-(2-cloroetil)-4-metoxicinamamida (2b)
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Figura 31. a) Espectros de RMN 'H e b) RMN *3C do N-(2-cloroetil)-4-

metoxicinamamida (2b) em CDCls.
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Cloreto de (E)-1-(2-cinamidoetil)-n-3-decilimidazdlio (4a)
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Figura 32. a) Espectros de RMN *H e b) RMN *3C do cloreto de (E)-1-(2-

cinamidoetil)-n-3-decilimidazélio (4a) em CDCls.
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Cloreto de (E)-1-(2-cinamidoetil)-3-n-hexadecilimidazoélio (4b)
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Figura 33. a) Espectros de RMN *H e b) RMN *3C do cloreto de (E)-1-(2-

cinamidoetil)-3-n-hexadecilimidazolio (4b) em CDCls.
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Cloreto de (E)-1-(2-(4-metoxicinamamida)etil)-3-n-decilimidazélio (4c)
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Figura 34. a) Espectros de RMN *H e b) RMN *3C do cloreto de (E)-1-(2-(4-

metoxicinamamida)etil)-3-n-decilimidazolio (4c) em CDCls.
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(E)-4,4’-dimetoxiestilbeno (5a)
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Figura 35. a) Espectros de RMN *H e b) RMN *3C do (E)-4,4’-dimetoxiestilbeno
(5a) em CDCls.
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(E)-3,3'-Dimetoxi-4,4'-dihidroxiestilbeno (5b)
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Figura 36. a) Espectros de RMN *H e b) RMN **C do cloreto de (E)-3,3"-
dimetoxi-4,4'-dihidroxiestilbeno (5b) em CDCls.
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(E)-1,2-di-(3’,4’-metilenodioxifenil)-etileno (5c¢)
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Figura 37. a) Espectros de RMN *H e b) RMN C do cloreto de (E)-1,2-di-

(3’,4’-metilenodioxifenil)-etileno (5¢) em CDCls.
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