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RESUMO

PIRES, Lucas de Oliveira. Planejamento, Sintese e Avaliacao das Propriedades Biologicas
de Amidas Cinamicas e seus Derivados Prenilados. 2024. 208 p. Tese (Doutorado em
Quimica, Quimica de Produtos Naturais). Instituto de Quimica. Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Derivados de acidos cindmicos, como seus ésteres € amidas, sdo encontrados na natureza como
produto do metabolismo especial de plantas, compondo diversos alimentos que fazem parte da
dieta humana. Esses fenilpropanoides apresentam diversas fungdes bioecoldgicas, em especial
relacionados a protecdo contra estresses fisicos e bioldgicos, € por isso ganham atengdo por
causa do seu potencial farmacoldgico, apresentando um vasto espectro de atividades biologicas
como antioxidante, anticancer, antimicrobiano e anti-inflamatério. Este estudo propde a sintese
de diferentes amidas cinamicas, as quais foram divididas em quatro séries: Série I com amidas
do acido cafeico (3a — 3f); Série II de amidas do 4cido cafeico O-preniladas (3aP — 3{fP). Série
III de anilidas cindmicas (1e — 5 e); Série IV de lactamas sintetizadas a partir das anilidas (L2,
L3, L5). Os derivados obtidos nas Séries I e II foram planejados e ensaiados para inibi¢ao da
enzima COX-2, e avaliados quanto a atividade antiproliferativa em células de cancer de mama
triplo-negativo (HCC-1806). O conjunto total de derivados foi avaliado também quanto a
inibi¢do do fungo Sporothrix brasiliensis (SisGen ADE44FF) e do parasito Trypanosoma cruzi
(Tulahuen C2C4 LacZ), e a seletividade foi analisada em células epiteliais dos rins de macacos-
rhesus (LLC-MK2). As metodologias de sintese descritas e usadas neste trabalho forneceram
19 produtos de sintese com rendimentos adequados (35 — 82%), e estes foram completamente
caracterizados por técnicas de RMN, IV e EM. Entre os derivados que foram sintetizados, a
hexilamida do acido cafeico (Série I, 3d) pode ser destacada pelo potencial apresentado nos
ensaios de inibi¢do da enzima COX-2 (Clso 6,3 1,9 uM), de atividade antiproliferativa (Clso
62,91 uM), de atividade antifingica (CIM 0,625 uM) e antiparasitaria (Clso 27,26 £4,10 uM,
IS 5,72). A O-prenilagdo nao foi uma modificacdo estrutural que foi benéfica para a atividade
anti-COX, antiproliferativa e antifingica, uma vez que os derivados da Série II foram menos
ativos que seus analogos ndo prenilados da Série I. Nos ensaios de atividade em células de
cancer de mama, os derivados mais ativos foram 3d (Clsp 62,91 uM) e a anilida do 4cido cafeico
(3e, Cls0 66,25 uM), e curiosamente os unicos derivados da Série II com atividade foram seus
respectivos O-prenilados 3dP (Clso 147,7 uM) e 3eP (199,7 uM), sugerindo que as duas amidas
podem ser importantes para a atividade. Os demais derivados nao foram ativos na maxima
concentragcdo do ensaio (Clso > 300 uM). A Série II formada pelos andlogos oxiprenilados
forneceu o derivado 3¢P (pentilamida do acido cafeico O-prenilada), o derivado com melhor
atividade toxica e seletiva com as amastigotas de 7. cruzi (Clso 7,54 +1,71 uM, IS 22.46),
destacado como um bom protétipo para futuras otimizagdes; além disso, os demais derivados
O-prenilados se mostraram mais ativos e seletivos para o parasito que as respectivas amidas da
Série I, indicando que essa modificagdo estrutural, por ser uma ferramenta sintética de acessivel
e de facil reprodugao, pode ser aplicada no estudo de derivados com potencial atividade seletiva
contra o 7. cruzi baseados no arcaboug¢o molecular dos acidos cinamicos. Os resultados que sao
apresentados neste estudo tornam evidente a importancia farmacologica dos acidos cindmicos
enquanto estrutura privilegiada no planejamento de farmacos, e forneceu uma diversa biblioteca
com estruturas de elevado interesse biologico contra diversos alvos de importancia clinica.

Palavras-chave: Reac¢do de O-prenilagao; COX-2; Trypanosoma cruziy Sporothrix brasiliensis
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ABSTRACT

PIRES, Lucas de Oliveira. Design, Synthesis and Evaluation of Biological Properties of
Cinnamic Amides and its Prenylated Derivatives. 2024. 208 p. Thesis. Doctorate in
Chemistry, Organic Chemistry. Institute of Chemistry, Department of Organic Chemistry,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

Cinnamic acid derivatives, such as esters and amides, are known as naturally occurring products
from plant’s special metabolism, present in food products from human diet. They belong to the
phenylpropanoid group, and present several bioecological functions, in special protecting plant
cells from biological and physical stresses, gaining attention due to their privileged structure in
drug design with antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial and anticancer properties. This
work presents the synthesis of different amides from cinnamic acids: Serie I is composed by
six amides from caffeic acid; Serie II is formed by their respective analogues obtained by O-
prenylation; Serie III with different anilides prepared from the main cinnamic acid derivatives,
which were then used to synthesize Serie IV with their respective lactams. The molecules from
Series I and IT were planned and tested for their COX-2 inhibition, and the evaluated for their
antiproliferative activity against triple-negative breast cancer cells. The main derivatives were
also evaluated for their potential inhibition of Sporothrix brasiliensis and Trypanosoma cruzi,
and the selectivity index were measured in comparison to the host cells. The synthetic approach
described and used in this were provided 20 synthetic derivatives with good yields, and they
were completely characterized by NMR, FTIR and MS. Among the derivatives, caffeic acid
hexylamide (Serie I, 3d) is highlighted for its good activity in all of the biological assays
studied: inhibition of COX-2 (ICso 6,3 £1,9 uM), antiproliferative activity (ICso 62,91 uM),
antifungal activity (CIM 0,625 uM) and antiparasitic activity (Clso 27,26 4,10 uM, IS 5,72).
O-prenylation wasn’t a good structural modification for most of the biological activities
evaluated (COX-2 inhibition, antiproliferative and antifungal assays), once the O-prenylated
derivatives from Serie II were way less active in comparison to their respective non prenylated
compounds from Serie I. The main two compounds from Serie I with antiproliferative activity
were 3d (Clso 62,91 uM) and caffeic acid anilide (3e, Clso 66,25 uM), and curiously the only
two compounds from Series II that demonstrated activity were they respective O-prenylated
derivatives 3dP (Clso 147,7 uM) and 3eP (199,7 uM), suggesting that the amide portion from
cinnamic acid may be important for their antiproliferative effect. The other derivatives from the
O-prenylated Serie II were not active at the maximum concentration (Clso >300 uM). However,
the oxyprenylated compound 3¢P (caffeic acid pentylamide O-prenylated) showed to be the
most active compound against 7. cruzi amastigotes (Clso 7,54 1,71 uM, IS 22,46), considered
a prototype for future optimizations; besides, all the O-prenylated amides were most active and
selective against 7. cruzi than their respective compounds from Serie I, indicating that this
structural modification can be used as an effective approach to synthesize new molecules with
improved activity and selectivity against 7. cruzi based on the cinnamic acid scaffold. The
present results show the pharmacological importance of cinnamic acid derivatives as a
privileged structure for the designing of new drugs, and provided a diverse group of structures
with great biological interests against different targets with clinical importance.

Keywords: O-prenylation reaction; COX-2; Trypanosoma cruzi; Sporothrix brasiliensis.
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1. INTRODUCAO

O acido (E)-3-fenil- 2-propenoico, conhecido como acido cinamico (1), ¢ uma substancia
organica de baixo peso molecular de ocorréncia natural, e pode ser encontrado como produto
do metabolismo especial das plantas (VOGT, 2010; DONG e LIN, 2021) e microrganismos
(ZHU et al., 2023), sendo ausente nos seres humanos ou em outros animais (DONG e LIN,
2021). Esse acido organico da origem a uma série de derivados hidroxicinamicos (Figura 1)
que compdem uma vasta classe de produtos naturais conhecidos como os fenilpropanoides
(SHUAB et al., 2016). Essa classe de metabdlitos especiais apresentam um sistema aromatico,
que, em geral € substituido por hidroxilas (-OH) e metoxilas (-OCH3), acoplado a uma cadeia
lateral contendo um &cido carboxilico a,f-insaturado, formando um arcabougo estrutural

simples e Unico na natureza, e que ¢ conhecido como Cs-C3 (VOGT, 2010).

o) o)
o Ny HO N"oH
HO HO
1 (2) 3)
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Figura 1. Estrutura dos principais fenilpropanoides gerados pelo metabolismo vegetal: acido cindmico
(1), acido p-cumarico (2), acido cafeico (3), acido ferulico (4) e acido sinapico (5). Em preto o

sistema aromatico (Cs); em vermelho a cadeia lateral Cs.

Os fenilpropanoides formam uma classe bastante heterogénea de produtos naturais que sao
responsaveis pela manutencao de processos bioquimicos para a defesa, adaptagao ou interagao
dos organismos com seu ambiente (YDAYV et al., 2020; DONG e LIN, 2021), componentes que
sdo com frequéncia produzidos durante situagdes de estresse fisico — como exposi¢do a radiagdo
solar e seus efeitos (SINGH et al., 2022) — ou bioldgico — como o contato com microrganismos
patogénicos (ORTIZ e SANSINENEA, 2023). Além disso, sao substancias muito abundantes
cujo interesse cientifico se divide entre desvendar a vasta diversidade de funcdes bioecoldgicas

associadas ao metabolismo vegetal, em especial com aplicagdo nas areas da agricultura e na



preservacdo de alimentos, ou dentro da pesquisa e desenvolvimento de novos e mais eficientes
farmacos para o tratamento de diferentes tipos de doencas (NEELAM et al., 2020).

A estrutura simples dos acidos cindmicos (ACs), que sdo naturalmente encontrados, podem
ser obtidas de forma sintética ou submetidos a diversos tipos de modificagdes estruturais, o que
permite a constru¢do de outras substancias com grande relevancia terapéutica, como ésteres ou
amidas, ampliando ainda mais o escopo terapéutico desses metabdlitos, com atividades anti-
inflamatoria (FREITAS et al., 2024), antitumoral (FOTOPOULOS e HADJIPAVLOU-
LITINA, 2024), antioxidante (HALPANI ¢ MISHRA, 2024) e antimicrobiana (ANNUUR et
al., 2024). Além disso, entre os derivados de acidos carboxilicos, as amidas se destacam como
uma funcdo fundamental que ¢ parte da estrutura de farmacos utilizados no tratamento de
diferentes doencas (KUMARI et al., 2020; ASIF et al., 2023), apresentando papel indispenséavel
na interag¢do do farmaco com seu alvo bioldgico e na estabilidade em meio fisiol6gico, uma vez
que amidas s3o menos sensiveis a degradagdo metabolica, especialmente em comparagdo aos
ésteres (NASSAR, 2022).

Outra estratégia de modificagdo estrutural que permite ampliar a diversidade de ACs e seus
derivados, com uma abordagem sintética relativamente simples, ¢ a O-prenilagao de hidroxilas
fendlicas. Produtos naturais isoprenilados sao pouco comuns e isolados em quantidades que sao
pouco satisfatérias, mas cada vez mais recebem atengdo cientifica por conta dos seus efeitos
farmacologicos, em especial associados ao aumento da lipofilicidade gerada pelo acoplamento
desse grupo nas hidroxilas fendlicas (BREZANI et al., 2017; AN et al., 2023). Estudos sugerem
que a presenca dessas subunidades pode modular positivamente os aspectos ADME (absorgao,
distribuicao, metabolismo e excrecao) de polifendis, aumentando o interesse nesses “hibridos”
que podem apresentar um melhor efeito farmacoldgico que os seus respectivos compostos nao
prenilados (EPIFANO et al., 2007). A prenila¢do de flavonoides, por exemplo, pode aumentar
a atividade biologica do produto natural, e tal efeito muitas vezes se associa com alteragdes no
perfil de biodisponibilidade, quando comparados com os flavonoides nao prenilados (MUKALI,
2018).

Dentro desse contexto, este trabalho descreve o planejamento, sintese e avalia¢do biologica
de diferentes amidas derivadas de ACs contra alguns alvos de interesse. As primeiras séries de
amidas foram sintetizadas a partir do acido cafeico, usando o reagente de acoplamento
hexafluorfosfato de benzotriazolil-1-oxi-tris(dimetilamino)-fosfonio (BOP), € um conjunto de
quatro aminas lineares e duas aromaticas (Série I), as quais foram usadas para a sintese dos
seus respectivos analogos oxiprenilados (Série II), que sdo inéditos na literatura. A sintese de

anilidas fazendo uso de outros acidos cindmicos foi conduzida usando o reagente de



acoplamento hexafluorfosfato de azabenzotriazol-tetrametil-urénio (HATU) e tendo a anilina
(Série III), e os produtos utilizados em uma nova modificagdo estrutural, viabilizando a sintese
de lactamas cinamicas que fazem parte da Série IV. O conjunto de derivados apresenta grande
interesse biologico, sendo testado para suas respectivas atividades de inibicdo da COX-2,
atividade antiproliferativa contra células de cancer de mama triplo-negativo (HCC-1806), e
atividade toxica contra o fungo Sporothrix brasiliensis (SisGen ADE44FF) e o formas
amastigotas de Trypanosoma cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ), cuja seletividade foi comparada por
sua atividade citotoxica com fibroblastos isolados dos rins de macacos-rhesus (LLC-MK2),

usados como células hospedeiras do parasito.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Origem, Diversidade Estrutural e Biologica de Acidos Cinimicos

Na Figura 2, o mecanismo simplificado que explica a origem dos fenilpropanoides esta
ilustrado. Os aminoacidos aromaticos L-fenilalanina e L-tirosina (no caso de algumas espécies
vegetais) sdo gerados como produtos na via do acido chiquimico, os quais sao convertidos, a

partir de uma desaminagdo nao oxidativa, ao isdmero trans do acido cinamico (1).

Via do Acido Chiquimico
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Figura 2. Esquema simplificado que ilustra a biossintese de ACs e seus derivados através da via do
acido chiquimico, dando origem aos fenilpropanoides de estrutura C¢-Cs. Enzimas: PAL —
phenylalanine ammonia-lyase; CAH — cinnamate 4-hydroxylase; CAL — 4-coumaroyl-CoA ligase.

Adaptado de Vogt (2010).

O metabolismo do &cido chiquimico ¢ de extrema importancia para os organismos vegetais



porque esta localizada na fronteira entre o metabolismo primario e o metabolismo especial. A
enzima fenilalanina amonia liase (PAL), responsavel por essa conversdo, ¢ considerada uma
das enzimas mais importantes no metabolismo vegetal, com presenca considerada universal nas
espécies vegetais, enquanto outras também sao capazes de realizar a reagdao de desaminagao a
partir do aminoécido L-tirosina, e essa conversao ¢ conduzida pela enzima tirosina amonia liase
(TAL — tyrosine ammonia-lyase), fornecendo como produto direto o 4cido 4-hidroxicindmico
(2) ou acido p-cumarico, na isoforma trans (CUI et al., 2014; BARROS et al., 2020; DONG e
LIN, 2021). Os respectivos isdmeros cis podem ocorrer naturalmente a partir de uma
fotoisomerizagdo, catalisada pela absor¢do de luz na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis),
que fornece a energia necessaria para promover a isomerizagdo da cadeia lateral através da
insaturacdo (SHUAB et al., 2016; STEENACKERS et al., 2019). Na Figura 3 se encontra o
esquema que explica a fotoisomerizagao do acido trans-cinamico (1) no respectivo isdmero
acido cis-cinamico (6). A literatura relata o uso de radiagdo UV ou exposi¢do a luz do sol para
a sintese do acido cis-cinamico e seus outros derivados com rendimentos entre 3 e 80% (LI et
al., 2015), e a exposic¢ao a esse tipo de radiagdo também ¢ utilizada para promover isomerizagao
de extratos vegetais, mudando assim a sua composi¢ao quimica, sugerindo que esse fenomeno
também pode estar associado com a dispersao do excesso de radiacao emitido pelo sol, e assim

prevenindo situacdes de estresse (MBEDZI et al., 2022).
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Figura 3. Esquema reacional da fotoisomeriza¢ao do 4cido frans-cindmico (1), em meio fisiologico

vegetal ou sintético, mediado pela exposi¢do a luz UV-vis (Li et al., 2015).

O metabolismo geral dos fenilpropanoides fornece primeiramente os principais derivados
de ACs (Figura 1), cujo anel aromatico apresenta seus grupos -OH e -OCH3 localizados em
diferentes posigdes, e que sdo utilizados como substrato para os mais diversos desdobramentos
do metabolismo vegetal (VOGT, 2010; MARCHIOSI et al., 2020). Esses derivados de ACs sdo
considerados intermedidrios chaves dentro do metabolismo vegetal, porque sdo precursores na
biossintese de mais de 8.000 substancias polifendlicas importantes para o funcionamento de
diversos processos bioquimicos (ZHANG e CHANG-JUN, 2015; DONG e LIN, 2021). Isso

pode ajudar a explicar a abundancia desses derivados de ACs dentro do reino vegetal, presentes



em todas as espécies, mesmo que em teores muito baixos (KUMAR e GOEL, 2019). Entretanto,
a especificidade de cada organismo vegetal, além de afetar os teores absolutos de ACs que sdo
presentes na composi¢ao quimica, promove também transformagdes especificas nos ACs para
a construgado de polifenois mais complexos (MACOY et al., 2015; SOVA e SASO, 2020).
Entre as classes de produtos naturais que dependem diretamente da via dos fenilpropanoides
incluem os monolignoéis (&lcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico), mondmeros que sao
utilizados na biossintese das ligninas (CHOI et al., 2023), cumarinas (ZOU et al., 2024),
derivados do acido benzoico (PENG et al., 2021) e outros polifen6is complexos, como as
chalconas, flavonoides e auronas (LIU et al., 2021; NAKAYAMA, 2022), estilbenos (TEKA
et al., 2022) entre outros (Figura 4). As plantas, em situagdes de estresses bidticos ou abidticos,
sdo submetidas a diversos disturbios associados ao estresse oxidativo intracelular, onde a
concentracdo de radicais livres causa danos irreversiveis a estrutura das células e seus
componentes (XIE et al., 2019) e, derivados de ACs, como outros componentes polifenolicos,
capturam o excesso de radicais livres gerados, protegendo as células dos efeitos maléficos

causados pelo desequilibrio (MEI et al., 2020).
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Figura 4. Classes de substancias fendlicas que sdo biossintetizadas a partir dos ACs — derivados do
acido benzdico (acido salicilico, 7); alcoois (alcool coniferilico, 8); chalconas (isoliquiritigenina, 9);
flavonoides (apigenina, 10); auronas (aureusidina, 11); cumarinas (escopoletina, 12); estilbenos

(resveratrol, 13).

A diversificagdo do metabolismo especial esta relacionada com a capacidade de adaptacao
dos organismos vegetais frente a situagdes de estresse, uma vez que sao organismos sésseis €
retiram seus recursos do ambiente local (DONG e LIU, 2021). A unidade Cs que esta presente

no intermediario 4-cumaroil-CoA (Figura 2), sofre reacdes de hidroxilagdes e metoxilagdes



nas primeiras etapas do processo, que futuramente podem ser transformadas em grupos
diferentes, a partir de reagdes de acilagdo ou prenilagao (QUIDEAU et al., 2011; DONG e LIN,
2021; AN etal., 2023), enquanto as transformagdes na cadeia lateral C3 do acido a,B-insaturado,
se concentram formacao de diferentes ésteres e amidas. A Figura S apresenta um esquema com

algumas das transformagdes quimicas que ocorrem como modificagdes na estrutura

fundamental dos ACs.

Esteres derivados de ACs

Isdmeros do acido 4-hidroxicindmico (2)
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Figura 5. Estruturas de derivados de ACs naturais: isdbmeros do acido p-cumarico, acido 3-

hidroxicinamico (14), acido 2-hidroxicinamico (15); acidos cindmicos C e O-isoprenilados, artepilina
C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico, 16), acido 4-O-farnesilcindmico (17); ésteres alifaticos,
aromaticos e isoprenilados, cinamato de metila (18), cafeato de fenetila (19) e cafeato de prenila (20);
aldeidos, cinamaldeido (21); amidas alifaticas e aromaticas, N-cafeoilputrescina (22), N-

feruloiltiramina (23).
Esteres de ACs sdo os derivados naturais mais abundantes. A acilagio de biomoléculas com

ACs para a formagdo de ésteres ¢ uma das vias mais comuns € importantes no funcionamento



do metabolismo vegetal, e, dessa forma, muitos derivados de ACs sdao encontrados naturalmente
na forma de conjugados com outras biomoléculas através de ésteres, em especial acidos quinico
e tartarico (SOVA e SASO, 2020), ou ligados a glicosideos (TTAN et al., 2016), que sdo formas
comuns de ésteres cinamicos. Essa transformacgao ¢ muito favoravel para o metabolismo porque
altera caracteristicas fisico-quimicas dos derivados, como solubilidade e polaridade, facilitando
seu acumulo, transporte e estabilizacdo no meio vegetal (BONTPART et al., 2015; TIAN et al.,
2016). A partir dessa estratégia, o metabolismo vegetal se encarrega de diminuir a toxicidade
de alguns metabolitos gerados, acumulando-os de forma mais viavel até serem desviados para
seus respectivos processos metabolicos, quando necessario (BASSARD et al., 2010). A Figura
6 apresenta as estruturas de alguns ésteres derivados de ACs que sdo encontrados com maior

frequéncia e abundancia em diferentes espécies vegetais (SOVA e SASO, 2020).
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Figura 6. Estruturas de alguns dos principais ésteres de ACs que s@o amplamente distribuidos entre as
espécies do reino vegetal — acido clorogénico (24), acido 3,5-dicafeoilquinico (25), acido

sinapilmalico (26), acido cafeoil tartarico (27), acido rosmarinico (28).

Muitas importancias biologicas e ecoldgicas sdo atribuidas a presenca dos ACs e derivados
nas plantas. A diversificacao do seu metabolismo especial faz parte de um processo evolutivo
associado com a capacidade de adaptacdo, como resposta as condi¢des extremas de exposi¢ao
a luz solar e a presenga de oxigénio na atmosfera (WENG e CHAPPLE, 2010). O metabolismo
dos fenilpropanoides produz diversas substancias capazes de absorver radia¢do no intervalo do
UV-B (280 — 320 nm), regido de absor¢ao de diversos derivados que apresentam na estrutura o
sistema cinamico, protegendo o organismo vegetal dos danos causados (WENG e CHAPPLE,
2010). Henry-Kirk e colaboradores (2018) avaliaram a influéncia do excesso de radiagdao UV-

B no metabolismo de Malus x domestica (macieira), verificando um aumento expressivo nos



teores de antocianinas, metabolitos que derivam da via dos fenilpropanoides, conhecidas pela
capacidade de capturar radicais livres e pelo seu potencial fotoprotetor.

A capacidade antioxidante ¢ uma caracteristica conhecida sobre as substancias polifendlicas
e diversos fatores, além da exposicao a radiacao solar, podem desencadear um desequilibrio na
concentragdo de espécies reativas, como a presenca de metais pesados no solo (MICHALAK,
2006; CHEN et al., 2020), caréncia de agua e outros nutrientes essenciais (BACELAR et al.,
2006), salinidade (GARCIA-CAPARROS et al., 2019) e pH do solo (SHI et al., 2006), e
temperatura (SZYMANSKA et al., 2017). A Figura 7 apresenta o esquema reacional que
explica o efeito antioxidante do acido cafeico (3); o radical gerado por este acido fendlico ¢é
estabilizado por ressonancia, o que o torna menos reativo (ZEB, 2020). A capacidade do grupo
catecol, presente no acido cafeico, em estabilizar os radicais também esta relacionada com a
possibilidade de ligacdo de hidrogénio intramolecular (RAZZAGHI-ASL et al., 2013). A
captura dos radicais livres gerados pelo metabolismo ¢ o principal mecanismo antioxidante dos
polifenois, mas a capacidade de quelar metais toxicos também ¢ destacada na literatura como
um dos possiveis mecanismos que promovem o efeito protetor contra o estresse oxidativo

(CHEN et al., 2020).
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Figura 7. Estruturas de ressonancia que explicam a estabilizac@o do radical gerado a partir da reagao

entre o acido cafeico (3) e espécies reativas de oxigénio (adaptado de Zeb, 2020).

A biossintese de flavonoides ¢ modulada pelas mesmas condi¢des em que pode se observar
a inativagdo de enzimas antioxidantes, sugerindo que essa classe de metabdlitos pode agir como
um mecanismo adicional na prote¢do contra o estresse oxidativo (AGATI et al., 2013). De
acordo com Sharma e seus colaboradores (2020), em um estudo com raizes de Cicer arietinum
(grao-de-bico), foi demonstrado um aumento significativo nos teores de acido clorogénico (24)

como resposta a diferentes situagdes de estresses abiodticos. De acordo com Pardo-Torre e



colaboradores (2013) o acimulo deste derivado em vacuolos e apoplastos auxilia enzimas que
sdo responsaveis pela captura de radicais livres no ambiente intracelular. Em um estudo
desenvolvido por Martinez e seus colaboradores (2016) foi demonstrado que o acimulo de
flavonois nas folhas de Solanum lycopersicon (tomateiro) € estimulado através do aumento da
temperatura, e que a biossintese de derivados de ACs (em especiais ésteres derivados do acido
clorogénico) foi preferencialmente acentuada em condi¢des de elevada salinidade do solo; a
combinagdo desses dois tipos de estresses abioticos resultou no acumulo de ambas as classes
de metabolitos, o que destaca o papel fundamental desses metabolitos para a protecao do
metabolismo (MARTINEZ et al., 2016).

AC:s livres e seus ésteres sao substratos utilizados na sintese de ligninas e outros polimeros
utilizados na construcdo da parede celular para maior resisténcia e rigidez nas estruturas
vegetais (CHOI et al.,2023). O acoplamento dos monolignoéis ¢ mediado por diversas enzimas,
e esse “ganho” em rigidez aumenta a resisténcia fisica contra diferentes estresses, incluindo de
natureza biologica (WENG e CHAPPLE, 2010). Além do suporte fisico, ligninas também sao
essenciais para o transporte de agua e nutrientes para as plantas (ZHAO, 2016), um processo
evolutivo que culminou na adaptacdo de plantas para regides terrestres, hd aproximadamente
600 milhdes de anos, consolidando este metabolismo como um processo indispensavel no
desenvolvimento da vida (WENG e CHAPPLE, 2010; DONG e LIU, 2021; CHOI et al., 2023).
Estudos recentes indicam que sob influéncia da seca, a producao total de ligninas sofre um
expressivo aumento em algumas espécies (GU et al., 2020; SHARMA et al., 2020; LIU et al.,
2022). ACs e seus derivados também tem grande influéncia sobre estresses de natureza biotica,
protegendo o organismo vegetal contra ameacas de natureza microbiana ou ainda contra
herbivoros, ou na comunica¢do com o ambiente (JHA e MOHAMED, 2022).

A partir da década de 1990, uma grande quantidade de estudos epidemiologicos comegou
a sugerir que o consumo de alimentos ricos em substancias fendlicas teria um impacto positivo
sobre a diferentes aspectos da saide humana, levando a diferentes descobertas no potencial
farmacologico dessa classe de substancias, incluindo os acidos fenodlicos como os derivados de
ACs (VISIOLI et al., 2011; COMAN e VODNAR, 2020; SOVA ¢ SASO, 2020). Os derivados
de ACs estdo presentes em uma grande variedade de alimentos essenciais para a dieta humana,
como frutas (DENARDIN et al., 2015; HE et al., 2011; BARROS etal., 2017) e verduras (GAO
et al., 2017; RASHMI e NEGI, 2020), graos e cereais (RAGAEE et al., 2014; BOZ, 2015;
STUPER-SZABLEWSKA e PERKOWSKI, 2019), ervas e especiarias (FENG et al., 2020;
MALARZ et al., 2023; SUN e SHAHRAJABIAN, 2023), e bebidas populares, como o vinho
(PITTARI et al., 2021; NEMZER et al., 2021) e bebidas a base de café (ALVES et al., 2010;
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MULLEN et al., 2013; GOBBI et al., 2023). Estima-se que 75% dos teores totais de ACs
presente nas frutas é representado pelos acidos p-cumarico (2) e cafeico (3), nas formas livres
ou conjugados através de ésteres ou amidas (FRACASSETTI et al., 2011; MEINHART et al.,
2019), e seus derivados metoxilados, como os acidos feralico (4) e sindpico (5), estdo presentes
em concentragdes elevadas em cereais e graos (DYKES, 2007; STUPER-SZABLEWSKA e
PERKOWSKI, 2019; RASHMI e NEGI, 2020; TIAN et al., 2021).

Entre os derivados que sdo mais abundantes, o 4acido cafeico (3) se destaca e ¢ encontrado,
principalmente, na forma de éster como o acido clorogénico (13) e seus isomeros, € o acido
rosmarinico (17), seus derivados mais comuns (CIZMAROVA et al., 2020). Um exemplo de
produto natural com alto valor bioldgico rico em uma grande diversidade de ACs € a propolis
elaborada pelas abelhas meliferas (Apis mellifera L.) a partir de resinas vegetais, com registros
histéricos de diferentes civilizagdes que destacaram seu elevado potencial terapéutico através
de diversas aplicag¢des no tratamento de doengas e como alimento funcional (DE ALMEIDA-

JUNIOR et al., 2023). As estruturas de alguns desses derivados estdo presentes na Figura 8.
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Figura 8. Estruturas de derivados cinamicos presentes em diferentes tipos de prépolis ao redor do
mundo: acido p-metoxicinamico (29), cafeato de metila (30), cafeato de benzila (31), cafeato de
cinamila (32), isdmeros do cafeato de prenila (33 e 34), drupanina (35), bacarina (36), acido 3,4-

diidroxi-5-prenilcafeico (37).

ACs livres e seus ésteres simples, como o acido 4-metoxicinamico (29) e o éster cafeato de
etila (30), estdo presentes em muitos tipos de propolis diferentes, e ndo sdo marcadoras da

origem vegetal das amostras onde sdo identificadas (OKINCZYC et al., 2021; HOSSAIN et al.,
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2022). Entretanto, ésteres aromaticos como o CAPE (19) ou ésteres prenilados como o cafeato
de prenila (20) sdo comuns nas propolis de clima temperado, assim como os derivados 31 — 34
que estdo ilustrados na Figura 8 (FALCAO et al., 2010; PICCINELLI et al., 2013). J4 acidos
e ésteres C-prenilados no anel aromatico estao presentes na propolis verde produzida na regido
sudeste do Brasil, como a artepillina C (16), seu principal componente e biomarcador, e outros
derivados como os expostos na Figura 8 (35 — 37), além de outros derivados fenolicos (NEGRI
et al., 2003; TANI et al., 2019; COSTA et al., 2020). A propolis € um produto natural rico em
ACs muito diferentes entre si, € por conta do vasto espectro de propriedades bioldgicas que
apresenta, torna-se uma excelente fonte de substincias bioativas para a pesquisa e o
desenvolvimento de firmacos, e em muitos trabalhos na literatura a propolis de diferentes
regides ¢ destacada por apresentar beneficios a saude, podendo assim ser considerada uma fonte
importante de substancias naturais bioativas, que podem ser utilizadas no design de farmacos

(SFORCIN, 2016; ZABAIOU et al., 2017, BRAAKHUIS, 2019).

2.2. Panorama Geral dos Acidos Cinamicos no Desenvolvimento de Farmacos

Os seres humanos sempre fizeram uso de produtos naturais como alternativa no tratamento
das mais diversas doencas, com registros historicos presentes em diferentes civilizagdes ha pelo
menos 60.000 anos (CHOPRA e DHINGRA, 2021). O interesse na complexidade quimica que
¢ fornecida através da natureza continua a crescer a medida que novos arcaboucos moleculares

sdo descobertos através de produtos naturais (Figura 9).
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Figura 9. Estruturas de farmacos tradicionais que sdo derivados de produtos naturais: a aspirina (anti-
inflamatoério inibidor ndo seletivo de ciclooxigenases, 38); a morfina (analgésico opioide, 39); a

quinina (antimalarico, 40).

Atualmente, cerca de um ter¢o dos farmacos que foram aprovados recentemente apresentam

algum componente que tem sua origem em produtos naturais, como um arcabougo molecular



ou ainda pela incorporagdo de farmacoforos que foram descobertos a partir de produtos naturais
ou até mesmo como fonte de inspiragdo para o desenvolvimento sintético (NEWMAN e
CRAGG, 2020; NEWMAN, 2022). Em uma pesquisa realizada com a base de dados Web of
Science ¢é possivel observar um aumento expressivo no numero de trabalhos sobre propriedades

bioldgicas contendo como uma das palavras-chave, o termo “cinnamic acids”, entre os anos de

1990 e 2024 (Figura 10).
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Figura 10. Numero de publicagdes entre os anos de 1990 e 2024 contendo o termo “cinnamic acids”
associado a diversas atividades farmacoldgicas: atividade antibacteriana (B), atividade antifungica (F),
atividade antiviral (V), atividade antiparasitaria (P), atividade anticancer (C), atividade anti-
inflamatoria (I) e atividade antioxidante (A), de acordo com os dados obtidos do Web of Science

(Fonte: o autor, 07/07/24).

De fato, produtos naturais sao uma fonte particularmente importante para a identificacdo de
novas estruturas com potencial atividade antimicrobiana (MELANDER et al., 2020). Dentro
desse contexto, os ACs e seus derivados representam um grupo privilegiado de substancias com
potencial para o desenvolvimento de novos fArmacos que atuam no tratamento dessas doengas
causadas por microrganismos (MINGOIA et al., 2022; LIU et al., 2024). E possivel perceber
que existe um aumento de interesse nas propriedades antioxidante e antimicrobiana dos ACs e
seus derivados, propriedades que estdo intimamente associadas com seu papel, enquanto parte
do metabolismo vegetal, protegendo o organismo de estresses fisicos e bioldgicos (MACOY et
al., 2015; BANOTHU e UMA, 2022; JHA ¢ MOHAMED, 2022). Por serem no geral mais

abundantes e de estruturas mais simples, os dados sobre a atividade antimicrobiana de alguns
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ACs originados como os primeiros metabolitos na via dos fenilpropanoides (Figura 1) sdo mais
discutidos na literatura, e alguns desses dados de atividade biologica estdo destacados na

Tabela 1.

Tabela 1. Atividade bioldgica dos principais ACs (1 — 5) contra bactérias e

fungos de importancia clinica.

Bactérias 1 2 3 4 S
Aeromonas hydrophila 2,0¢
Bacillus nealsonii >2,5%
Bacillus subtilis 20,04 64"
Cronobacter sakazakii 2,5°
Escherichia coli >2,5% 512f
Lactobacillus plantarum >2,5%
Mycobacterium smegmatis 1254
Mycobacterium tuberculosis 300 31,3h 256k 2509
Pseudomonas fluorescens 2,5 512
Schizosacharomyces octosporus 1000¢
Salmonella typhimutium 20,04 256"
Staphylococcus aureus >25% 20,00 256™
Streptococcus iniae >2,5%

Fungos 1 2 3 4 S

Aspergillus flavus 250t >250t >250t 31,25
Aspergillus niger 1254 >250t >250* 65,50"
Aspergillus terreus 250t >250t >250t >250t
Candida albicans 0,8¢ 2561 40™ 10008
Candida galabrata 20"
Candida tropicalis 109,121
Cryptococcus neoformans 12,2F 12,2f
Fusarium graminearum 20p
Fusarium oxyporum 10,08
Sclerotinia scleriturum 15,84"

Unidades: »¢ mg.mL!; »>&d i KLmno,qrstu o m] 1. HemM; P uM;

Referéncias: * Yilmaz et al., 2018; P Chen et al., 2011; ¢ Kannan et al., 2024;
4T ou et al., 2012; ¢ Alishahi et al., 2022; f Oliveira et al., 2020; & Shull et al.,
2020; " Chinsembu, 2016; i De Vita et al., 2014; J Lima et al., 2006; ¥ Dey et
al., 2015; ! Lan et al., 2023; ™ Kepa et al., 2018; ™ Canturk, 2018; ° Shi et al.,
2016; P Yan et al., 2023; 4 Lu et al., 2021; ¥ Lee et al., 2014; $ Vandal et al.,
2015; * Bisogno et al., 2007; * Wang et al., 2019.

Muitos produtos de origem naturais que apresentam em sua estrutura um derivado de ACs
sdo cobigados acerca de suas possiveis aplicagdes na area da farmacologia. Esteres de ACs sdo

os seus derivados mais abundantes na natureza, ¢ muitos metabolitos de interesse biologico



apresentam essa fun¢do organica como /ink entre as duas subunidades da estrutura molecular.
Das flores de Goniothalamus laoticus (Annonaceae), uma espécie nativa do sudeste da Asia, ¢
possivel se isolar a howiinina A (41), um derivado com atividade contra o Mycobacterium
tuberculosis (H37Ra) cujo CIM apresenta o valor de 6,25 mg.mL! tendo como firmaco de
referéncia isoniazida (42), com CIM a 0,02 mg.mL"! (LEKPHROM et al., 2009). No trabalho
de Deng e colaboradores (2017) um derivado inédito do acido p-cumarico (2) foi isolado dos
fungos endofiticos do género Pyronema sp. (2-{[(E)-2-(4-formiloxi)fenil]etinil } -4-metil-3-
oxopentanoato de metila, 43), que demonstrou Clso de 64 uM em M. marinum, responsavel por

causar infecgdes de pele.

Figura 11. Estruturas de derivados naturais com atividade contra M. tuberculosis e que contém
em suas estruturas um sistema cindmico: howiinina A (41), (2-{[(E)-2-(4-formiloxi)fenil]etinil }-4-
metil-3-oxopentanoato de metila, 43), o éster do acido galico-epigalocatequina (44), a curcumina (45)
e a4,2’,4’,6’-tetrahidroxi-3’-prenil-3-geranildiidrochalcona (46). 42 apresenta a estrutura do farmaco

isoniazida.

A eficacia de derivados de ACs e outros polifendis que apresentam a subunidade cinamoil
em suas estruturas ¢ amplamente relatada na literatura (RUWIZHI e ADERIBIGBE, 2020). Os
mecanismos de a¢ao envolvem diversos alvos moleculares, tais como a sintese de DNA e RNA
ou outros processos metabodlicos, tais como o polifenol hibrido catequina-acido benzdico 44 ¢

a curcumina 45 (CAZZANIGA et al., 2021); o cinamaldeido (21) demonstrou atividade frente
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as cepas H37Ra e ATCC 25177 de M. tuberculosis (CIM = 8 ng.mL™') de acordo com o estudo
de Sawicki e colaboradores (2018), que sugeriram a interferéncia na integridade da membrana
das células como um provavel mecanismo de agdo para esse derivado cindmico. Mascarello e
seus colaboradores (2013) investigaram a atividade anti M. tuberculosis a partir de uma livraria
com diferentes produtos naturais, destacando a diidroxichalcona 46, por conta da CIM (13,4
uM) e da capacidade de interferir na atividade de enzimas envolvidas em mecanismos de escape
do sistema imunologico.

Alguns estudos conduzidos in vitro demonstraram que a associagdo entre alguns farmacos
utilizados para tratar infecg¢des, e diversos derivados ACs, apresenta um efeito farmacoldgico
melhor do que ambos os componentes separados, incluindo cepas multirresistentes (KEPA et
al.,2018; EKAMBARAM et al., 2016; SLOBODNIKOVA et al., 2013; IBITOYE e AJIBOYE
et al., 2019). Uma grande demanda por novos farmacos no tratamento de doengas infecciosas,
que sejam mais eficientes e menos toxicos, ¢ mais motivada pela ocorréncia de cepas
multirresistentes, problema que tem grande correlagdo com o uso indiscriminado dos farmacos
para o tratamento dessas doencas (ELMAIDOMY et al., 2022; KAUSHIK, 2024). Os
microrganismos podem causar infec¢des simples ou doengas mais severas, que afetam milhdes
de pessoas globalmente. Os mecanismos envolvidos na aquisi¢ao de resisténcia aos farmacos
amplamente utilizado para tratar tais infecgdes, sdo complexos e promovem consequéncias cada
vez mais dificeis de administrar, o leva as falhas na resposta ao tratamento de muitas doengas
(HANDRICKSON et al., 2019; KARAMAN et al., 2020; FISHER et al., 2022).

Uma das vantagens sobre os estudos com ACs e seus derivados estd no aspecto multialvo
que ¢ associado a sua estrutura; a literatura relata que, além das propriedades antimicrobianas,
0s ACs podem auxiliar no controle de aspectos secundarios relacionados ao processo de
infec¢do, como inflamagdo e controle sobre o estresse oxidativo (SORCI e FAIVRE, 2009;
NOVAES et al., 2019). Diversas doencas sao capazes de desencadear processos inflamatorios,
e muitos deles estdo associados com um desbalanco na captura enddgena de radicais livres,
como no caso de doengas neurodegenerativas. ACs e seus derivados apresentam atividade anti-
inflamatoria e capacidade de capturar radicais livres (TEIXEIRA et al., 2013; GRYKO et al.,
2021; LANG et al., 2024), quelando metais (LAKEY-BEITIA et al., 2021) e regulando
mecanismos de defesa endégenos (MOSKAUG et al., 2005; RODRIGO e GIL-BACERRA
2014).

Doencgas neurodegenerativas sdo complexas por conta da natureza multifatorial, com
distarbios relacionados a inflamacdo cronica, problemas na distribui¢do e no acimulo de metais

e o estresse oxidativo intracelular sdo aspectos que podem ser potencialmente combatidos com
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base no potencial que ¢ observado para os derivados de ACs (BUENDIA et al., 2015; HUANG
etal., 2021; WANG et al., 2021; DRAKONTAEIDI e PONTIKI, 2024). A Figura 12 apresenta
as estruturas de derivados de ACs explorados com relacao ao seu potencial multialvo para tratar

doencgas neurodegenerativas.

(30)

Figura 12. Estruturas de derivados cinamicos estudados com relacao ao potencial multialvo para o
tratamento de doencas neurodegenerativas: (£)-6,7-dimetoxi-N-{2-[3-(4-metoxifenil)acrilamido]etil } -
2-naftamida (47); (R)-metil-3-fenil-2-[(R)-2-[(E)-3-(3.,4,5-
trimetoxifenil)acrilamido]propanamido]propanoato de metila (48); (£)-3-(2-acetamidoetil)-1H-indol-
6-il-3-[4-(trifluorometoxi)fenil Jacrilato (49); (E)-1-(3,4-diidroisoquinolin-2(1H)-il)-3-(tiofen-2-
il)prop-en-1-ona (50).

Os derivados de ACs livres apresentam um nitido potencial farmacolodgico, e o interesse em
estruturas mais complexas, € que apresentam derivados cinamicos como uma das subunidades
em ligacdo com outros arcabougos moleculares, se tornou uma forma de potencializar os efeitos
farmacologicos desses derivados (DENG et al., 2023), ou ainda visando a otimizacao estrutural
como forma de melhorar seus aspectos fisico-quimicos, farmacocinéticos e farmacodinamicos
(CHOPRA e DHINGRA, 2021). ACs acoplados a outros produtos naturais abundantes, como
o timol (581) eugenol (52), demonstraram melhores atividades de inibi¢do de Schistosoma
mansoni, quando comparado ao fairmaco anti-helmintico praziquantel (53), onde o mecanismo
estudado sugeriu uma forte interferéncia dos derivados na autofagia dos parasitos (GLASER et
al., 2015).

Li e colaboradores (2015) avaliaram a atividade anticancer de hibridos escopoletina-ACs e
a maior parte dos derivados demonstrou maior inibig¢do de crescimento das células tumorais em
compara¢do com as respectivas subunidades de origem; o derivado mais ativo da série (54) foi

capaz de interromper o ciclo celular na fase S e induzir a apoptose em células A549 (linhagem
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de cancer de pulmao), com Clso superior ao do farmaco de controle doxorubicina (Clso = 1,280
uM), além de apresentar atividade de inibi¢do contra o cancer de mama triplo-negativo (MDA-
MB-231) e cancer de coélon (HCT-116). Dong e colaboradores (2014) reportaram que ao
incorporar o derivado de acido cindmico no produto natural 1-O-acetilbritannilactona (55) foi
observada uma melhoria na sua atividade anticancer in vitro, em diferentes linhagens, e Clso na
faixa de 7,69 a 24,1 uM. Vega-Granados e colaboradores (2021) estudaram conjugados de ACs
com triterpenos, o derivado 56 demonstrou promover a apoptose das células de cancer de figado

em uma taxa de 76%. A Figura 13 apresenta as estruturas desses derivados.

w O - .
(51) (52) (53)

(26)
Figura 13. Estruturas dos hibridos do 4cido cindmico com o timol (57) e o eugenol (58); hibridos de
ACs com diferentes moléculas de origem natural que apresentam melhoria na atividade contra
diferentes linhagens de cancer: hibrido da escopoletina com o acido p-clorocinamico (54), p-

trifluormetanocinamato de 1-O-acetilbritannilactona (55), € o conjugado triterpeno p-hidroxicinamida

(36).

Apesar de serem muito estudados por conta das suas multiplas propriedades biologicas, os
ACs naturais apresentam limitagdes quanto a aplicacdo direta, enquanto farmacos, no
tratamento de doencas, principalmente, por conta dos aspectos relacionados com sua
disponibilidade no organismo, distribui¢do e labilidade quimica, uma vez que sdo estruturas

instaveis no ambiente fisioldgico, em especial quando sdo consumidos por meio dos alimentos

18



mais processados (SOVA, 2012; IFIE e MARSHALL, 2018). Isso explica porque o uso de ACs
e seus derivados atualmente se concentra no planejamento de hibridos com outras moléculas
bioativas, ou ainda na aplicacao de modificagdes estruturais simples, visando ndo s6 melhorar
seus aspectos farmacoldgicos, mas melhorar seus parametros fisico-quimicos, dessa forma

viabilizando seu uso como potenciais farmacos.

2.3. Importancia Farmacolégica das Amidas Cinamicas

As amidas cindmicas sdo encontradas naturalmente em uma grande diversidade de produtos
naturais, porém sua ocorréncia ¢ mais baixa em comparagao aos seus ésteres; suas funcdes sao
muitas, incluindo modulacao da reproducdo vegetal, ou ainda na biossintese de ligninas, usadas
como fonte de estoque para os monoligndis (BASSARD et al. 2010; WANG et al., 2020; ZEISS
et al., 2021). Amidas cindmicas sdo metabo6litos muito importantes durante o desenvolvimento
inicial de plantas. Estudos destacam o acimulo dessas amidas cinamicas em tecidos feridos de
plantas (BASSARD et al., 2010), promovendo a prote¢do contra possiveis ameacas de origem
antimicrobiana (CAMPOS et al., 2014), e na sinalizacdo do processo de desenvolvimento de
flores. O acimulo de amidas também tem impactos protetores contra organismos patogenos,
insetos e radiagdo UV (BASSARD et al., 2010; ROUMANI et al., 2023). Park e colaboradores
(2014) estudaram o perfil de amidas de ACs gerados a partir da exposi¢do a luz UV, e
constataram que muitas apresentavam elevado potencial antimicrobiano contra diferentes
bactérias e fungos que sdo patdgenos em culturas de arroz, refor¢ando o papel dessas
substancias na defesa contra estresses bidticos e abioticos.

A Figura 14 apresenta as estruturas de amidas cinamicas encontradas naturalmente em uma
grande diversidade de plantas. Fenolamidas sdo ACs conjugados com diferentes tipos de aminas
e que ocorrem em uma grande variedade de plantas, entretanto, pouco se sabe sobre o potencial
benéfico para a saide humana (WANG et al., 2020). Recentemente, os trabalhos na literatura
destacam elevado potencial antioxidante (AL-TAWEEL et al., 2012; BOZ, 2015; GAO et al.,
2015), anti-inflamatorio (HAN et al., 2010; KIM et al., 2012; WANG et al., 2017; HU et al.,
2020; YEO et al., 2019; ROUMANI et al., 2023), antimicrobiano (FIALOVA et al., 2021),
antiproliferativo (GUO et al., 2010; TURRINI et al., 2019), e neuroprotetor (GAO et al., 2021),
semelhantes aos dos ésteres de ACs.

Amidas compdem um grupo funcional que desempenha um papel critico na composicao de
uma grande variedade de biomoléculas ativas, como peptideos e proteinas. Amidas apresentam

a habilidade de formar dois tipos de ligagao de hidrogénio: a carboxila, que, como nos acidos e



ésteres, funciona como funcao aceptora de liga¢ao de hidrogénio, e uma ligagdo N-H, que ¢ um
bom grupo doador de ligacdo de hidrogénio (JOHANSSON et al., 1974). J4 o par de elétrons
nao ligantes no atomo de nitrogénio ndo funciona como aceptor de ligagdo de hidrogénio por
conta do efeito retirador por ressonancia envolvida com a carboxila conjugada (KUMARI et

al., 2020).
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Figura 14. Estruturas de fenolamidas comuns em diversas espécies de plantas. N-cumaroilagmatina
(57), N-cafeoilputrescina (58), N-feruloiltiramina (59), N-feruloilserotonina (60), N, N, N-tri-p-
cumaroilespermidina (61), acido N-p-cumaroil-antranilico (62), acido N-cafeoil-4-hidroxiantranilico

(63), acido N-feruloil-4-hidroxiantranilico (64).

Produtos naturais sdo consumidos in natura através de uma vasta diversidade de alimentos
muito presentes na dieta humana por conta do efeito nutricional, e também pelo seu valor
terapéutico. Dentro desse contexto seus componentes sdo susceptiveis ao metabolismo de
primeira passagem, que corresponde a uma complexa cascata de transformagdes quimicas
realizadas apos o consumo via oral, que se encarrega de controlar a concentragdo dos
metabolitos ingeridos, defendendo o organismo contra constituintes toxicos (OLIVAS-
AGUUIRRE et al., 2020). Dessa forma, para exercer o efeito farmacoldgico, os constituintes
naturais precisam chegar a circulagdo sistémica intactos e em concentragdes apreciaveis.

Na Figura 15 se encontra um esquema simplificado do metabolismo do &cido clorogénico
(24), incluindo as principais etapas de transformagdes observadas em derivados de ACs no

plasma e na urina de mamiferos apos seu consumo via oral (KUMAR e GOEL, 2019; SASO,
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2020). Di Pede e colaboradores (2024) constataram, através de um levantamento feito a partir
de artigos cientificos na literatura, mais de 100 metabdlitos de ACs diferentes no plasma
sanguineo e na urina, sendo detectadveis poucas horas apds seu consumo a partir de diferentes
matrizes naturais. Diversas variagcdes no metabolismo podem ocorrer afetando a distribuigao
das substancias e o perfil de metabolitos que ¢ gerado por cada individuo (IVERSEN et al.,

2022).

Figura 15. Esquema simplificado para o metabolismo do acido clorogénico apés ingestdo via oral, e
as principais transformagdes envolvidas durante o processo (adaptado de KUMAR e GOEL,

2019).

A estrutura dos ACs ¢ um fator determinante no metabolismo dessas substancias desde a
eficiéncia na absor¢do, até a facilidade do transporte na circulagdo sistémica, seu metabolismo
e toxicidade (LAFAY etal., 2008; ZHAO et al., 2010). Enquanto os ésteres apresentam elevada
labilidade por conta das reacdes de hidrolise, hidroxilas fendlicas sdo também pontos estruturais

muito sensiveis, em especial por conta das transformagdes enzimaticas na etapa de conjugagao,
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conforme ¢ apresentado no esquema da Figura 15. O problema associado a labilidade de ésteres
quanto ao metabolismo em muitos casos pode ser resolvido o substituindo pela sua respectiva
amida (GAJULA et al., 2021); enquanto as hidroxilas fenolicas, uma das ferramentas que tem
ganhado destaque nos ultimos anos ¢ a do acoplamento de uma unidade isoprenoide a hidroxila
fenolica ou ao carbono orto a sua posi¢ao, promovendo a prote¢do do grupo mais sensivel com
relacdo as reagdes de conjugacao do metabolismo (ROSA et al., 2014).

Dentro desse contexto, as amidas cindmicas se apresentam como uma vantagem, garantindo
uma maior estabilidade com relagcao a hidrélise metabolica, enquanto as hidroxilas fenolicas,
em muitos casos, sdo protegidas com a inser¢ao de um grupo prenila ou outros tipos de fungoes,
bloqueando um ponto importante para a metabolizagdo das substancias, garantindo uma maior
disponibilidade para promover seu efeito bioldgico. Atualmente, ao observar as estruturas de
alguns firmacos com acdo para diferentes alvos bioldgicos, aprovados para uso em distintos
paises, e que apresentam a estrutura geral dos ACs (Cs-C3), € possivel observar a auséncia de
hidroxilas fenoélicas, além do uso majoritario da fungdo amida em detrimento da fungdo éster,

que € mais comum e observada com frequéncia em produtos naturais (Figura 16).
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Figura 16. Farmacos aprovados que apresentam um sistema cindmico em sua estrutura: Ozagrel (65),

Cinanserina (66), Tranilast (67), Belinostat (68) e Panobinostat (69).
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O Ozagrel (65) ¢ um antiplaquetario que atua como potente inibidor da enzima tromboxano
A2 sintase e que foi introduzido no Japao em 1992, como alternativa para o tratamento do
acidente vascular cerebral (AVC) isquémico, atuando também na expansdo dos vasos
sanguineos, inibindo os espasmos dentro do cérebro, efeito que contribui para a eficiéncia no
tratamento de AVC em combina¢do com o mecanismo que envolve a inibigdo do acimulo de
plaquetas (ZHANG et al., 2012).

A Cinanserina (66) ¢ um antagonista seletivo dos receptores 5-HT2a € 5-HT2c que foi

descoberto na década de 1960, e foi utilizado no tratamento de diversas desordens neuroldgicas
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nos anos 1970 (PAUL et al., 2021). Posteriormente foi verificado que o faArmaco apresenta a
capacidade de inibir a replicacdo do virus SARS-CoV através da inibi¢cdo de proteases, o que
motivou o desenvolvimento de diversos analogos visando a atividade antiviral (CHEN et al.,
2005; CHIOW et al., 2016; MOSAFFA et al., 2021).

O Tranilast (67) ¢ um derivado sintético do acido antranilico, cuja estrutura ¢ muito
semelhante aos derivados naturalmente encontrados em diversas fontes vegetais mencionadas
anteriormente (BASSARD et al. 2010; WANG et al., 2020; ZEISS et al., 2021). Este farmaco
foi desenvolvido no Japao, e estd em uso para o tratamento de asma e bronquite desde o ano de
1982, atua através da inibi¢do de citocinas e outros mediadores enddgenos de natureza pro-
inflamatoria (DARAKHSHAN e POUR, 2015). Recentemente, o farmaco também se mostrou
promissor no tratamento de alguns tipos de céancer pela inibi¢do da divisdo e proliferagdo
seletiva de células tumorais, associado ao bloqueio dos processos que sao responsaveis por
desencadear a metastase (OSMAN et al., 2021).

Ja o Belinostat (68) ¢ um farmaco com atividade anticancer aprovado para uso nos EUA
desde 2014. Seu uso ¢ para o tratamento de tumores solidos ou malignidades hematoldgicas
pela inibicdo de enzimas da familia de histonas deacetilases (HDAC), principalmente em
pacientes de linfomas periféricos de células-T (McDERMOTT e JIMENO, 2014; LEE et al.,
2015). De forma semelhante, o Panobinostat (69) ¢ usado como anticancer para tratar diversos
tipos de mielomas através da inibicdo das HDACs (REVILL et al., 2007); tais enzimas
catalisam a acetilagdo de aproximadamente 1.750 proteinas envolvidas nos mais diversos
processos bioquimicos, como replicacdo de DNA, e a super expressdo dessas enzimas foi
observada em diversos mielomas (LAUBACH et al., 2015). Esse farmaco, aprovado nos EUA
e na Europa desde 2015, segue como o Unico tratamento para uso em pacientes acometidos com
mieloma multiplo (ELEUTHERAKIS-PAPAIAKOVOU et al., 2020).

Existe um extenso escopo de estruturas para serem explorados acerca das amidas derivadas
de ACs, que possam atuar como potenciais farmacos, sendo uma das fungdes escolhidas para
modificagdo estrutural de diferentes acidos carboxilicos. Dentro desse contexto, muitas
estratégias de sintese podem ser aplicadas na modificacdo estrutural do sistema cindmico para
otimizacdo da atividade biologica e dos parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos. Os
ACs, estruturas privilegiadas para o desenvolvimento de farmacos, apresentam uma grande
versatilidade sintética, o que por sua vez permite ampliar seu escopo estrutural fazendo uso de
metodologias simples e acessiveis de modifica¢des estruturais. Isto pode ser evidenciado
através dos relatos da literatura e patentes depositadas que abordam o potencial biologico das

amidas cinamicas (GAIKWAD et al., 2019).
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2.4. Modifica¢des Estruturais em ACs

2.4.1. Sintese de Amidas

A simplicidade estrutural do arcabouco molecular dos ACs apresenta diferentes vantagens
do ponto de vista sintético, que visa explorar tanto a reatividade da cadeia lateral C3 do acido
carboxilico a,B-insaturado, quanto do sistema aromatico Cs, a partir da insercdo de outros
grupos funcionais, como halogénios, ou ainda a partir da modificagdo de hidroxilas fendlicas
(CHEN et al., 2020). O esquema ilustrado na Figura 17 descreve os principais pontos reativos
no esqueleto dos ACs, assim como algumas reacdes que sdo favoraveis de se realizar a partir
desses pontos. Modificagdes estruturais simples podem ser aplicadas de maneira eficiente para

ampliar a quimioteca com componentes de potencial atividade bioldgica.

Figura 17. Esquema ilustrando os principais pontos reativos presentes em ACs e seus derivados

(adaptado de CHEN et al., 2020).

A aminolise de 4cidos carboxilicos pode ser conduzida a partir de uma grande variedade de
protocolos, como o uso comum de cloretos de acila, anidridos ou ésteres reativos; essas reagdes
seguem o mecanismo de substituicdo nucleofilica acilica, onde a ativagdo do acido carboxilico
¢ realizada para o favorecimento do ataque do nucledfilo desejado (MASSOLO et al., 2020).
Uma ligagdo C-O que pode ser encontrada em diferentes fungdes, como alcoois, éteres e outros
derivados além de acidos carboxilicos — ¢ uma ligagao relativamente estavel, o que, por sua
vez, eleva a barreira energética necessaria para a substituicdo mediada por nucleofilos, e amidas
ndo sdo diretamente formadas porque a aminolise de um acido carboxilico requer uma grande

quantia de energia para superar a formagao do sal de amonio, cuja formacao ¢ mais favoravel
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de um ponto de vista cinético (CHARVILLE et al., 2010).

Um dos métodos mais aplicados para contornar esse problema consiste em transformar o
acido carboxilico no cloreto de acila correspondente, geralmente, via cloretos de tionila/oxalila,
que aumentam a reatividade do carbono carboxilico através do efeito indutivo promovido, tanto
pelo nucleo de oxigénio quanto pelo haleto (Figura 18), fazendo com que o centro eletrofilico
(carbono acila) torne-se ativado, e assim mais susceptivel ao ataque nucleofilico das aminas

para promover aminolise.
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Figura 18. Diferentes condigdes para aminolise de acidos carboxilicos: A — (i) mecanismo de reacao
acido-base que ¢ cineticamente favorecido e impede a aminolise direta de acidos carboxilicos; (ii)
condi¢des reportadas por Lundberg e colaboradores (2014) para a aminélise direta: 110 °C e 22 horas
de reagdo. B — Protocolo classico para o preparo de amidas via formacao in situ de um intermediario

cloreto de acila, mais reativo.

Os valores de pK, (constante de dissociagdo de um 4cido) para o acido carboxilico de ACs
varia de 4,11 — 4,56, enquanto as hidroxilas fenolicas apresentam pK, mais elevado, numa faixa
de 8,32-9,21 (SHANG et al., 2015) indicando que os protons fenolicos sao menos susceptiveis

a abstragdo por uma base. Benvidi e colaboradores (2019) relataram diferencas minimas para
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os valores de pKa entre os isomeros o-hidroxicindmico (4,11), m-hidroxicinamico (4,49) e o p-
hidroxicinamico (4,70), inviabilizando o processo de aminélise direta. E preciso ressaltar que
este protocolo apresenta diversas limitagdes, especialmente por ser uma reagdo muito
exotérmica e com forte liberagdo de HCI como subproduto; que além de acidificar o meio
reacional tornando o produto sensivel a reagdes paralelas, apresenta riscos a satude se ¢ inalado
ou manipulado de forma inadequada (ACOSTA-GUZMAN et al., 2023). As limitacdes desse
protocolo de sintese levaram ao planejamento de novas estratégias, mais versateis quanto ao
escopo de aplicacao, e limpas com relagdo aos seus riscos.

Os reagentes de acoplamento sdo atualmente muito utilizados para a sintese de amidas, em
especial na sintese de novos peptideos, que precisam de condi¢des sintéticas mais brandas
(JARADAT, 2018; TRODOVIC e PERRIN, 2020). As estruturas de alguns reagentes comuns

no acoplamento de aminas estdo ilustradas na Figura 19.
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Figura 19. Diferentes reagentes utilizados para promover a aminolise de acidos carboxilicos descritos
na literatura: diciclohexilcarbodiimida (DCC, 70), diisopropilcarbodiimida (DIC, 71); o 1-hidroxi-1H-
benzotriazol (HOB, 72); o sal de fosfonio BOP (73) ¢ o sal de urdénio HATU (74).

Os primeiros reagentes de acoplamento disponiveis foram as carbodiimidas, como o DCC
(70, diciclohexilcarbodiimida), em uso desde a década de 1950, com interesse para a sintese de
peptideos (SHEEHAN e HESS, 1955). Depois, o uso do reagente 1-hidréxi-1H-benzotriazol
(HOBE, 72) foi descrito na literatura como um aditivo utilizado na sintese via carbodiimidas,
como o DCC, aumentando o rendimento dos produtos em comparagao ao procedimento sem a
adicao do reagente HOBt, desencadeando o desenvolvimento de toda uma série de novos
agentes de acoplamento (VALEUR e BRADLEY, 2009). Os reagentes com base no HOBt sdao

amplamente utilizados ha décadas, e de forma semelhante ao DCC, seu mecanismo ¢ baseado
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na ativagdo do acido carboxilico. Os sais de uronio, como o HATU (74) e os sais de fosfonio,
como os derivados do BOP (73), sdo exemplos comuns de agentes de acoplamento usados em
protocolos de sintese de amidas atualmente (MONTALBETTI e FALQUE et al., 2005). O

mecanismo que explica a formacao de amidas utilizando sais de fosfonio/urdonio esta ilustrado

na Figura 20.
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Figura 20. Mecanismo geral de reagao que explica a aminolise de acidos carboxilicos a partir do uso

do BOP (sal de fosfonio) como reagente de acoplamento (VALEUR e BRADLEY, 2009).

Atualmente, os agentes de acoplamento de amida representam parte consideravel de todos
os protocolos que estdo disponiveis na literatura, uma vez que abrangem um escopo maior de
possibilidades por conta das condi¢des reacionais menos agressivas; porém, € preciso ressaltar
que a liberagdo de produtos toxicos e danosos a saude humana também ¢é observada nessas
condi¢des, e outras estratégias mais limpas estdo sendo investigadas (VALEUR e BRADLEY,
2009). Com o crescente interesse na quimica de peptideos e seu potencial terapéutico, diversos
tipos de reagentes de acoplamento estdo sendo estudados para o acoplamento de aminas através
de protocolos mais convenientes, menos agressivos € menos onerosos (HOLLANDERS et al.,

2019). No mecanismo dessa reagdo, que ¢ conduzida em meio alcalino (geralmente com uma
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base nitrogenada, como trietilamina — TEA), o 4cido carboxilico ¢ desprotonado, e seu
respectivo carboxilato pode promover um ataque nucleofilico no nucleo reativo de fosforo, que
compoe o reagente BOP, e no ion iminio, no caso dos sais de uronio como HATU. A partir
desse ponto, o ion "OBt realiza uma substitui¢do no carbono acilico, gerando in situ, o éster
reativo do 4acido correspondente. O grupo abandonador HOBY, estabilizado por ressonancia,
favorece o ataque no centro eletrofilico, o tornando assim mais susceptivel a amindlise

(ALBERICIO et al., 2001; MONTALBETTI e FALQUE et al., 2005).

2.4.2. O-prenilagdo de Hidroxilas Fenolicas

A reagdo de prenilagdo € uma reagao quimica que envolve a transferéncia de uma unidade
isoprénica ao atomo de carbono (C-prenilagdo) ou aos heterodtomos oxigénio (O-prenilagio) e
nitrogénio (N-prenilacdo), representando uma das maiores formas de diversificacdo estrutural
presente na natureza, mas de ocorréncia relativamente restrita, no reino vegetal (YAZAKI et
al., 2009). Essas subunidades lipofilicas podem ser encontradas em cadeias do tipo Cs (grupos
prenilas), Cio (grupos geranila) e C;s (grupos farnesila) como os mais abundantes na natureza
(WINKELBLECH et al., 2015). Durante muito tempo, os metabolitos vegetais O-prenilados
eram encarados como precursores na biossintese dos C-prenilados, que sdo encontrados com
frequéncia superior. Entretanto, importancia bioldgica do grupo funcional O-prenilado € hoje
mais evidente, e chama a atencdo cientifica pela possibilidade de aplicagdes farmacoldgicas, e
que em muitos estudos demonstram atividades superiores as dos seus respectivos andlogos nao
prenilados (EPIFANO et al., 2007; GENOVESE et al., 2011).

A Figura 21 apresenta alguns produtos naturais contendo grupos isoprenoides e que
apresentam interesse na pesquisa cientifica sobre novos farmacos para o tratamento de
diferentes doengas (YAZAKI et al., 2009; LOZINSKI et al., 2017). Além dos derivados de ACs
como a artepillina C (16), outras classes de produtos naturais podem apresentar derivados
1soprenilados, o flavonoide morusina (75), que ¢ isolada das raizes de Morus alba (SHI et al.,
2021); estilbenos como a archidina-2 (76), presente em graos como o amendoim (BO et al.,
2023); o alcaloide triacanthina (77) isolada das folhas de Gleditsia triacanthos (KAMANNA e
KAMATH et al., 2024); a cumarina suberosina (78) que ¢ encontrada nas flores do género
Plumbago spp. (MALI et al., 1994); a xantona a-mangostina (79) isolada do pericarpo do
mangostdo (YATES e STOUT, 1958) e o pterocarpano psoralidina (80), que ¢ isolada de
Psoralea corylifolia (PAHARI e ROHR, 2009).

A prenilagdo de um sistema aromatico pode acomodar mudangas positivas em diversos
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aspectos farmacolégicos. Em células eucarioticas, a prenilacdo enzimatica ¢ um fendmeno que
participa da regulacdo de diferentes processos biologicos (GELB et al., 2006), proporcionando
diversos tipos de interagdes proteina-proteina ou para o ancoramento de substratos (KLOOG e
COX et al., 2004). Além disso, o aumento da lipofilicidade promovida pela adi¢ao dessas
cadeias, permite uma melhor capacidade de interagdo com diversas membranas celulares, o que
facilita a entrada dos componentes nas células (WANG et al., 2016). Atualmente, prenilagdes
tém ganhado mais atencdo como ferramenta sintética para otimizagao da atividade anticancer
(LOZINSKI et al., 2017), anti-inflamatoria (PAULINO et al., 2012; BREZANI et al., 2017),
atividade moduladora do metabolismo de actucar e lipidios (FIORITO et al., 2022), atividade
de protecao mitocondrial (EPIFANO et al., 2023).

Figura 21. Estruturas de diferentes produtos naturais com importancia farmacoldgica, que apresentam
em sua estrutura um grupo prenila: morusina (75), archidina-2 (76), tricanthina (77), suberosina (78),

a-mangostina (79) e psoralidina (80).

Por conta da sua importancia, uso da prenilagdo como ferramenta para estudar o potencial
biologico de ACs ¢ uma estratégia promissora para o planejamento de novas estruturas bioativas
e com diversas aplicagdes terapéuticas possiveis. De forma sintética, a prenilagao de sistemas
aromaticos ¢ conduzida a partir de uma reacao de substitui¢ao nucleofilica (Sn) classica, entre
o haleto de alquila correspondente e seu respectivo nucleofilo. De acordo com a literatura, um
haleto alilico primario (como no caso das prenilas) pode sofrer Sx por ambos os mecanismos
unimolecular (Sx1, pela formagao de um carbocation mais estabilizado) e bimolecular (Sn2, o

haleto primario favorece a aproximagao do nucleéfilo por conta do menor efeito estérico). Na
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Figura 22 se apresenta o mecanismo geral que explica a reagdo de O-prenila¢ao de hidroxilas

fenolicas, por via bimolecular e unimolecular (KORMOS e CRAMER, 2003).
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Figura 22. Mecanismo de reag@o que explica a O-prenilagdo de hidroxilas fenolicas pelos
mecanismos de Sx1 ou Sx2.

Na literatura, a maior parte dos protocolos de sintese conduzem a O-prenilagdo de hidroxilas
fenodlicas em condic¢des de Sn2, fazendo uso de algum solvente polar aprotico (no geral acetona
ou N,N-dimetilformamida) e bases ndo nucleofilica como carbonato anidro (K2CO3) ou hidreto
de sodio (NaH) com rendimentos satisfatorios (BRUYERE et al., 2011; GUZMAN et al., 2014).
Essa reagdo permite a diversificacdo de estruturas que contém grupos fenolicos de forma fécil,
acessivel e com 6tima reprodutibilidade, apesar de pouco seletiva em casos onde existe mais de

uma hidroxila fenolica disponivel para O-prenilagdo. Levando em considera¢ao a importancia
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bioldgica associada a adi¢do dessa cadeia lipofilica, essa estratégia pode ser usada para planejar

novos derivados potencialmente bioativos para diferentes alvos terapéuticos.

2.5. Panorama Geral dos Alvos Biologicos Estudados

2.5.1. Atividade Anti-inflamatoria

O organismo humano apresenta inimeras formas de autopreservagao e defesa contra riscos
e uma das linhas de proteg@o contra agentes nocivos, como microrganismos patogénicos, lesdes
fisicas e contato com toxinas, € o processo de inflamagao. A inflamagdo ¢ um conjunto bastante
complexo processos que agrupam diversos mecanismos bioquimicos, responsaveis por gerar a
resposta inicial de defesa do corpo, e tem seu inicio através de um evento indutor, que estimula
a resposta do organismo contra um evento potencialmente nocivo para a satide (GERMOLEC
et al., 2018). Quando o organismo estd ameagado por algum estimulo nocivo, uma série de
metabolitos sdo liberados para a modulag¢do de alguns aspectos fisioldgicos, como alteragdes
na vasculatura local, ou aumento da permeabilidade e do fluxo sanguineo, com objetivo de
conduzir proteinas, plasma e células especializadas até o local afetado (ASHLEY et al., 2012).
A liberagao desses metabolitos condiciona o organismo a uma resposta adequada e rapida aos
estimulos, e tal reagdo sist€émica caracteriza a fase aguda do processo inflamatorio, que tem
como objetivo neutralizar e eliminar os estimulos que estdo promovendo esse processo danoso
(SOUSA et al., 2013; VARELA et al., 2018).

A fungdo primaria do processo inflamatorio € rapidamente neutralizar ou isolar a fonte que
esta causando o estresse, impedindo assim que a homeostase se normalize; entretanto, diversos
mecanismos podem desencadear um estado prolongado da resposta inflamatoria, resultando em
uma ativacao continua do sistema imunoldgico como resposta a infecgdes que nao foram bem
solucionadas, desordens autoimunes ou episodios recorrentes de inflamagao aguda, entre outros
(PAHWA et al., 2018; FURMAN et al., 2017). Diversas consequéncias estdo associadas com
um processo inflamatorio cronico e persistente, tais como o desenvolvimento de hipertensao e
outras doencas do sistema cardiovascular (FURMAN et al., 2017; GISTERA ¢ HANSSON,
2017; FERRUCCI et al., 2018), doengas cronicas nos rins (FERRUCCI et al., 2018), diversos
tipos de cancer (TANIGUCHI e KARIN et al., 2018), depressao (MILLER e RAISON, 2016),
doencas de natureza neurodegenerativa e autoimune (BENNETT et al., 2018; STRAUB e
SCHRADIN, 2016; HENEKA et al., 2014) e osteoporose (STRAUB et al., 2015; REDLICH e
SMOLEN, 2012).
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Apo6s o reconhecimento do processo de inflamagdo, o 4cido araquidonico (AA, 81), um
acido graxo poli-insaturado (w-6) com 20 atomos de carbono, 4 insaturacdes (20:4), passa a ser
liberado da membrana das células por intervengao de uma enzima fosfolipase; este acido ¢ um
dos componentes majoritarios nas membranas das células, reconhecido pela primeira vez no
ano de 1913 por J. Lewkowitsch, sendo precursor de uma série de biomoléculas mediadoras do
processo de inflamagao, como as prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs) e endocanabinoides
(ECs) com auxilio de diferentes processos enzimaticos (ZHANG et al., 2023). O braco desse
metabolismo que ¢ responsavel pela sintese de PGs ¢ mediado por ciclooxigenases (COX), que
catalisam as duas primeiras etapas biossintéticas a partir da oxidagdo direta do AA, conforme ¢é
ilustrado na Figura 23. O AA ¢ oxidado diretamente pela COX, gerando a prostaglandina G2
(82), que ¢ transformada por oxidases a prostaglandina H2 (83), e sequentemente usada para a

biossintese das demais prostaglandinas (MEIRER et al., 2014).
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Figura 23. Esquema simplificado das principais PGs geradas pela acdo das enzimas COX, nas

primeiras etapas da cascata do 4cido araquidonico.

Os glicocorticoides apresentam atividade anti-inflamatdria pela inibicao da fosfolipase A:
(PLA>), diminuindo a liberacdo do AA a partir da membrana celular (SCHLEIMER, 1993). As
estruturas de dois glicocorticoides muito usados no tratamento de inflamacdes estao ilustradas
na Figura 24. O problema com essa classe de farmacos consiste nos efeitos adversos associados
com o uso prolongado de glicocorticoides, que afetam o funcionamento de diferentes sistemas
como o gastrointestinal, ocular, cardiovascular, imunologico e neuropsiquiatrico (KHALIL et

al., 2024). Assim, dentro da complexidade de processos que corresponde a cascata do AA ¢ os
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metabolitos gerados, outros alvos terapéuticos foram estudados. Um dos alvos terapéuticos que
mais se destacaram ao longo do tempo sdo os inibidores de ciclooxigenases (COX). As COX
compdem uma familia contendo trés isoenzimas associadas a diferentes processos de natureza
fisiologica ou patoldgica. Entre suas isoformas, a COX-1 ¢ expressa de forma constitutiva,
geralmente em niveis baixos, e em diversos tecidos, e que tem como a¢do mais evidente seu
efeito protetor sobre a mucosa gastrointestinal e na regulagao da fungao plaquetaria (PERRONE
et al., 2010). Em contraste, a isoforma COX-2 ¢ normalmente induzida em resposta aos
estresses que desencadeiam processos inflamatorios (JU et al., 2022), enquanto uma terceira
isoforma, COX-3, foi identificada mais recentemente e ainda apresenta muitas discussdes

acerca da sua relevancia fisioldgica ou patologica (KAM e SO, 2009).
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Figura 24. Estruturas dos glicocorticoides com atividade anti-inflamatoria: prednisolona (89) e

dexametasona (90).

PGs enquanto produtos do metabolismo, exercem diferentes fungdes bioldgicas. No trato
gastrointestinal, que abrange boa parte da COX-1 normalmente expressa, PGE, (84), PGEx,
(86) e PGIL> (87) sdo as responsaveis pela protecdo da mucosa e do fluxo sanguineo; em
contraste, a PGE> quando ¢ liberada durante o processo inflamatério, ¢ responsavel pelos
sintomas deste processo, como dor e febre (MEIRER et al., 2014). A variabilidade de funcdes
fisiologicas € um parametro que precisa ser levado em consideragdo ao abordar a COX como
um alvo terapé€utico no tratamento da inflamacao.

De um ponto de vista estrutural, as duas isoformas principais COX-1 e COX-2 apresentam
60% de homologia entre si e ambas as enzimas apresentam a mesma cavidade como sitio ativo
que recebe o substrato AA, com a diferenca de uma pequena cavidade extra presente no sitio
ativo da COX-2 (KHALIL et al., 2024). Com essa diferenca estrutural, o planejamento de novos
inibidores potencialmente mais seletivos para a COX-2 foi conduzindo visando a obtengdo de

estruturas que se ligam diretamente a essa cavidade no sitio ativo da COX-2, aumentando assim
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a sua seletividade (SHARMA et al., 2019). A Figura 25 apresenta as estruturas tridimensionais
das isoenzimas COX-1 e COX-2 (Homo sapiens) retiradas do Protein Data Bank (PDB), assim

como a ilustragdo dos respectivos sitios ativos (KHALIL et al., 2024).

Sitio ativo Sitio ativo

Arg 120

Cavidade hidrofobica mais
ampla

Figura 25. Estruturas tridimensionais das isoenzimas COX-1 (a, PDB — 6Y3C) e COX-2 (b, PDB —
SF1A) de H. sapiens (LUCIDO et al., 2016; MICIACCIA et al., 2021) e estrutura de ambos os sitios
ativos (¢) com os farmacos ibuprofeno (96) e celecoxibe (98). Adaptado de Khalil et al., 2024.

O primeiro inibidor ndo seletivo de COX foi a aspirina (92), inspirada no produto natural
extraido das cascas de Salix spp. (Salicaceae, popularmente conhecida como salgueiro), que se
apresenta como um pro-fairmaco da aspirina: a salicina (91); o 4cido acetilsalicilico (AAS) foi

introduzido no final do século XIX por Felix Hoffmann apds acetilagao sintética da hidroxila
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fenolica (TAO et al., 2014). Apds o sucesso da aspirina, uma série de outros derivados
inspirados em sua estrutura foram planejados e deram origem a diferentes AINEs ilustrados na
Figura 26. Os estudos envolvendo o mecanismo de agdo da aspirina (92) demonstram que o
farmaco ¢ capaz de promover uma acetilagcdo seletiva em um residuo de serina (Ser 530),
inibindo a COX de forma irreversivel, uma vez que essa reacao transfere um grupo volumoso
no sitio ativo da proteina, o que impede a aproximac¢do do seu substrato, e estudos sugerem
também que em concentracgdes elevadas e por longos periodos, o firmaco também pode realizar

a acetilagdo de diferentes proteinas e acidos nucleicos (KHALIL et al., 2024).
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Figura 26. Estrutura do pro-farmaco salicina (91), do farmaco aspirina (92) e dos demais farmacos
que surgiram apo6s sua descoberta: acido mefenamico (93), acido meclofenamico (94), diclofenaco

(95) e ibuprofeno (96).

De acordo com a literatura, a aspirina (92) se liga de forma idéntica nos dois sitios ativos

das isoformas COX-1 e COX-2 (VANE e BOTTING, 2003). Entretanto, enquanto a COX-1 ¢
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desativada por completo pela acetilagao do residuo Ser 530, o sitio ativo da isoforma COX-2 ¢
um pouco maior em comparacao ao sitio da COX-1, permitindo que o substrato AA consiga se
aproximar dele e ser metabolizado, gerando o 4cido 15-hidroxiecosatetraenoico (15-R-HETE

97), cuja estrutura se encontra na Figura 27. (27).

“’OH
97)

Figura 27. Estrutura do metabolito 15-R-HETE (97), gerado a partir da enzima COX-2 contendo o

residuo de Ser 530 acetilado pelo 4cido acetil salicilico.

Inibicdo das COX como forma de tratar processos inflamatérios ¢ capaz de aliviar alguns
dos principais sintomas, como dor e febre, mas a seletividade entre as isoformas ¢ responsavel
pela manifestacdo de uma série de efeitos indesejados associados ao tratamento com AINEs
inibidores de COX (IZADI et al., 2020). Os sintomas do processo inflamatorio estao associados
com a fung¢do especifica de cada metabolito, como sintomas de dor e febre, que associado a
producdo das PGs (WANG e THYAGARAJAN, 2022), e LTs, responsaveis pela amplificacao
da resposta inflamatoria (MESHRAM et al., 2020). Os inibidores nao seletivos de COX, como
a aspirina (92) e o ibuprofeno (96), bloqueiam ambas as isoformas COX-1 e COX-2 e por isso
causam efeitos adversos, como ulceragao do trato gastrointestinal associada a inibicao da COX-
1. Isso ocorre porque as prostaglandinas PG> e PGE; (Figura 23) tém funcao citoprotetora no
trato gastrointestinal, uma vez que inibem a secre¢ao de 4cido, aumentam o fluxo sanguineo no
local, estimulam a produgao de muco e a biossintese de glutationa — um antioxidante endogeno
que promove a captura de radicais livres — além de outras fungdes em 6rgaos distintos como os
rins o cora¢do (HILARIO et al., 2006).

Assim, o surgimento dos inibidores mais seletivos de COX-2 (Figura 28) representam um
avango importante na pesquisa sobre os AINEs, uma vez que sdo capazes de promover o efeito

anti-inflamatoério, e sendo menos seletivos com relagao a isoforma constitutiva, causam menos
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dos efeitos que sdo com frequéncia associado ao consumo dos inibidores ndo seletivos (JU et
al., 2022; AHMADI et al., 2022).Entretanto, estudos recentes apontaram uma relacdo entre
esses AINEs e um aumento do risco cardiovascular, levantando preocupagdes sobre sua
seguranca a longo prazo, potencialmente limitando seu uso em pacientes cardiacos (ARORA

et al., 2020).

(98) CHs

Figura 28. Estruturas de alguns inibidores seletivos de COX-2: celecoxibe (98), rofecoxibe (99) e
etoricoxibe (100).

Os beneficios dos inibidores seletivos de COX-2 para a satide humana sao muito conhecidos
por conta dos efeitos anti-inflamatérios, analgésicos e antipiréticos e a seletividade na inibi¢ao
foi chave para a elaboragdo de fArmacos com efeitos adversos associados a inibi¢do da COX-1
menos pronuncidveis (ROUZER e MARNETT, 2009; KHALIL et al., 2024). Entretanto, nao
muito tempo depois da comercializa¢do dos primeiros coxibes (98 € 99), no final do século XX,
uma forte preocupagdo acerca da relacao entre esses AINEs e possiveis efeitos sobre o sistema
cardiovascular comegou a ascender na comunidade cientifica. Atualmente a relagao entre os
inibidores seletivos de COX-2 e um aumento no risco de problemas cardiacos ¢ bem
estabelecida, em especial associado ao desequilibrio gerado entre os fatores anti- e pro-
tromboticos (MARTIN ARIAS et al., 2019). A inibicdo seletiva da COX-2 gera um
desequilibrio onde os niveis de tromboxanos se elevam, em especial com relagdo aos niveis de
prostaciclina (PGl,, 87), que apresenta as fun¢des endotelial e de controle da pressdo arterial
(MENDES et al., 2012). O funcionamento irregular da pressdo arterial, associado ao consumo
dos coxibes, pode desencadear ainda problemas renais que estdo associados a retengdo de
liquidos e formagao de edemas (MENEZES et al., 2024). Outros estudos apontam também que
casos de reagdes alérgicas e dermatoldgicas (LAYTON et al., 2006; WARD et al., 2010).

Embora os inibidores seletivos de COX-2 representem um grande avango para o tratamento

de uma grande diversidade de doencas por conta do risco reduzido de efeitos adversos no trato
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gastrointestinal, essa classe de farmacos ndo esta isenta de riscos. A busca por alternativas mais
eficientes e seguras para o tratamento da inflamagdo segue uma tarefa importante. Além disso,
muitas evidéncias apontam para uma correlagdo entre as isoenzimas COX-1 e COX-2 no quadro
de diversas doengas, como o cancer ¢ doengas neurodegenerativas — o que aumenta o interesse
cientifico dos AINEs e em especial sobre os inibidores seletivos de COX-2 (MICIACCIA et
al., 2021).

2.5.2. Atividade Antiproliferativa (Cancer de Mama Triplo-Negativo)

O cancer ¢ um conjunto de doengas com carater multifatorial caracterizada pelo crescimento
desordenado das células que compdem um tecido do corpo, e podendo migrar e invadir outros
tecidos ou Orgdos adjacentes, se espalhando por outras partes do corpo e agravando o quadro
da doenga (BLACKADAR, 2016; NOVIKOV etal., 2021). Esse evento pode ser desencadeado
por fatores genéticos (VINEIS et al., 2010), fatores sobre o ambiente onde se vive (WOGAN
et al., 2004) ou sobre os comportamentos individuais (SMITH et al., 2016), representando um
grande desafio que tem seu inicio desde o diagndstico da doenca até a escolha do tratamento
mais adequado (AMBROGGI et al., 2015). Isso porque, além de toda a complexidade bioldgica,
a dificuldade de acesso a certos tratamentos e o diagnoéstico tardio de muitos tipos de cancer
refletem altas taxas de mortalidade, em especial nas regides de menor desenvolvimento
socioeconomico (MERLETTI et al., 2011; FORREST et al., 2013).

O cancer de mama ¢ o tipo de cancer mais diagnosticado em mulheres, representando cerca
de 11% de todos os casos de cancer registrados no ano de 2020 em todo o mundo, o que resultou
em mais de 600.000 6bitos (HONG e XU, 2022). Nos homens, esse tipo de cancer corresponde
a cerca de 1% de todos os casos, geralmente associados a fatores hormonais, historico familiar
e pré-disposicao genética (TAl et al., 2007). Nos paises da América Latina, a ocorréncia desses
casos ainda carrega fatores socioeconomicos; em 2018, cerca de 14% da mortalidade global
causada pelo cancer de mama ocorreu em paises da América Latina; em 2020, mais de 57.000
mulheres morreram de cancer de mama nessa regido do globo, e esse nimero pode dobrar até
o ano de 2040 (ARZANOVA e MAYROVITZ, 2022).

Por ser uma doenga muito heterogénea, existem diferentes subtipos de cancer de mama que
sdo agrupados em categorias baseado na expressao dos receptores hormonais: os receptores de
estrogénio, receptores de progesterona e o receptor de fator de crescimento epidérmico; o tipo
triplo-negativo do cancer de mama se caracteriza pela falta inexpressao de qualquer um desses

receptores mencionados (ORRANTIA-BORUNDA et al., 2022). Esse subtipo representa cerca
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de 20% de todos os casos de cancer, sendo mais comum entre mulheres abaixo dos 40 anos, €
¢ reclassificado de acordo com a forma com que se manifesta, seu fendtipo e sensibilidade com
relacdo aos tratamentos (HONG e XU, 2022; ORRANTIA-BORUNDA et al., 2022).

O grupo que constitui as variacdes do cancer de mama triplo-negativo ¢ caracterizado por
apresentar um comportamento clinico bastante agressivo, e a diversidade de doencas que fazem
parte desse grupo torna a terapia desse tipo de cancer uma tarefa complexa (DERAKHSHAN
e REIS-FILHO, 2022). Esse grupo ¢ caracterizado também por uma baixa taxa de sobrevivéncia
e por um curto periodo para a recorréncia, pelo menos 3 anos ap6s o diagnostico, onde a maior
parte das mortes ocorre nos primeiros 5 anos apos o diagndstico. Atualmente, a quimioterapia
¢ rotineiramente aplicada para o tratamento do cancer de mama triplo-negativo, que torna-se
mais dificil de tratar por conta da auséncia dos receptores que normalmente seriam alvos
terapéuticos e a combinagdo de cirurgia para a retirada do tumor ou de toda a regido afetada, e
quimioterapia utilizando antraciclinas como a doxorubicina (101) e taxanos como o paclitaxel
(102), com uma taxa de sucesso de pelo menos 40% em comparagdo com 0s outros subtipos

(OBIDIRO et al., 2023).
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Figura 29. Farmacos utilizados na quimioterapia de tumores que compdem o grupo do cancer de

mama triplo-negativo: a doxorubicina (101) e o paclitaxel (102).

A doxorubicina (101) ¢ um farmaco com atividade antiproliferativa que pertence ao grupo
das antraciclinas, uma classe de agentes antitumorais que apresente diferentes mecanismos que
podem explicar sua eficiéncia (MICALLEF e BARON, 2020). O farmaco consegue adentrar as
células via difusdo passiva e interage com moléculas de DNA e RNA disponiveis no nacleo das
células (CARVALHO et al., 2009; LAL et al., 2010). Essas interacdes sdo favorecidas porque

a aglicona que compde estruturalmente as antraciclinas ¢ capaz de se intercalar entre a estrutura

39



do DNA, resultando em um complexo que promove uma interrup¢ao no reparo das moléculas
de DNA (TAYMAZ-NIKEREL et al., 2018). E proposto também que eventualmente, 0 DNA
se cliva por completo dando origem a metabolitos que levam a apoptose (MEREDITH e DASS,
2016).

Outra hipdtese que explica a eficiéncia da doxorubicina discorre que o farmaco ¢ capaz de
impedir o reparo do DNA porque inibe a a¢do da enzima topoisomerase II, que promove o
reparo do material genético; no6 sitio de clivagem, a doxorubicina ¢ capaz de “prender” a enzima
formando um complexo estavel, impedindo que o DNA danificado seja clivado, liberado e por
consequéncia completamente reparado (MICALLEF e BARON, 2020). A literatura destaca que
as enzimas TOPO II, e TOPO Il sdo os principais alvos da doxorubicina (POMMIER et al.,
2010) e esses mecanismos afetam tanto as células saudaveis quanto as células tumorais durante
o tratamento do cancer (VARELA-LOPEZ et al., 2019).

O paclitaxel (102), por sua vez, ¢ um quimioterapico da classe dos taxanos, cujo mecanismo
de acdo impede a despolimeriza¢do dos microtiibulos, essencial no processo de mitose, que leva
auma interrupcao do ciclo celular na fase G2/M e a apoptose (ALQAHTANI et al., 2019). Esse
farmaco foi identificado pela primeira vez através de uma triagem fitoquimica usando o extrato
bruto de Taxus brevifolia (Taxaceae), conhecida como teixo-do-pacifico, e sua estrutura foi
completamente elucidada no inicio da década de 1970 (WANTI et al., 1971). O paclitaxel foi o
primeiro fairmaco estabilizador de microtibulos, sendo considerado um dos principais avangos
da quimioterapia moderna. Microtiibulos, compostos por a-tubulina e -tubulina, sdo polimeros
filamentosos que formam o serd esqueleto celular principal e sdo essenciais para todas as células
eucaridticas na divisao celular, transporte dos nutrientes e sinalizacao celular (ALQAHTANI
etal., 2019).

Farmacos com esse mecanismo de a¢do podem alterar a estrutura dos microtiibulos através
de uma desestabilizacdo na sua estrutura, ou da formacao de um complexo ainda mais estavel,
como ¢ o caso do paclitaxel (102). Esse farmaco ¢ capaz de se ligar a B-tubulina pela N-terminal
de 31 aminoacidos no microtubulo, estabilizando a estrutura dos microtubulos e estimulando a
sua polimerizacao, levando a morte celular (WEAVER, 2014). A literatura destaca também os
efeitos antiangiogénicos do paclitaxel, que contribui para a reducdo do suprimento de nutrientes
para o interior das células tumorais (BOCCI et al., 2013).

O mecanismo molecular das antraciclinas e taxanos mencionados sdo muito conhecidos no
contexto do cancer de mama triplo-negativo. Esses alvos moleculares sdo, entretanto, limitados
pois apenas 30% dos pacientes com esse tipo de cancer apresenta resposta positiva a esse tipo

de quimioterapia (REVIA et al., 2024). Outros alvos moleculares em estudo tem como base a
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inibi¢cdo de proteases, como as catepsinas B e L, proteases lisossomais envolvidas no processo
de degradacao da matriz extracelular, e que contribuem para a invasao e metastase de diferentes
tipos de tumores, incluindo o cancer de mama triplo-negativo, e estao associados com os piores
prognosticos da doenga: os pacientes com cancer de mama triplo-negativo expressam a protease
catepsina B cerca de 54,6% a mais, em comparagdao com outras linhagens de cancer de mama
(LINDERS et al., 2024). A inibi¢do farmacoldgica desses alvos apresenta potencial no controle
da progressao de tumores, destacando a importancia no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para o tratamento de diversos tipos de cancer (VARELA-LOPEZ ET AL., 2019;
OBIDIRO et al., 2023). Produtos naturais representam uma fracdo bem significativa de todos
0s agentes antitumorais, sendo uma alternativa na pesquisa sobre novos e mais eficientes
tratamentos (JERUSALEM et al., 2016; OBIDIRO et al., 2023). A reposi¢do de farmacos
também ¢ uma estratégia descrita na literatura para acelerar a busca por tratamentos mais
eficientes para essas variagdes do cancer de mama (AVALOS-MORENO et al., 2020). Os ACs
e seus derivados sdo um arcabouco molecular conhecido pela atividade citotéxica frente a
diversos tipos de cancer, incluindo canceres de mama (DE et al., 2011; HUNKE et al., 2018),
tornando-se uma alternativa em potencial para a descoberta de novos farmacos para este

tratamento.

2.5.3. Atividade Antifungica (Sporothrix brasiliensis)

Nos ultimos anos, a ocorréncia de doencgas fungicas tém se tornado um desafio crescente
para a saude publica global. Estima-se que, atualmente, a morte por consequéncias decorrentes
de infec¢des fungicas, seja de 1,6 milhdo de pessoas, com mais de um bilhao de pessoas afetadas
por quadros graves dessas doengas (FAUSTO et al., 2019). Muitos fatores podem estar
associados com a gravidade desses numeros. Em especial, as condi¢des socioecondmicas €
ecologicas estdo correlacionadas com o aumento recente nos casos de infec¢des causadas por
fungos, e muitas evidéncias sugerem que a influéncia das mudangas climaticas e do aumento
da temperatura do planeta torna o cendrio ainda mais preocupante, pois pode modificar padrdes
etioldgicos e fornecer condi¢des de maior resisténcia a esses organismos (GARCIA-SOLACHE
e CASADEVALL, 2010).

Entre as doengas causadas por fungos, a esporotricose surge como uma zoonose emergente
em paises tropicais e subtropicais, como o Brasil, com crescente incidéncia em regides urbanas
(VALDEZ et al., 2023). A esporotricose ¢ uma micose subcutanea causada pela inoculagao de

espécies que pertencem ao género Sporothrix spp., € que afeta humanos e animais domésticos
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(CONCEICAO-SILVA e MORGADO, 2018). Inicialmente, a transmissdo da esporotricose era
predominante em areas rurais, onde o fungo ¢ inoculado através de feridas provocadas por
animais infectados e pelo contato com o solo, ou vegetais contaminados, mas a crescente
urbanizag¢ao dessas areas, somado ao aumento da intera¢ao entre humanos e animais, mudaram
completamente o aspecto epidemioldgico dessa doenga ao longo do tempo (SANCHOTENE et
al., 2015; CONCEICAO-SILVA e MORGADO, 2018).

Os fungos do género Sporothrix spp. somam mais de 50 espécies diferentes, e que, na maior
parte dos casos, nao representa perigo a saude, como S. mexicana € S. pallida; porém, espécies
como S. schenckii, S. globosa, S. luriei ¢ S. brasiliensis, sao patogénicas ¢ se destacam como
os principais agentes etiologicos da doenga (GREMIAO et al., 2017). Até a década de 1990,
presumiu-se que espécie S. schenckii era a inica responsavel pelos casos de esporotricose, com
diferentes ocorréncias de acordo com a regido: S. globosa ¢ a causa de 99% dos casos de
esporotricose em humanos na Asia, enquanto S. schenckii causa 94% dos casos na Austrélia e
na Africa do Sul (VALDEZ et al., 2023).

Esses fungos sdo dimorficos, e apresentam caracteristicas de micélio, que ¢ encontrado
normalmente no solo ou nas plantas em estado de decomposigado, € pode se manter in vitro em
temperaturas até 26 °C, e ao infectar um hospedeiro mamifero, assume a forma de levedura, se
mantendo assim em temperaturas entre 36 — 37 °C (BOYCE e ANDRIANOPOULOS, 2015;
RODRIGUES et al., 2016). As principais vias de transmissao da esporotricose estao ilustradas
na Figura 30 (VALDEZ et al., 2023).

No Brasil, os principais vetores da esporotricose sdo gatos domésticos, inoculando o fungo
através de arranhdes ou contato direto com secre¢des (CONCEICAO-SILVA e MORGADO,
2018). Além da transmissao direta por contato com animais infectados, alguns estudos sugerem
que a inalagdo de conidios, embora rara, também deve ser considerada uma via de infec¢do com
o fungo, e em regides endémicas, como o estado do Rio de Janeiro, a doenga presenta uma taxa
elevada de incidéncia, com mais de 2.200 casos registrados entre 1998 e 2009 (BARROS et al.,
2011). Mamiferos como roedores, caes e, principalmente gatos domésticos estao suscetiveis e
podem transmitir o fungo entre si, e, eventualmente, aos humanos (LOPES-BEZERRA et al.,
2017). A doencga se manifesta, principalmente, com lesdes ulcerativas na pele que podem com
um tempo se expandir para outros tecidos mais profundos (CONCEICAO-SILVA e
MORGADO, 2018).

A espécie S. brasiliensis foi identificada pela primeira vez em 1998 e atualmente ¢ uma das
variantes mais patogénicas que se tem conhecimento, em compara¢do com outras espécies e ¢

adaptada ao ambiente urbano, onde a proximidade entre humanos e animais ¢ um dos fatores
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que favorece a disseminagdo desta infeccdo (RODRIGUES et al., 2016). Diversos outbreaks
sdo relatados na literatura e a espécie S. brasiliensis € responsavel pela maior parte dessas
infec¢des no Brasil (RODRIGUES et al., 2020). Atualmente, estima-se que S. brasiliensis seja
responsavel por 88% dos casos da doenca em humanos no Brasil, sendo considerado o principal
agente etioldgico, em especial no estado do Rio de Janeiro, onde a doenga ¢ considerada
endémica nas ultimas duas décadas (VALDEZ et al., 2023). No cenario atual, existem poucas
classes de farmacos para o tratamento de doengas que sdo causadas por fungos, cendrio que se
torna ainda mais desbalanceado ao se considerar o indice de mortalidade dessas doencas

(ALMEIDA et al., 2019).

Figura 30. Esquema explicando as principais vias de transmissdo da esporotricose (esquema

adaptado de Valdez et al., 2023).

Os farmacos utilizados no tratamento da esporotricose sao os triazois (Figura 31), tendo o
itraconazol (103) como farmaco de primeira escolha, com seu uso geralmente ¢ prolongado por
6 meses, ou mais em casos de resposta baixa ao tratamento; outros farmacos que sao da classe
dos triaz6is também sdo utilizados para o tratamento, como o cetoconazol (104) e o posaconazol
(105). Recentemente, a descri¢do de cepas resistentes ao tratamento com triazois trouxe mais
uma preocupacao com relagdo ao tratamento da esporotricose (VALDEZ et al., 2023). De fato,

a resisténcia aos triaz6is ¢ um problema associado ao tratamento de diversas infecg¢oes flingicas
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causadas por Aspergillus spp. (como A. fumigatus, geralmente responsavel pelos casos mais
severos de alergias), Candida spp. (como C. albicans, que € responsavel pela maior parte das
infec¢des em mucosas), fungos do género Trichophyton spp. responsaveis por infecgdes severas
na pele, ou ainda por outros fungos dimorficos como Histoplasma capsulatum, € Pneumocytis

Jjirovecii (BONGOMIN et al., 2017).
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Figura 31. Farmacos da classe dos triazéis utilizados no tratamento da esporotricose: itraconazol

(103), cetoconazol (104) e posaconazol (105).

O mecanismo de acdo desses triazois, como o itraconazol (103), envolve a biossintese do
ergosterol (107), um componente essencial para a membrana plasméatica dos fungos, através da
inibicao da enzima lanosterol 14-a-desmetilase (ASSRESS et al., 2021). As estruturas desses
lipidios estdo ilustradas na Figura 32. Essa enzima pertence ao citocromo P450 (CYP), uma
superfamilia de hemoproteinas envolvida na hidroxilagdo de substincias com objetivo de as
tornar mais hidrossoluveis, o que facilita sua excre¢do (VENKATAKRISHNAN et al., 2000),
enquanto nos fungos € responsavel pela biossintese dos esterdis essenciais para a estrutura da
parede celular (LESTNER e HOPE, 2013). A biossintese do ergosterol depende intrinsicamente
da reacdo de desmetilagdo catalisada pela 14-a-desmetilase sobre o substrato lanosterol (106),
inibindo o processo que levaria a formacdo do esterol mais predominante na membrana celular
dos fungos e os triazdis induzem uma profunda perturbacio nos niveis de estero6is causado pelo

acumulo do seu precursor (ALLEN et al., 2015). A deplecao do ergosterol (107), por sua vez,
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compromete a integridade da parede celular, levando a morte por alteracdes na permeabilidade

celular (LESTNER e HOPE, 2013).

(106) (107)

Figura 32. Estruturas do lanosterol (106) e do ergosterol (107).

Os primeiros triazois foram comercializados no final da década de 1960, mas o itraconazol
(103) comegou a ser comercializado a partir da década de 1990 com outros farmacos de segunda
geracdo (ALLEN et al., 2015; SHAFIEI et al., 2020). Via oral, esse farmaco gera, através da
isoenzima CYP3A4 (que também pertence ao citocromo P450), o metabolito ativo, o hidroxi-
itraconazol (108), que apresenta potencial antifingico comparado ao do farmaco (LESTNER e

HOPE, 2013). A Figura 33 apresenta a estrutura desse metabolito ativo.

7\
N\N)
| O

/@oj'/’//o
o~ )]

Figura 33. Estrutura do metabolito ativo hidroxi-itraconazol (108).

Os farmacos que interferem com a biossintese do ergosterol (107) representam o grupo mais
antifingicos aprovados ou em ensaios clinicos, mas inibidores da enzima esqualeno epoxidase,
que também impede a biossintese do ergosterol, e firmacos que interferem na incorporagdo do

esterol na parede celular sdo estudados (SHAFIEI et al., 2020). Recentemente, a descrigdo cada
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vez mais comum de cepas mais resisténcias aos antifungicos amplamente utilizados reaga uma
necessidade urgente de novas opgdes terapéuticas para o tratamento das doengas causadas por
fungos (HENDRICKSON et al., 2019: WALLER et al., 2021). Entre os diversos mecanismos
de resisténcia aos triazdis destacam-se diferencas no acumulo do farmaco no meio intracelular,
diminuindo sua eficiéncia, alteragdes na biossintese de esterdis ¢ mudanga de afinidade entre o
farmaco e o alvo celular (WHALEY et al., 2017).

Entre as diferentes cepas de Sporothrix spp. muitos mecanismos de resisténcia aos farmacos
antifingicos podem ser observados (WALLER et al., 2021). Por serem espécies produtoras de
melanina (ALMEIDA-PAES et al., 2012), e tais pigmentos podem proteger os fungos tanto do
efeito farmacologico dos triaz6is quanto da resposta imunologica, interrompendo o processo de
fagocitose e de morte dos macréfagos (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). Alguns farmacos
apresentam menor susceptibilidade frente a cepas que produzem niveis elevados de melaninas
(ALMEIDA-PAES et al., 2012) e a produgao desses pigmentos € maior e mais rapida na espécie
S. brasiliensis comparado a espécie S. schenckii (WALLER et al., 2021).

A variabilidade genética apresenta consequéncias importantes na capacidade adaptativa dos
fungos que pertencem ao género Sporothrix spp. e muitos isolados clinicos apresentam fen6tipo
de resistente a multiplos farmacos (RODRIGUES et al., 2014). Alteragdes na afinidade entre o
farmaco e o receptor também sao reportadas na literatura (MATOWANE et al., 2018). Diante
dos desafios impostos pela ocorréncia de espécies resistentes aos antifingicos convencionais,
produtos naturais surgem como alternativas promissoras, € metabdlitos especiais oriundos das
plantas terrestres, marinhas e micro-organismos sdo conhecidos pelo elevado valor bioldgico e
eficiéncia contra diversos tipos de patdgenos (ELMAIDOMY et al., 2022; YAN et al., 2023).

Além disso, tratamento a longo prazo com triazodis estdo associados com hepatotoxicidade,
disturbios hormonais, alopecia, diminuicao de libido entre outros (BENITEZ e CAVER et al.,
2019). Em um estudo com coelhos, o itraconazol (103) diminuiu a capacidade de contragdo dos
ventriculos, alteragdo que pode levar a disfun¢des no miocardio (QU et al., 2013). ACs e seus
derivados estdo presentes em diversas plantas com atividade antimicrobiana frente a fungos e
bactérias (HELENO et al., 2013; MALHEIRO et al., 2019; ZOLFAGHARI et al., 2021,
HUANG et al.,, 2021) e podem ser usados como inspiracao na constru¢do de novos derivados
com atividade antimicrobiana (MINGOIA et al., 2022; SONG et al., 2023; DENG et al., 2023).
O efeito antimicrobiano de substancias como os derivados de ACs tem aplicagdes na area de
conservagdo de alimentos, protegendo da proliferacdo de fungos e bactérias (ROLLER e
SEEDHAR, 2002), e capacidade protetora contra culturas de diversas naturezas, prevenindo a

proliferagdo de pragas agricolas (ZHOU et al., 2017, MALHEIRO et al., 2019).
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2.5.4. Atividade Antiparasitaria (Trypanosoma cruzi)

As parasitoses, grupo de doengas causadas através da infeccdo de um organismo saudavel
por parasitos, representam um grave e complexo problema de satide publica, especialmente em
paises em desenvolvimento (PENG et al., 2021). Parasitos estdo entre os organismos mais
antigos, sendo encontrados em todos os ecossistemas e em fosseis datados de milhdes de anos
(ZAPALSKI et al., 2011). O parasitismo descreve uma relagao onde o parasito se beneficia
retirando recursos do seu hospedeiro, muitas vezes o levando ao desenvolvimento de patologias
graves. Esse comportamento adaptativo permite a transmissdo entre diferentes hospedeiros, o
que por sua vez garante, a sobrevivéncia desses organismos (CHOLEWINSKI et al., 2015).

Entre as parasitoses que apresentam maior relevancia em saiude publica atualmente estao as
causadas pelo contato com parasitos do género Plasmodium spp. (maléria), Trypanosoma spp.
(doenga de Chagas e doenga do sono) e Leishmania spp. (leishmaniose), e que compartilham
entre si o status de doencas negligenciadas (DNs) (PENG et al., 2021). DNs sdo um grupo com
mais de 20 doencgas que afetam particularmente paises em estagio de desenvolvimento, onde as
condig¢des de qualidade de vida e de vulnerabilidade social se destacam como fatores associados
ao desinteresse na producao de novas e mais eficientes terapias para o tratamento desse tipo de
doencas; a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) também discute que as mudangas climaticas
surgem como fator de instabilidade politica, migracdo for¢ada e falta de acesso a diretos basicos
como acesso a saneamento basico e saude publica, complicando o cenario epidemiologico desse
conjunto de doencas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013; MOLYNEUX et al., 2021;
TIDMAN et al., 2021).

Uma das DNs de grande preocupagdo na América Latina ¢ a doenga de Chagas (DC). Ela
foi descrita completamente pelo médico e cientista brasileiro Dr. Carlos Chagas em 1909, que
identificou seu vetor principal, o ciclo de transmissdo e suas manifestacdes clinicas (CHAGAS,
1909). Em 2019, a OMS instituiu o dia 14 de abril como Dia Mundial da Doenca de Chagas em
uma iniciativa que tem como objetivo aumentar a conscientizagdo sobre a doenga e promover
estratégias de controle de possiveis epidemia (PEREIRA-SILVA et al., 2022). Apesar disso, se
estima que menos de 10% das pessoas ndo tenham o diagnostico da doenga, e entre as pessoas
que possuem o diagnostico, apenas 1% recebem tratamento (DE SOUSA et al., 2024).

O ciclo de vida do T. cruzi e a descrigdo completa dos seus estagios evolutivos ¢ ilustrada
na Figura 34. Vetores como os triatomineos hematéfagos da subfamilia Reduviidae, um grupo

composto por mais de 150 espécies, onde as tribos Rhodniini e Triatomini sao destacadas como
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principais responsaveis pela transmissdao do 7. cruzi (ALAVEZ-ROSAS, 2024). Entre as
espécies que sao hospedeiros invertebrados do parasito, o Triatoma infestans (conhecido como
barbeiro) ¢ uma das espécies mais relevantes no que diz respeito a transmissdo vetorial;
entretanto, atualmente outros vetores como Panstrongylus megistus receberam destaque nos
ultimos anos, em especial por conta da susceptibilidade conhecida ao 7. cruzi e do potencial de
se adaptar em ambientes domésticos ¢ mais populosos (MARTINS et al., 2014; COURA ¢
JUNQUEIRA, 2015).

Figura 34. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi nos seus hospedeiros (invertebrados e vertebrados)
com suas respectivas formas evolutivas (Centers for Disease, Control, and Prevention, em
www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html). Tradugdo e adaptag@o por Paulo Pitasse-Santos

(PITASSE-SANTOS, 2022).

As manifestacdes clinicas da DC variam de acordo com o estagio da doenca: a fase aguda
¢, na maior parte dos casos, assintomatica, podendo manifestar diversos sintomas inespecificos,
até evoluir para a fase cronica da doenga, causando danos graves aos sistemas cardiovascular,
digestivo e nervoso central (DE SOUSA et al., 2024). A fase aguda inicia-se com o contato do

parasito com a corrente sanguinea (e pode durar de 4 a 8 semanas), e ocorre de maneira vetorial
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na maioria dos casos; infec¢do via transfusdo de sangue e contaminagao via oral sdo conhecidos,
e recentemente a contaminagao vertical em mulheres durante a gestag¢ao tem se destacado como
um problema preocupante que agrava os riscos associados a DC (KLEIN et al., 2021; LOPEZ-
GARCIA e GILABERT, 2023; MOSCATELLI et al., 2024).

Formas infectivas (tripomastigotas) sdo liberadas na corrente sanguinea de forma indireta
a partir das fezes do triatomineo hematéfago, eliminadas no momento da picada deste vetor por
conta do seu curto sistema digestivo, e carreadas para o novo hospedeiro devido ao prurido que
¢ gerado no local afetado (SUETH-SANTIAGO et al., 2017). Formas tripomastigotas infectam
diversas células locais, e, a partir delas se transformam em amastigotas, formas que sao
responsaveis pela replicacdo intracelular, até serem de novo liberadas na corrente sanguinea na
forma de tripomastigotas, onde o ciclo se reinicia (DE SOUSA et al., 2024). Apds a fase aguda
da doenca, a mesma pode permanecer silenciosa, e a carga de parasitos no sangue diminui
consideravelmente. A replicacao desenfreada de amastigotas satura o interior da célula ao longo
do tempo da origem a fase cronica, considerada mais perigosa por promover diversos danos ao
organismo como quadros de cardiomegalia; em toda a América Latina continental, de onde a
DC ¢ endémica, estima-se que 5,7 milhdes de pessoas podem estar contaminadas pelo 7. cruzi
e uma taxa alarmante de contaminagao (50.000 novos casos anualmente, com cerca de 14.000
mortes) acende uma preocupacao com relacdo a medidas eficientes de conter a infecgdo e de
tratar seus pacientes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015; ECHEVERRIA et al.,
2020).

O desenvolvimento de novas terapias para DNs est4 estagnado ha décadas, em especial por
conta do desinteresse do mercado farmacéutico no investimento de farmacos para populagdes
com menor poder aquisitivo (MOLYNEUX et al., 2021). Desde a total concepcao da DC e até
o presente momento, mais de 100 anos se passaram, e sua quimioterapia ¢ conduzida tendo dois
unicos farmacos: os nitro-heterociclicos benznidazol (109) e nifurtimox (110), e ambos foram
aprovados estdo em uso ha mais de 50 anos (ARRUA et al., 2019). As estruturas dos farmacos
estao apresentadas na Figura 35. Outro agravante, ¢ a ocorréncia de efeitos adversos severos e
que, na maior parte dos casos, leva o paciente ao abandono de tratamento (MAYA et al., 2010;
SUETH-SANTIAGO et al., 2017).0 nifurtimox esté associado com desordens psiquiatricas ou
neurologicas, além de complicagdes gastrointestinais (JACKSON et al., 2010), enquanto o uso
do benznidazol est4 associado com casos de erupgao cutanea, edema generalizado, febre alta e
diversas neuropatias (BERN, 2011).

A literatura discute que o mecanismo de acdo tripanocida dos farmacos benznidazol (109)

e nifurtimox (110) sdo semelhantes (THAKARE et al., 2021). No metabolismo do parasito, as
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nitrorredutases, grupo de enzimas insensiveis ao oxigénio, ativam esses farmacos, produzindo
diferentes metabolitos eletrofilicos que se ligam em macromoléculas como proteinas, lipidios
e 4cidos nucleicos, o que leva a morte do parasito (CERECETTO ¢ GONZALEZ et al., 2011;
CALDAS et al., 2019; THAKARE et al., 2021). Essas enzimas estdo presentes em muitos tipos
de parasitos, e ndo existem homologos conhecidos em mamiferos (KRATZ et al., 2018). Outro
mecanismo proposto para o benznidazol envolve a ligacao covalente de multiplos metabolitos
reativos com residuos de tiol, interferindo no metabolismo da tripanotiona, que € essencial para

o equilibrio redox do parasito (TROCHINE et al., 2014).

(109) (110)

Figura 35. Estruturas dos firmacos aprovados para o tratamento da DC: os nitro-heterociclicos

benznidazol (109) e nifurtimox (110).

A crescente ocorréncia de novas cepas resistentes ao tratamento com esses farmacos agrava
ainda mais a caréncia de estratégias novas e mais eficientes para a terapia da DC (ARRUA et
al., 2019). Atualmente, outros alvos moleculares sdo estudados, com destaque para os inibidores
de cruzaina, a principal cisteino-protease do 7. cruzi que, dentre outras fungdes, ¢ fundamental
para a evasao do sistema imunolédgico do hospedeiro, se mostrando uma estratégia eficiente no
controle da infeccdo com o parasito (MARTINEZ-MAYORGA et al., 2015). Outra enzima que
se destaca como importante alvo molecular para futuras terapias ¢ a tripanotiona redutase, uma
enzima importante na manuten¢do do estresse oxidativo € que nao ¢ expressa nos hospedeiros
vertebrados (MENDONCA et al., 2018).

O uso de produtos naturais para o desenvolvimento de potenciais farmacos anti-chagasicos
ou para o tratamento de outras parasitoses ¢ conhecido na literatura. ACs em especial sdo
amplamente estudados pela atividade toxica contra diversas espécies do género Leishmania
spp., como L. braziliensis (RODRIGUES et al., 2019), L. amazonensis (DA SILVA etal., 2019)
e L. infantum (DE MORALIS et al., 2023), além de atividade inibitéria frente a enzima RNA
trifosfatase presente no parasito Trypanosoma brucei (SMITH et al., 2016). Dentro desse
contexto, ACs e seus derivados representam um importante arcabouco molecular que pode ser

explorado no planejamento de novos farmacos para o tratamento de DNs.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Planejar, sintetizar e caracterizar derivados de acidos cinamicos com potencial atividade
biologica contra diferentes alvos: atividade inibitoria da COX-2, atividade antiproliferativa em
cancer de mama triplo-negativo, atividade antifungica contra S. brasiliensis e atividade
antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi. As primeiras séries sao compostas por amidas do
acido cafeico e seus respectivos analogos O-prenilados, enquanto as duas ultimas séries sdo de

anilidas cinamicas e seus respectivos analogos ciclicos.

3.2. Objetivos Especificos

O Sintetizar quatro séries de derivados cindmicos, os quais foram organizados de acordo
com sua estrutura:

Série I — sintese de seis amidas do 4cido cafeico (3) a partir das seguintes aminas: quatro

lineares (n-propilamina, n-butilamina, n-pentilamina e n-hexilamina) e duas aromaticas

(anilina e benzilamina), utilizando o reagente de acoplamento BOP.

Série II — sintese das amidas O-preniladas a partir da Série I, utilizando o brometo de

prenila como agente alquilante.

Série III — sintese de cinco anilidas a partir de acido cindmico (1), 4cido p-cumaérico (2),

acido cafeico (3), acido ferulico (4) e acido sindpico (5), utilizando o reagente de

acoplamento HATU.

Série IV — Trés lactamas preparadas em meio acido trifluoracético a partir das anilidas

selecionadas na Série II1.

0 Caracterizar as substancias sintetizadas por técnicas espectroscopicas (RMN 'H e 13C
unidimensional, IV) e espectrometria de massas (EM).

0 Avaliar o potencial bioldgico das séries sintetizadas para os seguintes alvos:

Atividade anti-inflamatdria, avaliada pela inibicdo da enzima COX-2.

Atividade antiproliferativa em cé¢lulas de cancer de mama triplo-negativo.

Atividade antifungica contra o Sporothrix brasiliensis.

Atividade antiparasitaria contra o 7rypanosoma cruzi.

Atividade citotoxica sobre fibroblastos isolados de macacos-rhesus.

51



4. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O planejamento das amidas do acido cafeico (Série I) e dos seus respectivos analogos O-
prenilados (Série II) foi realizado em colaboracao com o prof. Dr. Elisidrio José Tavares da
Silva, da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (Coimbra, Portugal) como parte

do projeto conduzido durante a realizagdo do PDSE-CAPES (10/22 a 08/23).

Em estudos anteriores, o potencial inibitdrio e seletivo de amidas derivadas de ACs frente
a enzima COX-2 foi estudado (Figura 36), onde a hexilamida do acido cafeico (3d) apresentou
uma relevante atividade inibitoria (Clso 12,7 pM) avaliado através da inibicao total de PGs no
plasma, o que motivou a sintese das novas amidas baseadas no acido cafeico para avaliagdo de

sua atividade de inibigdo da COX-2 isolada (RIBEIRO et al., 2019).
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Figura 36. Estruturas dos principais inibidores de COX-1 e COX-2 no ensaio de inibi¢ao das enzimas

no plasma, investigados por Ribeiro e colaboradores (2019).

A afinidade de um alvo molecular pelo seu ligante pode variar drasticamente a partir de

modificagdes sutis na estrutura do arcabougo original, e essa estratégia permite uma observacao
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mais detalhada sobre a relagdo estrutura-atividade bioldgica durante o processo de otimizagao
de um potencial farmaco (MYSLINSKI et al., 2013). A Figura 37 mostra as estruturas dos
derivados que compdem a Série I de derivados do acido cafeico, com mudancas na subunidade
amida (3a — 3f). Partindo do derivado 3d (hexilamida do acido cafeico), a sintese das demais
amidas lineares (3a — propilamida do acido cafeico; 3b — butilamida do acido cafeico; 3¢ —
pentilamida do 4cido cafeico) permitiu investigar a influéncia da extensao da cadeia linear sobre
a atividade inibitoria da COX-2 — baseado na investigagdo inicial reportada por Ribeiro e
colaboradores (2019) para o derivado 3d. O comprimento da cadeia alifatica aumenta o custo
entropico do sistema na formagao do complexo entre enzima e ligante, pois o grau de liberdade
conformacional pode dificultar que o ligante assuma o arranjo ideal que permite uma ligacao

estavel no sitio ativo da enzima (MY SLINSKI et al., 2013).
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Figura 37. Estruturas das amidas do acido cafeico que compdem a Séries I (3a — 3f).

No planejamento molecular, estratégias de restrigdo conformacional sdo com frequéncia
utilizadas para garantir que o ligante estard em uma conformacdo mais favoravel para interagir
com o alvo biologico (WIPF et al., 2015). Isso pode levar ao aumento da atividade e seletividade
esperadas, em especial em alvos enzimaticos que apresentam multiplas isoformas, além de
poder reduzir pontos sensiveis ao metabolismo (FANG et al., 2014). Entretanto, aumentar a
lipofilicidade de uma subunidade também pode favorecer interagdes hidrofobicas de acordo
com os residuos que compdem o sitio ativo do alvo, promovendo assim uma melhor afinidade
do ligante pelo sitio ativo, o que pode compensar o custo entrépico (MYSLINSKI et al., 2011;
MECINOVIC et al., 2011). O sitio ativo da enzima COX-2 apresenta uma cavidade lateral
hidrofobica, formada por residuos de arginina, leucina e valina, e que pode ser explorada para
aumentar a afinidade entre do ligante pelo sitio ativo (AHMADI et al., 2022). Substituintes
aromaticos, além de também realizarem interagdes hidrofobicas, podem interagir com residuos

de leucina e arginina, conforme consta na literatura (LIU et al., 2021; STASZAK et al., 2022;
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AHMADI et al., 2022). Por fim, a sintese dos derivados aromaticos 3e (anilida do acido cafeico)
e 3f (benzilamida do 4cido cafeico) permitiu avaliar a influéncia de amidas mais volumosas no
contexto da atividade inibitdria e das caracteristicas do anel aromatico, que pode interagir com

residuos presentes no sitio ativo da enzima.

A O-prenilagao de um sistema aromatico ¢ uma modificagdo estrutural que permite avaliar
a influéncia da lipofilicidade sobre o alvo estudado. A adig¢do dessa subunidade lipofilica a uma
substancia fenolica leva a diversas alteragdes no perfil seu farmacoldgico, em comparagao com
0 seu respectivo analogo nao-prenilado, melhorando seu potencial terapéutico (KAMANNA e
KAMATH, 2024). De acordo com a literatura, uma maior afinidade pela membrana das células
facilita a entrada dos polifenois isoprenilados no ambiente intracelular, melhorando assim os
aspectos farmacolégicos esperados (CHEN et al., 2014; KAMANNA ¢ KAMATH, 2024). Em
outros estudos, a presenca de subunidades isoprénicas se mostra fundamental na interagdo com
o sitio ativo de diferentes proteinas, como a lipo-oxigenase, um dos alvos terap€uticos para o
tratamento da inflamagdo (ZERAIK et al., 2021). Esses derivados também se destacam quanto
ao potencial antitumoral e antiproliferativo, frente a diferentes linhagens tumorais pela inibigdo
de alvos enzimaticos (FERRARO et al., 2022; ZHOU et al., 2023) ou promovendo um distarbio
no equilibrio redox das mitocondrias (EL GAAFARY et al., 2024). Aspectos farmacologicos
como a biodisponibilidade dos polifendis também pode ser melhorada com a adi¢do de
subunidades isoprénicas ao seu arcabougo principal (SALAMONE et al., 2021). A Figura 38
mostra as estruturas dos derivados que compdem a Série Il de amidas O-preniladas do acido

cafeico (3aP — 3fP).
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Figura 38. Estruturas das amidas do acido cafeico que compdem a Série Il de analogos O-prenilados das

amidas do acido cafeico (3aP ¢ 3fP).

A Figura 39 mostra a analise retrossintética para o planejamento sintético dos derivados da

Série I (3a — 3f) e dos anélogos estruturais da Série II (3aP — 3fP). A série foi sintetizada com
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base no protocolo estabelecido por Ribeiro e seus colaboradores (2019), fazendo uso do BOP
(hexafluorfosfato de benzotriazol-1-iloxytris(dimetilamino) fosfonio) como reagente de
acoplamento em meio alcalino. O BOP ¢ um reagente que ¢ amplamente utilizado na sintese de
amidas por substitui¢ao nucleofilica acilica (SNa¢), com rendimentos de reagdo satisfatorios
para derivados de ACs, reportados na literatura (RIBEIRO et al., 2019). Em sequéncia, a partir
do haleto de alquila correspondente, a sintese dos analogos O-prenilados foi conduzida em meio
alcalino (K2COs3), em condi¢des reacionais de substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sn2)
utilizando como agente alquilante o brometo de 3,3-dimetil-alila (BRUYERE et al., 2011). Esta
etapa visou a obtencao dos derivados 4-O-prenilados de amidas do 4cido cafeico. Os derivados

3-O-prenilados e 3,4-O-diprenilados ndo foram estudados.
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Figura 39. Analise retrossintética com a sequéncia utilizada na obtengao das Séries I e II de amidas do

acido cafeico (3a — 3f) e seus analogos O-isoprenilados (3aP — 3fP).

Apesar de inicialmente planejadas quanto ao potencial anti-inflamatorio, a diversidade de
propriedades farmacologicas associadas aos derivados de ACs levou a investigagao das Séries
I e II frente a outros alvos bioldgicos de interesse, sendo as atividades antiproliferativa (cancer
de mama triplo-negativo), antifingica (Sporothrix brasiliensis) e antiparasitaria (7rypanosoma
cruzi). Além disso, derivados isoprenilados sdo destacados na literatura por conta do potencial
anticancer (JEON et al., 2024; MENEZES et al., 2024) e no tratamento de doencas infeciosas
(OUFENSOU et al., 2021; SYCHROVA et al., 2022). Dentro desse contexto, para ampliar
nossa biblioteca de derivados baseados no arcabouco C¢-C3 dos ACs, o derivado 3e (anilida do
acido cafeico) foi usada como inspiragdo para a sintese da Série III de anilidas cinamicas (1e
— 5e) que, explorando a influéncia do anel aromatico na relagdo estrutura-atividade biologica.
A partir das lactamas, foi possivel obter a Série IV, composta por suas respectivas 3,4-
diidroquinolonas (L2, L3, LS5), uma modificagdo simples no arcabougo cindmico com

propriedades promissoras na literatura, em especial com relagdo ao potencial antimicrobiano




(LIetal.,2005; CASTAING etal.,2013; KHADEM e MARLES, 2024). A Figura 40 apresenta
as estruturas das anilidas cindmicas que compoem a Série III (1e — Se) e seus respectivos

analogos lactamicos da Série IV (L2, L3, LS).
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Figura 40. Estruturas das amidas do 4cido cafeico que compdem as Séries I1I (1e — Se) e as respectivas
lactamas sintetizadas para a Série IV (L2, L3 ¢ LS5).

A Figura 41 ilustra a andlise retrossintética que explica a sintese das anilidas da Série I11

(1e — Se) e suas respectivas lactamas (L1 — LS5).

1.R=R;=R,=H 2.R=OH,R;=R,=H 3.R=OH,R,=OH,R, = H
4.R=0H, R1 =OCH3, R2=H 5R=OH, R1 =OCH3, R2=OCH3

Figura 41. Analise retrossintética com a sequéncia utilizada na obteng@o das Séries IIl e IV de

anilidas cindmicas (1e — 5e) e suas respectivas lactamas (L2, L3, L5).

As anilidas cinamicas da Série I1I (1e — Se) foram sintetizadas com protocolo utilizado para
os derivados da Série I, descrito por Ribeiro e seus colaboradores (2019), substituindo o agente
de acoplamento, apenas na sintese das anilidas, pelo sal de urénio HATU (hexafluorfosfato de
azabenzotriazol tetrametiluronio), aminélise promovida por SNac (EL-FAHAM et al., 2011;
MASSOLO et al., 2020). A partir da Série I11, a ciclizacao foi realizada via adi¢cdo de Michael,

catalisada por acido trifluoracético e baseado na metodologia descrita por Li e colaboradores
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(2005), levando assim a formagdo das 3,4-diidroquinolonas que compdem a Série IV.

Em suma, a avaliagdo das atividades anti-inflamatoria e antiproliferativa foram conduzidas
com os derivados das Séries I (amidas do acido cafeico) e I (andlogos O-prenilados), ensaios
realizados na Universidade de Coimbra e Universidade do Porto, durante o doutorado sanduiche
realizado em Portugal. Junto com os derivados, as Séries III ¢ I'V foram sintetizadas e avaliadas
quanto a relacdo estrutura-atividade antifiingica e tripanocida, cujos ensaios foram realizados

na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Solventes e Reagentes

Reagentes comerciais de marcas, Merck Sigma-Aldrich, Acros e Vetec foram adquiridos e
utilizados sem maiores purificagdes nas sinteses dos compostos. Os solventes Metanol P.A,
N,N-dimetilformamida (DMF), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), hexano
(mistura de isomeros) e acetonitrila (ACN) foram adquiridas da VETEC-RJ ou Neon-RJ.

Os 4cidos utilizados nos procedimentos de sintese foram os acidos acético glacial (C2H4O2,
VETEC-RJ) e o 4cido cloridrico concentrado (HCI, VETEC-RJ); as bases utilizadas foram o
carbonato de potassio anidro (Na;COs), bicarbonato de sédio (NaHCOs;, NEON-RJ) e
trietilamina (TEA; C¢H 5N, TEDIA-BR).

Os derivados de ACs utilizados para o preparo das amidas foram os acidos cindmico
(CoHgO2, SIGMA-Aldrich), 4-hidroxicinamico (CoHgO3;, SIGMA-Aldrich), 3.4-
diidroxicinamico (CoHgOs, SIGMA-Aldrich), 3-metoxi-4-hidroxicindmico (CioH10O4,
SIGMA-Aldrich) e 3,5-dimetdxi-4-hidroxicindmico (C11H1205, ACROS ORGANICS).

O reagente de acoplamento BOP (hexafluorfosfato de benzotriazolil-1-oxi-
tris(dimetilamino)-fosfonio), n-propilamina (C3HoN), n-butilamina (C4H;iN), n-pentilamina
(CsH13N), n-hexilamina (C¢H15N), anilina (CsH7N) e benzilamina (C7H9N), e o brometo de 3,3-
dimetilalila (CsH9Br) foram adquiridos da  Sigma-Aldrich, enquanto o sal HATU

(hexafluorfosfato de azabenzotriazol-tetrametil-urdnio foi da marca Merck Sigma-Aldrich.

5.2. Acompanhamento e Purificacio dos Produtos de Sintese

As reacdes foram acompanhadas utilizando cromatografia de camada delgada (CCD) em
placas de aluminio revestidas por silica-gel, da marca SILICY CLE-UltraPure F-254(0,25 mm
de espessura) utilizando misturas de solventes apropriados. A visualizagdo das CCD foi
realizada com reveladores ndo destrutivo (lampada UV, 254 e 365 nm) ou com vapor de iodo
molecular (D).

A purificacdo dos produtos foi conduzida por recristaliza¢do utilizando misturas de DCM-
MeOH ou hexano-DCM (P.A.), a depender da estrutura do derivado, ou fazendo uso da técnica
de cromatografia em coluna gravitacional, utilizando como fase estacionaria silica-gel (70-230

mesh, Vetec ou Macherey-Nagel) que foi previamente tratada com NaH;PO4 para redugdo da
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acidez da fase estacionaria. A adsorcdo deste sal foi conduzida a partir de uma solug¢do contendo
5% em massa de diidrogenofosfato em dgua destilada (100 mL) misturados a 100 gramas de
silica-gel suspensos em 100 mL de acetona. A suspensdo permaneceu sob agitagao por 1 hora
e apds a remocao completa da mistura de solventes, a fase estacionaria foi ativada em estufa a

150 °C overnight para completa secagem (MAWANI e ORVIG, 2014).

5.3. Caracterizaciao dos Produtos de Sintese

Todos os pontos de fusdo dos compostos foram aferidos a partir do aparelho Biichi B-510
com termdmetro de mercirio da marca Incoterm com temperatura maxima de 250°C, sem
afericio do termometro. Os espectros de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) foram obtidos
em espectrometro Bruker 500 Avanve III Ultrashield (Central Analitica Multiusuério da
UFRRJ). As amostras foram diluidas em DMSO-Ds e os deslocamentos quimicos (8) foram
reportados em partes por milhdo (ppm), com valores corrigidos tendo como referéncia o
deslocamento do solvente que foi utilizado nas andlises (2,5 ppm para 'H e 39,5 ppm para '*C).
Entre parénteses estao representadas as abreviagdes das multiplicidades: ((s) simpleto, dupleto
(d), duplo-dupleto (dd), tripleto (¢), duplo-tripleto (df), quarteto (¢) ou multipleto (m).), o
numero de hidrogénios exibido pela integral relativa e a constante de acoplamento (J) expressa
em Hertz (Hz).

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em um
espectrometro Bruker, modelo FT-IR Vertex 70, pela técnica de ATR; os dados foram
processados em niimero de onda, na faixa de 400 a 4000 cm™'. Os espectros de EM foram
obtidos em um espectrometro de massas QP2010 Plus (Shimadzu), com modo de ionizagdo por
impacto de elétrons (70 eV), composto por analisador quadrupolo, e a varredura dos ions foi
feita na faixa de 40 a 400 unidades de massa atdmica. Todos os fragmentos foram descritos
como razao de massa atdmica por carga (m/z).

A pureza cromatografica dos produtos sintetizados foi avaliada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, em um cromatdgrafo Prominence (Shimadzu) acoplado a um espectrometro
de massas (LCMS 2020). O cromatografo foi composto por duas bombas LC-20AT (solventes
A e B), e as substancias detectadas a partir de um detector de fotodiodos SPD-M20A. A injecao
foi conduzida de forma automadtica em autoinjetor do tipo SIL-10A. Foi utilizada uma coluna
de fase reversa (C18, 250 mm x 4,6 mm d.i. x 5 uM, Betasil-Thermo), mantida a 40 °C. A fase
moével foi composta por uma mistura de dgua ultrapura obtida através de um sistema Milli-Q

(Millipore, SP) acidificada com 1% de CH3COOH espectroscopico (marca), como solvente A,
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e metanol (marca) acidificado com 1% de CH3COOH, como solvente B, com fluxo constante
de 1,0 mL.min-1 com gradiente linear de elui¢ao iniciado em 70% de B por 2 minutos, 70-85%
de B em 5 minutos, 85-100% de B em 5 minutos, com retorno a 35% de B apos 3 minutos.
Todos os compostos foram analisados em metanol espectroscOpico em uma concentragao de
100 uM e as solugdes foram filtradas através de uma membrana PVDF com dimensdes de 13

mm x 0,45 uM (Analitica).

5.4. Sintese da Série I - Amidas do Acido Cafeico (3a — 3f)

O 1. TEA (1,0 eq.), DMF, O
HO N 0 °C, 30 min HO e R
> N~
2. NH,R, BOP/DCM (1,0 eq.), H
6 horas (0°C -t. a.)
HO 3) HO (3a - 3f)

Figura 42. Esquema geral de sintese das amidas do acido cafeico que compdem a Série 1.

Em um baldo de 10 mL de fundo redondo contendo uma barra de agitacdo magnética, 0,5
g de acido cafeico (~ 2,77 mmol) foram solubilizados com 2,5 mL de DMF e 300 uL de TEA,
e a mistura reacional foi mantida sob constante agitacio em banho de gelo por 30 minutos.
Apos esse periodo, foram adicionados, ainda em banho de gelo, 1,0 equivalente de cada uma
das aminas: n-propilamina (3a), n-butilamina (3b), n-pentilamina (3¢), n-hexilamina (3d),
anlina (3e) e benzilamina (3f) e, imediatamente, foi adicionada a suspensdo contendo 1,0
equivalente do reagente de acoplamento BOP em 2,5 mL de DCM. A mistura reacional
permaneceu a 0 °C por mais 30 minutos, sendo conduzida a temperatura ambiente por mais 6
horas (RIBEIRO et al., 2019). A Tabela 2 apresenta os rendimentos obtidos para os produtos
da Série 1.

O monitoramento do progresso reacional foi realizado por CCDA em silica-gel com uma
mistura binaria de DCM-MeOH a 5% até o completo consumo do acido cafeico, em todas as
reacoes, € a formacgao de um produto mais lipofilico na parte superior do cromatograma gerado
apos revelagdo por lampada UV ou L. Apos a finalizagdo da reagdo, a mistura contendo os
produtos foi diluida em 100 mL de 4gua destilada, e particionada, em funil de separagdo, com
AcOEt (2 x 100 mL). A fase orgénica reunida foi lavada, sequencialmente, com solugdo de
HCI1 1M (3 x 100 mL), dgua destilada (3 x 100 mL), solugao de NaHCO3 a 10% (3 x 100 mL),
e por fim com agua destilada (3 x 100 mL ). As fases organicas foram secas sob Na>SO4 anidro,

filtrados e evaporados a vacuo em evaporador rotatorio (marca Buchi).
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A purificacdao dos derivados 3a (propilamida do 4cido cafeico), 3b (butilamida do 4cido
cafeico) e 3e (anilida do 4cido cafeico) foi realizada em uma coluna aberta preenchida com
silica-gel impregnada NaH,PO4 para maximizar a recuperagao dos produtos, evitando assim a
degradacao. O processo de eluicao se deu com um gradiente linear contendo a mistura de DCM-
MeOH entre 0 e 10% em volume. Os demais produtos (3¢, 3d, 3f) foram purificados por
recristalizacdo em mistura de DCM-MeOH. A caracterizag¢ao de todos os produtos foi realizada
pelas analises dos espectros de RMN ('H e '*C), IV e EM, além da determinacio dos pontos de
fusdo em comparagao com a literatura, quando pertinente. Os espectros utilizados para a

elucidagdo estrutural se encontram em anexo.

Caracterizacdo dos Produtos da Série |

[3a] — (2E)-3-(3,4-diidroxifenil)-N-propilacrilamida (C12HisNOs, 221,25 g.mol™!):

34,7%. Soélido branco. Ponto de Fusao: 172,8-173,4 °C.

IV (cm™): 3437 e 3325; 3106; 2968; 1646; 1584; 1365; 1206.

'H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): 8u (ppm): 0,86 (Huo; ¢, J = 7,4Hz, 3H); 1,45 (Ho; m, 2H); 3,10
(Hs; dd, J;=12,9 Hz, J=6,4 Hz, 2H); 6,32 (Ha; d, J.= 15,7 Hz, 1H); 6,73 (Hs; d, J,= 8,1 Hz,
1H); 6,82 (Hs; dd, J»= 1,9 Hz, J,= 8,1 Hz, 1H); 6,94 (H2; d, J»= 1,9 Hz, 1H); 7,22 (Hp; d, Jp
= 15,7 Hz, 1H); 7,97 (N-H; ¢, J= 5,5 Hz, 1H).

3C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 11,5 (C10); 22,5 (Co); 40,5 (Cs); 115,8 (C2); 115,9
(Ce); 118,7 (Cs); 120,4 (Ca); 126,5 (C1); 139,0 (Cp); 145,6 (Cs); 147,3 (Ca); 165,4 (Cr).
EM-ESI (-): m/z 220 [M].

[3b] — (2E)-3-(3,4-diidroxifenil)-N-butilacrilamida (C13H;7NO3, 235,28 g.mol™):

43,5%. Solido branco. Ponto de Fusao: 143,1-144,8 °C.

IV (cm): 3484 e 3346; 3095; 2951; 1648; 1585; 1350; 1195.

"H RMN (500 MHz, DMSO-D): 81 (ppm): 0,88 (Hu1;¢,J=7,3Hz, 3H); 1,30 (Hio; m, 2H); 1,42
(Ho; m, 2H); 3,14 (Hs; dd, J;= 12,7 Hz, J>= 6,7 Hz, 2H); 6,32 (Ha; d, J,= 15,7 Hz, 1H); 6,73
(Hs; d, J,= 8,2 Hz, 1H); 6,82 (He; dd, J.= 1,8 Hz, J,= 8,2 Hz, 1H); 6,93 (H2; d, J»= 1,9 Hz,
1H); 7,21 (Hg; d, Jp= 15,7 Hz, 1H); 7,94 (N-H; ¢, J = 5,5 Hz, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 13,7 (C11); 19,66 (C10); 31,4 (Co); 38,2 (Cs); 113,8
(C2); 115,7 (Ce); 118,6 (Cs); 120,3 (Ca); 126,4 (Cr); 138,4 (Cp); 145,5 (C3); 147,2 (Cq); 165,3
(C?).
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EM-ESI (-): m/z 234 [M7].

[3¢] — (2E)-3-(3,4-diidroxifenil)-N-pentilacrilamida (C14H19NO3, 249,31 g.mol™):

67,5%. Solido branco. Ponto de Fusdo: 132,5-123,6 °C (ref. 133-134 °C).

IV (cm™): 3512 € 3314; 3111; 2956; 1654; 1559; 1360; 1206.

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): 8u (ppm): 0,87 (Hiz; ¢, J = 6,9Hz, 3H); 1,28 (H11-10; m, 4H);
1,44 (Ho; m, 2H); 3,13 (Hs; dd, J;= 12,7 Hz, J>= 6,8 Hz, 2H); 6,32 (Ho; d, J.= 15,7 Hz, 1H);
6,73 (Hs; d, J,= 8,1 Hz, 1H); 6,82 (Hs; dd, Jn=1,9 Hz, J,= 8,2 Hz, 1H); 6,93 (H2; d, J»= 1,9
Hz, 1H); 7,21 (Hg; d, Js= 15,7 Hz, 1H); 7,92 (N-H; ¢, J= 5,5 Hz, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 13,89 (C12); 21,8 (C11); 28,7 (C10); 28,9 (Co); 38,6
(Cs); 113,8 (C2); 115,7 (Cs); 118,7 (Cs); 120,3 (Ca); 126,4 (C1); 138,8 (Cp); 145,5 (C3); 147,2
(C4); 165,2 (C7).

EM-ESI (-): m/z 248 [M].

[3d] — (2E)-3-(3,4-diidroxifenil)-N-hexilacrilamida (C1sH21NOs, 263,33 g.mol™!):

70,8%. Solido branco. Ponto de fusdo: 141,0-142,4 °C (ref. 142 °C).

IV (cm™): 3496 e 3362; 3165; 2951; 1644; 1585; 1360; 1200.

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): &u (ppm): 0,86 (H13; ¢, J = 6,9Hz, 3H); 1,26 (Hiz2-10; m, 6H);
1,42 (Ho; m, 2H); 3,13 (Hs; dd, J;= 12,7 Hz, J>= 6,8 Hz, 2H); 6,31 (Ha; d, J.= 15,7 Hz, 1H);
6,73 (Hs; d, J,= 8,1 Hz, 1H); 6,82 (Hs; dd, J»= 1,9 Hz, J,= 8,2 Hz, 1H); 6,93 (H2; d, J»=1,9
Hz, 1H); 7,21 (Hp; d, Js= 15,7 Hz, 1H); 7,94 (N-H; ¢, J= 5,5 Hz, 1H); 9,24 (O-H; s, 2H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 14,4 (C13); 22,5 (C12); 26,6 (C11); 29,7 (Cro); 31,5
(Cv); 39,1 (Cs); 114,2 (C2); 116,2 (Cs); 119,1 (Cs); 120,8 (Ca); 126,4 (C1); 138,8 (Cp); 145,5
(C3); 147,2 (Ca); 165,6 (Cv).

EM-ESI (-): m/z 262 [M].

[3¢] — (2E)-3-(3,4-diidroxifenil)-N-fenilacrilamida (C1sH13NO3, 255,27 g.mol!):

55,8%. Solido branco. Ponto de Fusdo: 177,5-178,9 °C (ref. 179 °C).

IV (cm™): 3427 e 3340; 3245; 2956; 1648; 1585; 1370; 1190.

'H RMN (500 MHz, DMSO-Dq): 8 (ppm): 6,54 (Ha; d, Jo= 15,6 Hz, 1H); 6,91 (He; dd, Jn =
1,9 Hz, J,= 8,2 Hz, 1H); 6,78 (Hs; d, J,= 8,1 Hz, 1H); 7,01 (Hz; d, Jn= 1,9 Hz, 1H); 7,05 (Ha;
d,J="74¥Hz, 1H); 7,31 (H,s; £, J = 7,9 Hz, 2H); 7,40 (Hp; d, Js= 15,6, 1H), 7,68 (Hz, ¢, d, J
=77, 2H), 10,6 (N-H; s, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-De): 8¢ (ppm): 114,0 (Ca); 115,8 (Cs); 118,5 (Cs); 119,1 (Cz, 6');
120,8 (Ca); 123,1 (C#); 126,2 (C1); 128,8 (Cy,5); 139,5 (Cp); 140,8 (Crv); 145,6 (C3); 1477
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(Cq); 164,1 (C7).
EM-ESI (-): m/z 254 [M].

[3f] — (2E)-3-(3,4-diidroxifenil)-N-benzilacrilamida (C16H1sNO3, 269,30 g.mol™):

58,3%. Solido branco. Ponto de Fusdo: 165,7-166,5 °C (ref. 165 °C).

IV (cm™): 3469 e 3298; 3180; 3026; 1638; 1575; 1356; 1211.

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): § (ppm): 4,38 (Hs; d, J= 5,6 Hz, 1H); 6,40 (Ho; d, Jo= 15,7
Hz, 1H); 6,75 (Hs; d, Jo= 8,1 Hz, 1H); 6,85 (He; dd, J»= 1,9 Hz, J,= 8,2 Hz, 1H); 6,95 (H2; d,
Jn=1,9 Hz, 1H); 7,19 — 7,41 (H>-¢ ¢ Hp; m, 6H); 8,48 (N-H; ¢, J=5,7 Hz, 1H).

3C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 42,2 (Cs); 113,8 (C2); 115,8 (Cs); 118,3 (Cs);
120,5 (C#); 126,1 (C1); 126,3 (Cs); 127,7 (C2,6); 128,3 (Cs,57); 139,5 (Cr); 139,60 (Cp);
145,6 (C3); 147.,4 (C4); 165,4 (C7).

EM-ESI (-): m/z 268 [M].

5.5. Sintese da Série II — Amidas do Acido Cafeico O-preniladas (3aP — 3fP)

O 1. K,CO5 (1,0 eq.), O
HO N R DMF,0°C,30 min HO X R
H 2. Brometo de prenila (1,27 H
HO eq.), t.a., 1h. NN o
(3a - 3f) (3aP - 3fP)

Figura 43. Esquema geral para a sintese dos andlogos O-prenilados que compoem a Série I1.

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL de capacidade contendo uma barra de agitacao
magnética, 0,05 g de cada uma das amidas da Série I (3a — 3f) foram solubilizadas em 1,0 mL
de DMF. O sistema reacional foi resfriado a 0 °C com banho de gelo, e entdo foram adicionados
1,2 equivalentes/mol de K>COs3 anidro; a mistura reacional permaneceu sob agitagdao por 15
minutos, e 0,6 equivalentes/mol do agente alquilante brometo de prenila foram adicionados a
mistura alcalina. Apds 15 minutos sob agitacdo constante, mais 0,6 equivalentes/mol do
alquilante foram adicionados, em um total de 1,2 equivalentes finais, e a mistura foi mantida a
temperatura ambiente por 1 hora.

O monitoramento do progresso reacional foi realizado por CCDA em silica-gel com uma
mistura binaria de DCM-MeOH a 1% até se observar o consumo das amidas de partida, ¢ a

observacdo da formacdo de um produto mais lipofilico na parte superior do cromatograma
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observado na lampada UV 254nm ou > .Apo6s a finalizagdo da reagdo, a mistura contendo os
produtos foi diluida em 100 mL de agua destilada, e particionada com AcOEt (2 x 100 mL). A
fase organica reunida foi lavada, sequencialmente, utilizando solugdes aquosas de acido acético
glacial a 10% (3 x 100 mL), 4gua destilada (3 x 100 mL), solu¢do de NaHCO3 a 10% (3 x 100
mL), e por fim dgua destilada (3 x 100 mL). As fases organicas foram secas sob Na;SO4 anidro,
filtrados e evaporados a vacuo, em evaporador rotatorio (marca Buchi).

Os produtos foram purificados por recristalizagdo utilizando uma mistura de hexano-DCM
e a caracterizagcdo dos produtos foi conduzida pela determinagdo dos seus respectivos pontos
de fusdo, analises dos espectros de RMN ('H e *C), de IV e EM. Os espectros utilizados para
a elucidacao estrutural se encontram em anexo. Os derivados prenilados que compdem a Série
II deste trabalho sdo inéditos na literatura. Os espectros e demais analises que foram utilizadas

na elucida¢ao estrutural encontram-se em anexo.

Caracterizacao dos Produtos da Série 11

[3aP] — (2FE)-3-[3-hidroxi-4-(3-metilbut-2-en-1-il)oxifenil]-N-propilacrilamida (Ci7H23NOs3,
289,37 g.mol™!):

34,7%. Soélido branco. Ponto de Fusao: 134-135,7 °C.

IV (cm™): 3427 e 3340; 3245; 2956; 1648; 1585; 1370.

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): &u (ppm): 0,86 (Huo; ¢, J = 7,4 Hz, 3H); 1,52 (Ho; m, 2H);
1,70 (Ha4a; s, 3H); 1,74 (H4e; s, 3H); 3,11 (Hs; dd, J;= 13,0 Hz, J>= 6,7 Hz, 2H); 4,55 (H4a; d,
J=6,6 Hz, 2H); 5,44 (Hap; t, J= 6,6 Hz, 1H); 6,38 (H«; d, J,= 15,7 Hz, 1H); 6,92 (Hs-6; s, 2H);
6,97 (Hz; s, 1H); 7,25 (Hg; d, Jy= 15,7 Hz, 1H); 8,00 (N-H; ¢, J = 5,6 Hz, 1H); 9,11 (O-H; s,
1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 11,5 (C10); 18,5 (Cae); 22,9 (Co); 25,9 (Caa); 40,4
(Cs); 65,0 (C4a); 113,8 (C2); 113,9 (Ce); 119,6 (Cs); 120,1 (Ca); 120,2 (Cab); 127,8 (C1); 136,8
(Cac); 138,5 (Cp); 147,0 (C3); 148,2 (Ca); 165,1 (Cr).

EM-QTOF-(-): 288,1607 (calculado: 288,1678).

[3bP] — (2E)-3-[3-hidroxi-4-(3-metilbut-2-en-1-il)oxifenil]-N-butilacrilamida (CisH25NOs3,
303,40 g.mol™):

43,5%. Solido branco. Ponto de Fusao: 128,5-129,3 °C.

IV (cm™): 3484 ¢ 3346; 3095; 2951; 1648; 1585; 1350; 1195.
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"H RMN (500 MHz, DMSO-Ds): 8u (ppm): 0,86 (Hut; ¢, J = 7,4Hz, 3H); 1,30 (H1o; m, 2H);
1,49 (Ho;m, 2H); 1,70 (Hae; s, 3H); 1,74 (Haa; s, 3H); 3,15 (Hs; dd, J;= 12,7 Hz, J>= 6,8 Hz,
2H); 4,55 (H4a; d, J = 6,6 Hz, 2H); 5,44 (Hap; t, J= 6,6 Hz, 1H); 6,37 (H«; d, J.= 15,7 Hz, 1H);
6,92 (Hs-6; s, 2H); 6,97 (H2; s, 1H); 7,24 (Hg; d, Jg= 15,7 Hz, 1H); 7,98 (N-H; t, J = 5,6 Hz,
1H); 9,12 (O-H; s, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 14,1 (C11); 18,5 (C4e); 20,1 (C1o); 25,9 (C4a); 31,8
(C9); 38,7 (Cs); 65,0 (Caa); 113,4 (C2); 113,5 (Ce); 119,6 (Cs); 120,1 (Ca); 120,2 (Cab); 127,8
(C1); 136,9 (Cac); 138,5 (Cp); 147,0 (C3); 148,2 (Ca); 165,1 (Cr).

EM-QTOF-(+): 304,1913 (calculado: 304,1834).

[3cP] — (2E)-3-[3-hidroxi-4-(3-metilbut-2-en-1-il)oxifenil]-N-pentilacrilamida (Ci9H27NOs3,
317 g.mol™):

67,5%. Sélido branco. Ponto de Fusao: 126-9-127,8 °C.

IV (cm™): 3512 € 3314; 3111; 2956; 1654; 1559; 1360; 1206.

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): &u (ppm): 0,87 (Hiz; ¢, J = 6,9 Hz, 3H); 1,28 (Hu1, 10; m, 4H);
1,44 (Ho; m, 2H); 1,70 (H4e; s, 3H); 1,74 (Haa; s, 3H); 3,14 (Hs; dd, J;= 12,8 Hz, J>= 6,8 Hz,
2H); 4,55 (H4a; d, J= 6,6 Hz, 2H); 5,44 (Hap; ¢, J = 6,6 Hz, 1H); 6,37 (Ho; d, J.= 15,7 Hz, 1H);
6,92 (Hs,s; s, 2H); 6,97 (Hz; s, 1H); 7,24 (Hg; d, Jp= 15,7 Hz, 1H); 7,98 (N-H; t, J = 5,6 Hz,
1H); 9,10 (O-H; s, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 13,9 (C12); 18,5 (C4e); 22,3 (C11); 25,8 (C4a); 28,7
(C1o); 28,7 (Co); 38,6 (Cs); 65,5 (C4a); 113,5 (C2); 113,6 (Ce); 119,6 (Cs); 120,0 (Co); 120,1
(Cap); 127,8 (C1); 136,8 (Cac); 138,5 (Cp); 147,0 (Cs); 148,2 (Ca); 165,1 (Cr).

EM-QTOF-(+): 318,2073 (calculado: 318,1991).

[3dP] — (2E)-3-[3-hidroxi-4-(3-metilbut-2-en-1-il)oxifenil]-N-hexilacrilamida (C20H20NOs3,
317 g.mol™):

70,8%. So6lido branco. Ponto de Fusdo: 123,4-124,8 °C.

IV (em™): 3496 e 3362; 3165; 2951; 1644; 1585; 1360; 1200.

'"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): 8u (ppm): 0,87 (Hiz; ¢, J = 6,8 Hz, 3H); 1,27 (Hi2-10; m, 6H);
1,42 (Ho; m, 2H); 1,70 (H4e; s, 3H); 1,74 (Haa; s, 3H); 3,14 (Hs; dd, J;= 12,8 Hz, J>= 6,8 Hz,
2H); 4,55 (H4a; d, J= 6,6 Hz, 2H); 5,44 (Hap; t, J = 6,6 Hz, 1H); 6,37 (Ho; d, J.= 15,7 Hz, 1H);
6,92 (Hs,6; s, 2H); 6,97 (Hz2; s, 1H); 7,24 (Hp; d, Jp= 15,7 Hz, 1H); 7,98 (N-H; ¢, J = 5,6 Hz,
1H); 9,12 (O-H; s, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-d6): ¢ (ppm): 14,0 (C13); 18,1 (C4e); 22,1 (C12); 24,5 (C11); 26,2

65



(Caa); 29,2 (Cro); 31,1 (Co); 38,6 (Cs); 65,0 (Caa); 113,4 (C2); 113,5 (Ce); 119,6 (Cs); 120,1
(Ca); 120,2 (Can); 127,8 (C1); 136,8 (Cac); 138,5 (Cp); 147,2 (C3); 148,2 (Ca); 165,1 (Cr).
EM-QTOF-(+): 332,2231 (calculado: 332,2147).

[3eP] — (2E)-3-[3-hidroxi-4-(3-metilbut-2-en-1-il)oxifenil]-N-fenilacrilamida (C20H21NOs3,
323,39 g.mol!):

55,8%. Soélido branco. Ponto de Fusao: 163,3-165,5 °C.

IV (cm™): 3427 e 3340; 3245; 2956; 1648; 1585; 1370; 1190.

'H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): &u (ppm): 1,71 (Hae; s, 3H); 1,75 (Haa; s, 3H); 4,57 (Haa; d,
J=6,3 Hz, 2H); 5,45 (Hap; t, J = 6,3 Hz, 1H); 6,60 (Ho; d, J.= 15,6 Hz, 1H); 6,93 — 7,09 (Hz,
s,6,4; m, 4H); 7,32 (H3,5; t,J="7,8 Hz, 2H); 7,43 (Hp; d, Jsg= 15,7 Hz, 1H); 7,69 (H2,¢; t, J =
7,8 Hz, 2H); 9,12 (O-H; s, 1H); 10,09 (N-H; s, 1H).

3C RMN (125 MHz, DMSO-De): 8¢ (ppm): 18,0 (Cae); 25,5 (Caa); 65,0 (Ca); 113.5 (C2);
113,5 (Ce); 119,1 (C2); 119,4 (Cs); 120,1 (Co); 120,6 (Cab); 123,2 (Ca); 127,5 (C1); 128,8
(Cs); 136,9 (Cac); 139,4 (Cp); 140,4 (Cr); 147,1 (Cs); 148,6 (Ca); 1639 (Cr).

EM-QTOF-(+): 324,1607 (calculado: 334,1521).

[3fP] — (2FE)-3-[3-hidroxi-4-(3-metilbut-2-en-1-il)oxifenil]-N-benzilacrilamida (C21H23NOs3,
337,41 g.mol!):

58,3%. So6lido branco. Ponto de Fusdo: 147,3-148,5 °C.

IV (cm™): 3469 e 3298; 3180; 3026; 1638; 1575; 1356; 1211.

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): § (ppm): 1,70 (Ha4e; s, 3H); 1,74 (Haq; s, 3H); 4,39 (Hs; d, J
= 5,9 Hz, 2H); 4,55 (Haa; d, J = 6,6 Hz, 2H); 5,44 (Hap; t, J = 6,6 Hz, 1H); 6,45 (Ho; d, Jo=
15,7 Hz, 1H); 6,94 (Hz,s; s, 2H); 6,99 (He; s, 1H); 7,19 — 7,38 (H2’ - ¢>, Hp; m, 6H); 8,52 (N-H;
t,J=5,8 Hz, 1H); 9,18 (O-H; s, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8¢ (ppm): 18,0(Cae); 25,5 (Caq); 42,1 (Cs); 65,05 (C4a); 113,5
(C2); 113,5 (Ce); 119,2 (Cs); 120,2 (Cap); 120,3 (Ca); 126,8 (Co); 127,4 (C2,6); 127,7 (C1);
128,3 (C3,5); 136,8 (Cac); 139,2 (Cr); 139,5 (Cp); 147,0 (Cs); 148,6 (Ca); 160,3 (Cr).
EM-QTOF-(-): 336,1606 (calculado: 336,1678).
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5.6. Sintese da Série II1 — Anilidas Cinamicas (1e — Se)

O 1. TEA (1,0 eq.), ACN, o /@
R 0 °C, 30 min R
2 A OH 2 A

> N
2. NH,Ph, HATU/DCM (1,0 H
R1 eq.), overnight (0 °C - t. a.) R1

Rs (1-5) R; (1e - 5e)
1.R1=R2=R3=H 2.R1=OH,R2=R3=H 3.R1=R2=OH,R3=H
4. R1 =OH, R2=OCH3, R3=H 5. R1 = OH, R2=R3=OCH3

Figura 44. Esquema geral para a sintese das anilidas que compdem a Série III.

Em um tubo reacional de 10 mL de capacidade, 0,1 g de cada um dos derivados de ACs
acho melhor colocar os nomes de cada (1 — 5) foi solubilizado com 2,0 mL de ACN e 100 pL.
de TEA em banho de gelo, e a mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 30 minutos. De
forma semelhante ao protocolo utilizado para a sintese da Série I, o reagente de acoplamento
HATU (1,0 equivalente) foi transferido para o meio reacional na forma de suspensdo com 2,0
mL de DCM, e a reacdo foi conduzida a temperatura ambiente overnight. O término da reacao
foi monitorado por CCD em silica-gel, utilizando uma mistura binaria de DCM-MeOH 5%
revelada com auxilio de lampada UV (A = 254 nm). Apos a finaliza¢do da reagdo, a mistura
contendo os produtos foi diluida em 100 mL de dgua destilada, e particionada com AcOEt (2 x
100 mL). A fase organica reunida foi transferida novamente para o funil de separagado e lavada,
sequencialmente, com solucdo de HCI 1M (3 x 100 mL), 4gua destilada (3 x 100 mL), solucao
de NaHCO3 a 10% (3 x 100 mL), e por fim adgua destilada (3 x 100 mL). As fases organicas
reunidas foram secas sob sulfato de sodio anidro, filtrados e evaporados a vacuo, em evaporador
rotatorio (marca Buchi). Os produtos foram purificados por recristalizagdo utilizando uma
mistura de DCM-MeOH. A caracterizagdo dos produtos foi conduzida pela determinagdo dos
respectivos pontos de fusdo, analises dos espectros de RMN ('H e *C), de IV e EM. Os

espectros utilizados para a elucidacao estrutural se encontram em anexo.

Caracterizacdo dos Produtos da Série 111

[1e] — (2E)-3-fenil-N-fenilacrilamida (C1sH3NO, 223,27 g.mol™):
82%. Sélido branco (p. f. 150-153 °C).
IV (cm™): 3245; 2956; 1648; 1585; 1370; 1190.



'H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): § (ppm): 6,84 (He; d, Jo= 15,6 Hz, 1H); 7,07 (He; 1, J = 7,4
Hz, 1H); 7,34 (Hs,s; t, J = 7,8 Hz, 2H); 7,44 (Hs,4,5; m, 3H); 7,59 (Hp; d, Jz= 15,8 Hz, 1H);
7,63 (Ha,6; d, J = 7,4 Hz, 2H); 7,70 (Hz,¢; d, J = 8,0 Hz, 2H); 10,23 (N-H; s, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): § (ppm): 119,4 (C,); 122,3 (Ca); 123,4 (C+); 127,8 (C3,
5); 128,7 (Ca,6); 129,1 (C3,5); 129,8 (Ca); 134,4 (C1); 139,3 (Cr); 140,2 (Cp); 163,5 (C7).
EM-ESI (+): m/z 224 [M*].

[2e] — (2E)-3-(4-hidroxifenil)-N-fenilacrilamida (C15H13NO2, 239,27 g.mol™!):

75%. Soélido branco (p. f. 195-153 °C).

IV (cm™): 3245; 2956; 1648; 1585; 1370; 1190.

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): 8 (ppm): 6,62 (Ha; d, Jo= 15,4 Hz, 1H); 6,82 (Hz,6; d, J = 8,5
Hz, 2H); 7,04 (H«; t, J=7,4 Hz, 1H); 7,32 (H3,s; ¢, J=7,8, 2H); 7,48 (H2, ¢, Hp; m, 3H); 7,69
(Hs,s; d, J= 8,4 Hz, 2H); 9,95 (O-H; s, 1H); 10,09 (N-H; s, 1H).

3C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): 8 (ppm): 116,0 (C3,5); 118,8 (Ca); 119,3 (Cr,37); 123,3 (C);
125,9 (C1); 129,0 (C3,5); 129,7 (C2,6); 139,7 (Cr); 140,5 (Cp); 159,4 (C4); 164,2 (Cr).
EM-ESI (+): m/z 240 [M*].

[4e] — (2E)-3-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-N-fenilacrilamida (C16HisNO3, 269,30 g.mol™):

82%. Solido branco (p. f. 150-153 °C).

IV (cm™): 3422; 3245; 2956; 1648; 1585; 1370; 1190.

'"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): § (ppm): 3,83 (Hza; 5, 3H); 6,64 (He; d, J,= 15,4 Hz, 1H);
6,82 (Hs; d, J = 8,2 Hz, 1H); 7,05 (Hs,4; m, 2H); 7,19 (Hz; s, 1H); 7,32 (H3,5; t, J = 7,8 Hz,
2H); 7,49 (Hg; d, Jsg= 15,8 Hz, 1H); 7,69 (H2,¢; d, J = 8,2 Hz, 2H); 9,56 (O-H; s, 1H); 10,10
(N-H; s, 1H).

3C RMN (125 MHz, DMSO-Ds): & (ppm): 55,5 (C3a); 110,8 (C2); 115,7 (Cs); 118,9 (C);
119,1 (C2,¢); 122,0 (Ca); 123,1 (Cs); 126,2 (C1); 128,8 (C3,5); 139,5 (Cr); 140,7 (Cp); 147,9
(C3); 148,9 (Cya); 164,0 (Cr).

EM-ESI (+): m/z 270 [M*].

[Se] — (2E)-3-(3,5-dimetoxi-4-hidroxifenil)-N-fenilacrilamida (C17H17NO4, 299,32 g.mol™):
70%. Sélido branco (p. f. 101-103 °C).

IV (cm™): 3427; 3245; 2956; 1648; 1585; 1370; 1190.

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): & (ppm): 3,81 (H3a, 5a; 5, 6H); 6,67 (Ha; d, J,= 15,8 Hz, 1H);
6,92 (Hz,6; s, 2H); 7,04 (Ha; ¢, J=7,4 Hz, 1H); 7,32 (H2,¢; t, J = 7,8 Hz, 2H); 7,50 (Hg; d, Jp



= 15,5 Hz, 1H); 7,69 (Hz-s; d,J = 8,2 Hz, 2H); 8,94 (O-H; s, 1H); 10,11 (N-H; s, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): & (ppm): 56,0 (Caa, 5a); 105,4 (Ca,6); 119,1 (Cz,); 119,3
(Ca); 123,2 (Cx,5); 125,1 (C1); 128,8 (Ca,6); 137,7 (C4); 139,5 (Crv); 141,0 (Cp); 148,1 (Cs,5);
164,0 (C?).

EM-ESI (+): m/z 300 [M*].

5.7. Sintese da Série IV — Lactamas (L1 — L5)

o /@ 1. TFA, Refluxo, 1 H
R hora. R
2 XN - 2 o
H 2. H,0
R4 Ry

Rs (1e - 5e) Rs (L1-L5)
1.R1=R2=R3=H 2.R1=OH,R2=R3=H 3.R1=R2=OH,R3=H
4. R1 =OH, R2=OCH3, R3=H 5. R1 =OH, R2=R3=OCH3

Figura 45. Esquema geral para a sintese das lactamas que compdem a Série 1V.

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL de capacidade, 0,02 g de cada um dos derivados
1e —5e foi solubilizado com 3,0 mL de TFA. Um condensador foi acoplado ao baldo, e a mistura
reacional foi aquecida sob refluxo por 1 hora. O final da reacdo foi monitorado por CCD em
silica-gel, utilizando uma mistura binaria de DCM-MeOH 3% revelada com auxilio de lampada
UV (A =254 nm). Apds o consumo completo dos reagentes, a mistura foi vertida em 30,0 mL
de 4gua gelada, onde a formacao de um soélido foi observada, e a suspensdo permaneceu sob
resfriamento por 30 minutos. O soélido foi filtrado a vacuo, e a fase aquosa foi transferida para
um funil de separacdo e extraida com AcOEt (2 x 30,0 mL). A fase organica reunida foi entdao
lavada sequencialmente com agua destilada (3 x 30,0 mL), solugdo de NaHCO3 10% (3 x 30,0
mL) e 4dgua destilada (3 x 30,0 mL). A fase organica foi seca sob Na>SO4 anidro, filtrados e
evaporados a vacuo. Os produtos formados foram purificados por recristalizagao utilizando
uma mistura de DCM-MeOH. A caracterizagdo dos produtos foi conduzida pela determinacao
dos respectivos pontos de fusdo, analises dos espectros de RMN ('H e 13C), de IV e EM. Os

espectros utilizados para a elucidacdo estrutural se encontram em anexo.
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Caracterizacdo dos Produtos da Série 1V

[L2] — 4-(4-hidroxifenil)-3,4-diidroquinolin-2(1/4)-ona (C1sH13NOz, 239,27 g.mol™):

72%. Soélido branco (p. f. 198 — 200 °C).

IV (cm™): 3196; 3010; 1644; 1579; 1526; 1392;

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): § (ppm): 2,71 (He; gd, J = 6,62 e 16,08, 2H); 4,18 (Hg; t, J =
6,78, 1H); 6,69 (Hs,s; d,J = 8,51, 2H); 6,90 (H2:,3°,4’; m, 3H); 6,96 (Hz,6; d, J = 8,51, 2H); 7,16
(Hs; t, J= 8,04 Hz, 1H); 9,34 (O-H; s, 1H); 10,19 (N-H; s, 1H).

3C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): & (ppm): 38,1 (Cq); 40,1 (Cg); 115,3 (Cs,5); 120,5 (Cs);
122,2 (C2); 127,0 (Cr); 127,5 (Cs); 128,0 (C3); 128,4 (C2,6); 132,5 (Ce); 138,0 (Cr); 156,1
(C4); 1694 (Cr).

EM-ESI (+): m/z 240 [M™].

[L3] — 4-(3,4-diidroxifenil)-3,4-diidroquinolin-2(14)-ona (C1sHi3NO3, 255,27 g.mol ™).

72%. Solido branco (p. f. 210 — 214 °C).

IV (cm™): 3427 e 3340; 3145; 1654; 1556; 1515; 1299;

"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg): & (ppm): 2,68 (He; gd, J= 6,31 e 16,08 Hz, 2H); 4,10 (Hg; 1,
J =59 Hz, 1H); 6,42 (Hs; d,J= 7,76 Hz, 1H); 6,51 (Hz2; s, 1H); 6,64 (Hs; d, J = 7,98 Hz, 1H);
6,92 (H2,3,4; m, 3H); 7,15 (Hs>; ¢, J= 7,34 Hz, 1H); 8,85 (O-H; s, 2H); 10,16 (N-H; s, 1H).
13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): & (ppm): 38,2 (Ca); 40,3 (Cp); 114,8 (C2); 115,4 (Cs); 115,2
(C2); 118,2 (Ce); 122,2 (Cs); 127,0 (Ce’); 127,5 (C3); 128,2 (Cs); 133,4 (C1); 137,9 (Cr);
144,1 (C3); 145,2 (C4); 169,5 (C7).

EM-ESI (+): m/z 256 [M™].

[L5]-4-(3,5-dimetoxi-4hidroxifenil)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (C7H;7NOs, 299,32 g.mol™):
75%. Soélido branco (p. f. 230 — 231 °C).

IV (cm™): 3427; 3245; 2956; 1648; 1585; 1370; 1190.

"H RMN (500 MHz, DMSO-D): § (ppm): 2,76 (He; gd, J = 6,31 e 16,08 Hz, 2H); 3,68 (Hza,
sa; 5, 6H); 4,19 (Hp; t, J = 5,9 Hz, 1H); 6,48 (Hz,¢; 5, 2H); 6,90 (H2’,3°,4; m, 3H); 7,16 (Hs*; ¢, J
=17,4 Hz, 1H); 8,32 (O-H; s, 1H); 10,22 (N-H; s, 1H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-Dg): § (ppm): 38,0 (Cq); 41,0 (Cp); 56,1 (C3a,sa); 105,3 (C2,6);
115,3 (C2); 122,3 (C3); 127,2 (Ce); 127,6 (Ca); 128,0 (Cs); 132,2 (Cr); 134,5 (Cr); 138,0
(C4); 148,1 (C3,5); 169,7 (C7).
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EM-ESI (+): m/z 300 [M*].

5.8. Avaliacao da Atividade Inibitéria frente a COX-2

A primeira abordagem para avaliagdo farmacoldgica consistiu na investigacao do potencial
anti-inflamatorio dos derivados obtidos nas Séries I e II através da atividade inibitoria in vitro
da enzima COX-2 isolada, com base em estudos anteriores realizados pelo grupo do prof. Dr.
Elisiario José T. da Silva (FFUC) e da prof. Dra. Maria Fernanda Roleira (FFUC), permitindo
a selecao do acido cafeico como protdtipo a ser otimizado com base na relagdo estrutura-
atividade bioldgica reportada na literatura (RIBEIRO et al., 2019). Estes ensaios foram
realizados em parceria com o Laboratdrio de Quimica Aplicada localizado na Universidade do
Porto (Porto, Portugal), sendo realizados pelo doutorando Jodo Janela (FFUC) sob supervisdo
da prof. Dra. Eduarda Fernandes (FFUC).

As amidas do acido cafeico (3a — 3f) da Série I, assim como os seus respectivos analogos
isoprenilados que compdem a Série II (3aP — 3fP) foram avaliadas com relagdo ao potencial
anti-inflamatorio através da inibi¢do da enzima COX-2 isolada conforme as metodologias
descritas na literatura por Ribeiro e colaboradores (2019). Para realizar os ensaios, foi utilizado
um kit comercial comprado da empresa Merck Sigma-Aldrich contendo a enzima COX-2
isolada e as condi¢des necessarias para a viabilidade da enzima (cofatores, o tampao apropriado,
e o substrato acido araquidonico), e o screening foi realizado em uma placa de 96 pogos com
as amidas sintetizadas na faixa de 0 a 100 uM, em DMSO como solvente. Os resultados foram
comparados com o farmaco celecoxibe, utilizado como controle positivo para a atividade
inibitoria da COX-2, e todos os experimentos foram conduzidos em triplicata. Os resultados

foram expressos em termos de Clso.

5.9. Avaliacao da Atividade Antiproliferativa

Motivados pelo potencial multialvo que € com frequéncia associado a estrutura dos ACs e
seus derivados, e do potencial anticancer relatado para substancias preniladas na literatura
(BRUYERE et al., 2011), os derivados das Séries I ¢ II foram submetidas a avaliagao da
atividade antiproliferativa in vitro sobre células de cancer de mama triplo-negativo (HCC-
1806). Os ensaios foram realizados no Instituto de Biofisica da Faculdade de Medicina (UC,

Coimbra, Portugal), através do ensaio colorimétrico que usa a sulforodamina B (PIRES et al.,
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2016; TAVARES-DA-SILVA et al., 2021).

As amidas do acido cafeico (3a — 3f) da Série I, assim como os seus respectivos analogos
isoprenilados que compdem a Série II (3aP — 3fP) foram submetidas ao ensaio de atividade
antiproliferativa sobre as células de cancer de mama triplo-negativo (HCC-1806), conforme as
metodologias da literatura para o ensaio colorimétrico SRB, descritas por Pires e colaboradores
(2016) e Tavares-Da-Silva e colaboradores (2021). As células foram cultivadas conforme o
protocolo adequado e os compostos foram ensaiados em uma faixa de 0 a 300 uM. A
quantificagdo da atividade antiproliferativa foi determinada em A = 540 nm, com filtro de
referéncia em A = 690 nm. Os experimentos foram todos conduzidos em triplicata, ¢ os

resultados expressos em termos de Clso.

5.10. Avaliacido da Atividade Antifingica

Em estudos realizados pelo Laboratério de Quimica de Produtos Naturais Apicolas
(LQPNA) e seus colaboradores, a atividade antifingica da artepillina C, composto biomarcador
da propolis verde, foi avaliada frente ao fungo causador da esporotricose e apresentou uma
concentracdo inibitoria minima bastante promissora (CIM = 0,625 mM); a influéncia de
sistemas lipofilicos ¢ um ponto positivo relatado pela literatura na avaliagdo de derivados com
potencial atividade inibitoria do fungo S. brasiliensis (WALLER et al., 2022), o que torna
interessante de se investigar os derivados sintetizados e caracterizados neste estudo, em especial
a Série Il que ¢ composta pelos derivados isoprenilados. A avaliagdo da atividade antifingica
foi conduzida pelo doutorando Rafael Ferreira dos Santos (IQ, UFRRIJ) no Laboratério de
Micologia (IV, UFRRIJ) sob supervisdo da prof. Dra. Aguida Aparecida de Oliveira (IV,
UFRRJ) com base nos documentos M38-A2 (CLSI, 2008a) e M27-A3 (CLSI, 2008b) e, para
este estudo, foram utilizadas cepas clinicas isoladas de animais enfermos com esporotricose
(SisGen ADE44FF). O meio de cultura utilizado foi o Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
— 1640 com L-glutamina, sem NaHCO3 e com vermelho de clorofenol (Sigma-Aldrich) usado
para aferir o pH do meio. O meio RPMI-1640 foi obtido comercialmente, e uma suspensao foi
preparada conforme as recomendacgdes descritas no manual CLSI, sendo esterilizados com
membranas de 0,22 um. Todas as solucdes de estoque para os compostos ensaiados foram
preparadas em DMSO em uma concentragdo de 10 mM. O ensaio foi conduzido por
microdilui¢do em caldo e como controle positivo foi utilizado o itraconazol. As dilui¢des

seriadas foram realizadas em meio liquido de RPMI 1640 com base nos micropogos, com
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concentragdes finais que foram de 1125 mM a 2,197 mM para os compostos ¢ de 16 mM a
0,0312 mM para o itraconazol.

O fungo na forma filamentosa foi obtido através do cultivo em meio Agar Sabouraud
Dextrose (SDA) e incubados em estufa com circulacao de ar a 28 °C por 7 dias. A suspensao
com os conidios e fragmentos de hifas foi transferida para um tubo de ensaio estéril com uma
solugdo salina, e apds uma leve decantagdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo de
ensaio vazio e estéreo ¢ homogeneizado em vortex por 15 segundos para se obter os conidios,
e essa suspensao foi utilizada para inoculagao nos micropogos apds ajuste conforme descreve a
escala de Mc Farland.

As placas foram incubadas em estufa com circulacdo de ar a 37 °C e a leitura foi feita apos
24 horas de incubagdo. A concentragao inibitéria minima (MIC) foi utilizada determinada de
forma visual, com auxilio de uma lupa, e foi selecionada a menor concentragao capaz de inibir
o crescimento dos fungos. Os resultados foram interpretados através da comparagdo do
crescimento observado em cada pogo ensaiado, com relagdo aos controles de indculo (positivo)

e de esterilidade do meio (negativo).

5.11. Avaliacdo da Atividade Antiparasitaria e Citotoxica

O LQPNA apresenta uma série de derivados de ACs C-prenilados naturais, isolados da
propolis verde brasileira (DE O. PIRES e CASTRO, 2023); a artepillina C ¢ um desses
derivados, e em avaliacdes do grupo de pesquisa foi possivel constatar sua atividade toxica
frente a amastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ) com Clso de 28,7 uM (PIRES, 2019),
0 que motiva uma investigacdo sobre as amidas e seus andlogos O-prenilados (Séries I e II) e
também com as anilidas e lactamas sintetizadas neste trabalho (Séries III ¢ IV). Os ensaios de
atividade toxica contra o 7. cruzi foram realizados pelo doutorando MSc. Afonso Santini Velez
no Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria do Instituto de Veterinaria na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Seropédica, Brasil) sob supervisdo da prof. Dra.
Débora Decoté-Ricardo (IV, UFRRJ) com base na metodologia baseada na literatura do grupo
(PITASSE-SANTOS et al., 2022). A atividade toxica contra os parasitos foi comparada com a
citotoxicidade dos derivados que compdem as Séries I, II, IIl e IV diretamente na célula
hospedeira (LLC-MK?2), em ensaios colorimétricos, como forma de obter o perfil de

seletividade de cada derivado sintetizado.
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5.11.1. Cultivo das Células LLC-MK2 e do T. cruzi

As células LLC-MK2 (ATCC) sao fibroblastos que apresentam morfologia epitelial e foram
isoladas do rim de macacos rhesus (Macaca mulata). As células foram mantidas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) completo, suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB), em estufa a 37°C com controle de umidade e sob atmosfera a 5% de CO,. O
indculo foi obtido pelo tratamento da monocamada de células com solucdo aquosa de 0,25%
m/v de tripsina e 1 mM de acido etileno-diamino acético (EDTA) por 5 min. Passagens na
proporg¢ao de 1:6 do volume do indculo foram realizadas a cada 4-5 dias.

Células LLC-MK2 com 50% de confluéncia em garrafas de cultura de 175 cm? de area de
cultivo (T-175) foram infectadas com 5 x 107 formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa
Tulahuen C2C4 LacZ, transfectada com plasmideo de Escherichia coli para a expressiao
citoplasmatica da enzima beta-galactosidase (BGal). Foi utilizado meio DMEM com 2% SFB.
Apos 24h, o meio foi removido e a monocamada de células lavada com tampao fosfato-salino
(pH=7,2) (PBS). Meio DMEM com 2% SFB foi adicionado a cultura e renovado a cada 2 dias.
Formas tripomastigotas foram recolhidas do sobrenadante entre o 5° e 10° dias ap0s a infecc¢ao,

e separadas de células ndo aderidas por centrifugacao diferencial.

5.11.2. Solugoes de Estoque das Misturas

As solucdes estoques dos compostos utilizados nos ensaios bioldgicos, foram obtidas pela
solubilizacdo destes em dimetilsulfoxido (DMSO), na concentracdo de 30 e 50 mM. As
concentragdes utilizadas nos ensaios foram obtidas por meio da diluicdo seriada das solucdes
estoque preparadas para cada mistura. As dilui¢des foram realizadas no proprio meio de cultura
do experimento, de forma que a concentracdo maxima de DMSO presente nas culturas de

células ndo ultrapassasse 0,3% v/v.

5.11.3. Avaliagao da Atividade Tripanocida

Em uma placa de 96 pogos transparente, foi adicionada uma suspensio de 2 x 10* células
LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram incubadas a 37 °C (5% CO3)

por 3 h e em seguida lavadas com PBS para remocao de células ndo aderidas. Uma suspensao
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contendo 5 x 10° formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Tulahuen C2C4 LacZ, que expressa
a enzima f-galactosidase, foi adicionada as células, seguindo-se incubagdo a 37 °C (5% CO»)
por 20h para estabelecimento da infec¢ao. Os parasitos ndo internalizados foram removidos por
trés lavagens sucessivas com PBS, seguindo-se tratamento com diluigdes seriadas dos
compostos de interesse em triplicatas, pré-diluidos em DMEM + 2% SFB. Controles nao
tratado, veiculo (0,3% v/v DMSO) e branco (sem adi¢cdo de parasitos) foram incluidos no
experimento. Benzonidazol foi utilizado em diluicdo seriada como controle positivo.
Adicionaram-se entdo 30 puL de solucao 0,5 mM do substrato vermelho de clorofenol f-
galactopiranosideo (CPRG) em PBS com 0,9% v/v Igepal CA-630. Ap6s incubagdo por 1,5 h

a absorbancia foi medida a A = 570 nm com auxilio de um leitor de placas

5.11.4. Avaliacdo da Atividade Citotoxica

Para obter dados acerca da seletividade entre as células do parasito e as células hospedeiras,
os produtos da Série I amidas do acido cafeico (3a — 3f), assim como o0s seus respectivos
analogos isoprenilados que compdem a Série II (3aP — 3fP), e os demais derivados das Séries
III (1e —3e) e IV (L1 - LS), foram submetidos a atividade citotoxica conforme o experimental
descrito por Pitasse-Santos e colaboradores (2022).

Em uma placa de 96 pogos transparente, foi adicionada uma suspensio de 2 x 10* células
LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram incubadas a 37 °C (5% CO3)
por 20h e em seguida lavadas com PBS para remoc¢do de células ndo aderidas. As células foram
tratadas com diluigdes seriadas de todos os compostos (0 — 200 uM) em triplicatas, pré-diluidos
em DMEM + 2% SFB. Controles nao tratado, veiculo (0,3% v/v DMSO) e branco (sem adi¢ao
de células) foram incluidos no experimento. Apds incubagdo por 48 h o sobrenadante foi
removido e a monocamada de células lavada com PBS, renovando-se o meio de cultura em
seguida. Adicionaram-se entdo 20 pL de solugdo 3,0 mM de sal de MTT, seguindo-se
incubagao por mais 1,5 h. O sobrenadante foi entdo removido e os cristais de formazana de
MTT dissolvidos pela adicdo de 100 pL/poco de DMSO. Apds incubacido por 1,5 h para
dissolucgdo dos cristais de MTT ao abrigo da luz e 37°C, a absorbancia foi medida a A =570 nm

com auxilio de um leitor de placas.

75



5.11.5. Tratamento Estatistico dos Dados

Os dados de absorbancia foram convertidos em valores de viabilidade relativa 8 média do

controle veiculo, descontados da média do controle branco, conforme a formula abaixo:
Abs — Mg

My — Mpg

V(%) = Viabilidade em %;

V(%) =

Abs = Leitura de absorbancia em determinado poco;
MB = Média da absorbancia da triplicata do Controle Branco;

MB = Média da absorbancia da triplicata do Controle Veiculo

Formula para célculo da viabilidade celular de cada de cada substancia frente a
determinadas células in vitro a partir do calculo da absorbancia em determinado pocgo
experimental por espectrofotometro.

Os valores de percentuais foram inseridos no software GraphPad Prism 9, onde foram
realizados os calculos estatisticos e gerados os graficos apresentados. Para os calculos da
concentracdo inibitéria do crescimento em 50% (Clso) foi utilizado o modelo padrao do
software de regressdo nao linear de para valor de concentracdo de inibidor versus resposta
normalizada com inclinagdo variavel. Os resultados finais para os valores de Clso foram obtidos
pela média de ao menos 3 experimentos independentes. Para os testes de significancia

estatistica foi utilizada a andlise de variancia simples one-way ANOVA.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Caracterizacao das Amidas Sintetizadas

A sintese das seis amidas do acido cafeico (3a — 3f) foi conduzida fazendo uso do reagente
de acoplamento BOP, com rendimentos de 34,72% (3a) até 70,78% (3d), semelhantes ao que
¢ reportado pela literatura para a sintese desses derivados com uso de outros reagentes de
acoplamento, como o PyBOP e o HATU (MOOSAVI et al., 2017; VARELA et al., 2022). O
mecanismo de reagdo para a amindlise do acido cafeico (3), a partir do reagente BOP ou HATU,

discorre por uma substitui¢ao nucleofilica no carbono acilico.
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Figura 46. Mecanismo que explica a formagao da propilamida do acido cafeico (3a) a partir do uso do
reagente de acoplamento BOP para ativagdo do acido carboxilico.

77



Primeiramente, uma reacao acido-base entre a TEA e o 4cido cafeico permite a abstra¢ao
de um proéton, levando a formagdo do ion carboxilato. De acordo com a faixa de pK, relatada
na literatura, ¢ possivel presumir que o uso de TEA como base nesta reagdo pode promover
uma desprotonagao nas hidroxilas fenélicas (GENARO-MATTOS et al., 2015). Além disso, a
presenca do grupo catecol torna esse derivado mais instdvel em meio alcalino pela da formagao
de quinonas; em um estudo que determinou a estabilidade de alguns polifendis, o acido cafeico
sofrei rapida degradacdo em pH na faixa de 7 a 11, de forma irreversivel, conforme foi
constatado pela observagdo de mudangas no espectro de absor¢ao do UV-vis (FRIEDMAN e
JURGENS, 2000). Isso pode ajudar a compreender os rendimentos de reagdo obtidos quando
se ¢ usado o acido cafeico como material de partida.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) obtido para o derivado

3a encontra-se na Figura 47.

Figura 47. Espectro de absor¢io na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) obtido para o derivado
3a (propilamida do acido cafeico).

As bandas de absor¢do foram atribuidas de acordo com dados que estdo disponiveis na
literatura (HUNG et al., 2005; TOSOVIC, 2017; GRYKO et al., 2021).0 grupo catecol, que

faz parte do sistema aromatico do acido cafeico, apresenta duas regides de absorcdo para os
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estiramentos v(OH): observados em 3437 cm™ (banda I, mais estreita) e outra em 3101 cm™!
(banda II, mais larga). A possibilidade de ligagdo de hidrogénio entre os grupos -OH que
formam o catecol pode explicar o alargamento da segunda banda de absor¢ado, que por sua vez
se sobrep0s a regido que representaria a absorcao dos estiramentos V(CH)a.r enquanto o
estiramento relacionado ao v(CH)sp® foi atribuido a banda fraca de absor¢do em 2967 cm™'.

Uma banda de absorcao forte observado em 1644 cm™ foi atribuida ao v(C=0), confirmando
a presenca de uma carboxila de amida a,f-insaturada. O estiramento v(N-H) foi observado para
uma banda de absorc3o fina, mais forte que 0s v(OH)ar, em 3325 cm™!, sendo confirmada através
da banda observada em 1425 cm™! atribuida a energia de dobramento 3(N-H). Para as ligacdes
C-C foram observadas bandas de dobramento v(C-C) aromético em 1532 cm™!, e essas bandas
foram confirmadas pelo dobramento observado pela absor¢io em 1265 cm™ (§(C-C)). Para os
demais espectros de infravermelho das amidas lineares (3b, 3¢, 3d) as bandas foram absorvidas
em regides bastante semelhantes do espectro. As amidas aromaticas (3e, 3f) ndo apresentaram
absorgdes referentes ao v(C-H) do tipo sp?, enquanto a intensidade deste estiramento aumentou
de acordo com o tamanho da cadeia das amidas lineares. A caracterizagdo dos derivados
também foi conduzida pela medida dos respectivos pontos de fusdo, que foram considerados
compativeis com os valores disponiveis na literatura (ROLEIRA et al., 2010; FU et al., 2010;
TAGUCHI et al., 2017).

Os deslocamentos quimicos obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H e '*C para o
produto 3a estdo sumarizados na Tabela 2. Os espectros foram adquiridos em DMSO-d6 e os
deslocamentos estdo de acordo com dados que foram reportados na literatura (MOOSAVI et
al., 2017; TAGUCHI et al., 2017; RIBEIRO et al., 2019). Os prétons que pertencem ao sistema
cindmico o,B-insaturado foram atribuidos aos deslocamentos quimicos observados em 6,32
ppm (He) e 7,22 ppm (Hjp), sobre o efeito retirador proporcionado pela carboxila da amida, que
deslocaliza os pares de elétrons tornando o nucleo da posi¢do Hp mais desprotegido, dessa
forma em campo baixo, enquanto o para o He 0 efeito de protecdo pode ser explicado pela
densidade de elétrons localizada sobre esse nucleo, localizado em campo alto (YU et al., 2024);
em seguida, as constantes de acoplamento (/) foram calculadas para a determinagao do isomero
correspondente, e o valor de 15,7 Hz sugere que o produto foi obtido na forma do seu isomero
trans.

O efeito de ressonancia entre os nucleos He € Hp gerado pela presenca do grupo carboxila
¢ tipico de sistemas cindmicos; os deslocamentos quimicos observados para as amidas deste
estudo sdo compativeis e tipicos para ésteres e amidas naturais do acido cafeico, conforme o

levantamento feito por Yu e colaboradores (2024) contendo dados de deslocamentos quimicos

79



obtidos para mais de 170 derivados, com 6Ho na faixa de 6,2 — 6,5 ppm, e o 6Hp na faixa de
7,4 — 17,7 ppm. Com relagdo aos hidrogénios aromaticos, foi observado o padrao ABX e a partir
das multiplicidades e constantes de acoplamento, foi possivel atribuir cada um dos valores: em
6,73 ppm o deslocamento observado se apresentou como dupleto com 8,1 Hz, sugerindo
acoplamento na posi¢do orto; essa observagao logo foi confirmada pelo deslocamento em 6,82
ppm, cuja multiplicidade (duplo-dupleto) e os valores das constantes de acoplamento (1,9 Hz e
8,1 Hz) sugerem que o nucleo ¢ vizinho ao Hs aromadtico (orfo) e ao Hz (meta), que por sua vez

apresentou um maior deslocamento (6,94 ppm) e constante de acoplamento no valor de 1,9 Hz.

Tabela 2. Valores dos deslocamentos quimicos (ppm) obtidos através
dos espectros de RMN ('H e '*C, DMSO-Dg) para o derivado 3a.

u (500 MHz) dc (125 MHz)
1 - 1 1265
2 6.94 (d, J» = 1.9 Hz, 1H) 2 1158
3 ; 3 1456
4 . 4 1473
5 6.73 (d, J,= 8.1 Hz, 1H) 5 1187
6 6.82 (dd, J,, = 1,9 Hz/J, = 8.1 Hz, 1H) 6 1159
@ 6.32 (d, J.= 15.7 Hz, 1H) ¢ 1204
B 7.22 (d, Jp = 15.7 Hz, 1H) B 1389
7 - 7 1654
NH 7.97 (t,J = 5.5 Hz, 1H) NH -
8 3.10 (dd, J; = 12.9 Hz/J» = 6.4 Hz, 2H) 8 405
9 1.45 (m, 2H) 9 225
10 0.86 (t, J= 7.4 Hz, 3H) 10 115

A Figura 48 apresenta a expansio do espectro de 'H RMN obtido para o derivado 3a nas
regides alifatica e aromatica. Para as demais amidas alifaticas sintetizadas para este estudo, os
deslocamentos quimicos dos protons na regido aromatica ou do sistema olefinico foram
semelhantes entre si. O deslocamento quimico em 0,86 ppm foi caracterizado como tripleto e a

sua constante de acoplamento foi calculada no valor de 7,4 Hz, sendo entdo atribuido ao -CHj3
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terminal, enquanto o proton Hs, que esta localizado mais proximo do nticleo de nitrogénio, foi
observado em 3,10 ppm por conta do efeito indutivo, que ¢ mais intenso quanto mais proximo
ao atomo mais eletronegativo, e se dispersa ao longo da cadeia; entre todas as amidas alifaticas,
os nucleos mencionados apresentaram valores semelhantes. Os protons metilénicos (-CHz)
foram observados como multipletos entre 1,45 e 1,48 ppm, enquanto o hidrogénio da ligacao
N-H foi observado na faixa de 7,92 a 7,94 ppm para todas as amidas alifaticas com constante
de acoplamento na faixa de 5,5 Hz. Para o derivado 3a nao foi observado o deslocamento
quimico referente as O-H aromadticas como ¢ esperado, mas nos espectros que foram obtidos
para as demais amidas alifaticas, as hidroxilas fenolicas foram identificadas através de um sinal
largo, sugerindo presenca de ligagdes de hidrogénio, na forma de singletos na regido de ~ 9,25
ppm.

Quanto aos deslocamentos quimicos observados no espectro de '*C RMN para o derivado
3a, a carboxila foi atribuida ao sinal em 165,4 ppm; esse deslocamento foi relativamente baixo
ao que foi observado e reportado para o respectivo acido cafeico em MeOD (171,1 ppm) por
Tosovic (2017). Os nucleos Cq € Cp foram atribuidos aos deslocamentos observados em 120,4
e 138,9 ppm, respectivamente, evidenciando o efeito da carboxila a,f-insaturado sobre esses
nucleos. Os carbonos aromaticos que se encontraram mais desprotegidos em 145,6 € 147,3 ppm
foram respectivamente atribuidos aos nucleos ligados as hidroxilas fenolicas, que desloca a
nuvem eletronica para dire¢do do oxigénio. Os demais nicleos aromaticos foram atribuidos da
seguinte forma: C1 em 126,5 ppm, ligado diretamente ao sistema cinamico a,f-insaturado; Cz
em 115,8 ppm, protegido por conta da ligagdo C-O, vizinha a esse nucleo, e o deslocamento em
115,9 ppm foi atribuido ao carbono Cs pela mesma razao; por fim, o carbono Cs foi atribuido
para o deslocamento em 118,7 ppm. Os demais espectros utilizados para caracterizar os
derivados estudados encontram-se em anexo, no final deste trabalho.

De posse dessas amidas, uma O-alquilagdo foi conduzida com o brometo de prenila para a
sintese dos seus respectivos analogos O-prenilados, compondo a Série II. Essa estratégia
viabilizou a sintese de 12 amidas derivadas do acido cafeico, sendo que as amidas O-preniladas
sdo inéditas na literatura, e foram reportadas pela primeira vez neste trabalho. Os rendimentos
das reagdes variaram entre 35 (3aP) e 52% (3fP) apos a recristalizagdo do produto em DCM-

MeOH.
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Figura 48. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-Dg) contendo os deslocamentos quimicos que permitiram a caracterizagdo do derivado 3aP.
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O mecanismo que explica a formagao do derivado 3aP estd descrito na Figura 49. A base
K>COs3 ¢ muito comum em sintese organica, em especial para desprotonacao de fendis que sao
moderadamente acidos, como os do acido cafeico. De acordo com a literatura, a desprotonagao
do acido cafeico ocorre pH ~4,8 para o acido carboxilico), ~8,6 para hidroxila na posi¢ao para
e ~11,2 para hidroxila na posi¢do meta (GENARO-MATTOS et al., 2015). Dessa forma, a base
carbonato (pKa do acido conjugado ~10) ¢ capaz de desprotonar preferencialmente uma das
hidroxilas fenolicas; de acordo com a literatura, o acido cafeico completamente desprotonado

¢ encontrado em pH maiores do que 11 (ARCISZEWSKA et al., 2022).

O O
K,CO;
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+ KHCO; + KBr

Figura 49. Mecanismo que explica a formagao da propilamida do acido cafeico O-prenilado (3aP) em
meio alcalino com brometo de prenila.

O mecanismo de substituicdo provavel, dadas as condi¢des reacionais usando um solvente
polar aprotico (DMF), ¢ o bimolecular (Sn2). O brometo de prenila apresenta uma possibilidade
para formagao de carbocéation alilico, que por efeito de ressonancia, a formagao do carbocétion
terciario (mais estavel) ¢ favorecida. Porém, por ainda ser um haleto primario, o efeito estérico
causado pelos hidrogénios ¢ minimo, o que facilita a aproximacao dos orbitais para o ataque do
nucledfilo. O espectro de absor¢io na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™), obtido para
o derivado inédito 3aP esta apresentado na Figura 50. Nota-se primeiramente que uma das
duas bandas referentes ao v(OH).r ndo € mais observada, havendo apenas a banda de
estiramento 11, uma banda larga (sugerindo presenca de ligacdo de hidrogénio) em 3191 cm;
préoximo a essa banda de absor¢ao pode-se notar o v(NH) como uma banda fina e mais forte em

3330 cm™!. A regidio no espectro em ~ 2956 cm™!, referente aos estiramentos das ligacdes C-H
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de carbono sp® se mostraram mais intensas apds a O-prenilagio. O valor do estiramento v(C=0)
nio mudou de forma significativa, atribuido a banda de absor¢io observada em 1633 cm™ e a
absor¢io do estiramento C-C sp® foi observada em 1532 cm™'; por fim, as absor¢des das bandas
em 1430 e 1259 cm! foram respectivamente atribuidas, respectivamente, aos dobramentos das
ligacdes N-H e C-C. Para os demais espectros de infravermelho das amidas lineares O-
preniladas (3b, 3¢, 3d) as bandas e os efeitos observados sobre a intensidade das absor¢des

foram semelhantes entre si, e apresentaram valores proximos.

Figura 50. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) obtido para o derivado
3aP (propilamida do acido cafeico O-prenilada).

A Tabela 3 apresenta os deslocamentos quimicos (8, ppm) obtidos através dos espectros de
RMN ('H e 3C) para a determinagdo estrutural do composto inédito 3aP e a presenca de uma
unica hidroxila fenolica foi visualizada em 9,11 ppm, sugerindo um produto de alquilacdo em
apenas uma hidroxila do grupo catecol. A maior parte dos deslocamentos quimicos em ambos
os espectros foi semelhante ao observado para seu respectivo andlogo da Série I (3a).

Os deslocamentos quimicos referentes ao sistema a,f-insaturado foram identificados em
on 7,22 ¢ 6,32 ppm (Hp e Ho), com constante de acoplamento confirmando o isomero trans, €
oc 138,94 e 115,78 ppm (Cp e Cq), sob o mesmo efeito eletronico de prote¢do-desprote¢ao
causado pela ressonancia com a carboxila de amida, observada em 6c 165,37 ppm. A medida
das constantes de acoplamento foi fundamental para a determinagdo do padrao de substitui¢ao

dos nucleos aromaticos. O deslocamento em du 6,82 ppm (dd) apresentou constante de
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acoplamento de 1,9 e 8,1 Hz, sugerindo que esse nucleo esta acoplado com nucleos na posi¢ao
orto e meta do sistema aromatico, respectivamente. Ja o deslocamento em du 6,73 ppm foi
atribuido ao Hs, uma vez que apresentou uma constante de acoplamento com valor de 8,1 Hz.
O ultimo préton a ser observado, em on 6,94, apresentou uma constante de acoplamento meta
com valor de 1,9 Hz, e foi por sua vez atribuido ao He. A atribui¢do dos quaternérios foi
conduzida levando em consideragdo os efeitos eletronicos de seus substituintes. Os valores
observados em dc 147,3 e 145,6 ppm foram atribuidos aos carbonos IPSO (C4 e Cs) por conta
da eletronegatividade do nucleo oxigénio, que tornam esses carbonos mais desprotegidos; a

atribuicao do nucleo de carbono quaternario observado em 6c¢ 126,5 ppm foi para o Ci.

Tabela 3 - Valores dos deslocamentos quimicos (ppm) obtidos através dos
espectros de RMN ('H e '*C, DMSO-Dg) para o derivado 3aP.

dc (ppm)

1 - 126,5

2 6,82 (dd, J=1,9 ¢ 8,1 Hz, 1H) 115,9

3 6,73 (d, ] = 8,1 Hz, 1H) 118,7

4-OP - 1473

4a 4,55 (d, J = 6,6 Hz, 2H) 65,0

4b 5,44 (t,J = 6,6 Hz, 1H) 120,2

4¢ - 136,8

4d 1,70 (s, 3H) 18,5

4e 1,74 (s, 3H) 25,9

5-OH 9,11 (s, 1H) 145,6

6 6,94 (d,J= 1,9 Hz, 1H) 115,8

B 7,22 (d,J= 15,7 Hz, 1H) 138,9

a 6,32 (d,J= 15,7 Hz, 1H) 120,4

7 - 165,4
NH 7,97 (¢, J = 5,5 Hz, 1H) -

8 3,10 (dd, J=12.9 ¢ 6,4 Hz, 2H) 40,5

9 1,45 (m, 2H) 22,5

10 0,86 (¢, J = 7,4 Hz, 3H) 11,5

A Figura 51 apresenta a expansio do espectro de 'H RMN obtido para o derivado 3aP nas

regides destacadas para a caracterizacdo da O-prenilacdo.
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Figura 51. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-Dg) contendo os deslocamentos quimicos que permitiram a caracterizagao do derivado 3aP.
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Os deslocamentos quimicos obtidos para as demais amidas se mostraram semelhantes entre
si e susceptiveis aos efeitos ja discutidos. Os deslocamentos responsaveis pela caracterizagao
dos nucleos que fazem parte do sistema O-prenilado foram atribuidos aos valores encontrados
em du4,55 e 5. 65,0 ppm (H4a e C4a), que sio referentes ao carbono sp’ diretamente ligado ao
oxigénio aromatico. O nucleo Haa (614,55 ppm) apresentou constante de acoplamento de 6,6
Hz, mostrando acoplamento com o proton observado em 6w 5,44 (J = 6,6 Hz, Hap), do sistema
olefinico, no qual o niicleo de carbono foi observado em dc 120,2 ppm (Cap). O carbono sp?
quaterndrio foi observado em dc 136,8 ppm. Os nticleos que correspondem as metilas ligadas a
olefina foram atribuidos, respectivamente, em ou 1,70 ppm ¢ d¢ 18,49 ppm (H4a ¢ Caa), € 01
1,74 e &c 25,3 ppm (Hse ¢ Cae). Os nucleos metilicos do sistema isoprenoide ndo sdo
quimicamente equivalentes por conta da ligagio sp> (C4p) presente nas suas estruturas,
modificando o ambiente quimico ¢ os deslocamentos quimicos dos nucleos de carbono de
hidrogénio por conta da rotacdo livre.

Por fim, o derivado inédito 3aP ¢ as outras amidas que fazem parte da Série I foram entio
analisadas por espectrometria de massas de alta resolucao (LC-MS-QTOF) com ionizag¢do por
eletronspray (ESI). O espectro da Figura 52 mostra o ion molecular [M"] detectado em 11,224
minutos, com m/z 288,1607 (calculado: 288,1678), em ionizacao ESI-(-).

Figura 52. Espectro de massas obtido por LC-MS-QTOF com ionizagdo ESI-(-) para o derivado
inédito 3aP.

Todos os compostos da série foram analisados e confirmaram a massa dos produtos de

sintese obtidos. Os espectros € os cromatogramas gerados por essa analise encontram-se em
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anexo. A sintese da anilida 3e (anilida do 4cido cafeico) foi usada como inspiracao para realizar
a reacdo de ciclizagdo, com objetivo de explorar biologicamente outra modifica¢do estrutural
na cadeia lateral da amida. As anilidas foram sintetizadas de forma semelhante as amidas da
Série I, mas fazendo uso do reagente de acoplamento HATU, e os rendimentos variaram entre
82 (1e e 4e) e 70% (5e), apos purificacdo por recristalizacdo. A reatividade dos sais de fosfonio
(como o BOP) ¢ relativamente menor, em comparagao com os sais de urdénio (como HATU) e
essa diferenca de reatividade pode promover diferencas na formagao de produtos (ALBERICIO
etal., 2001), e em reacdes de amidacao esse efeito pode ser relevante quando sdo usadas aminas
pouco ativadas, como a anilina. Na sintese de peptideos, o reagente HATU ¢ bastante eficiente
para promover acoplamentos de amidas mais impedidas e deficiente em elétrons, situagdes onde
0 uso de sais de fosfonio pode apresentar problemas (HAN e KIM, 2004). O espectro de
absor¢do no infravermelho (400 a 4000 cm™), obtido para o derivado inédito 2e (anilida do

acido p-cumarico) esté apresentado na Figura 53.

Figura 53. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) obtido para o derivado
2e (anilida do acido p-cumarico).

Nota-se primeiramente que ha uma banda larga e intensa na regido de ~ 3000 cm™ que
pode ser atribuida aos estiramentos de grupos sobrepostos (0(OH)ar, ©(C=C)) e o estiramento
v(NH) em 3320 cm™!, proximo dos que foi observado para os demais derivados estudados. O
valor do estiramento v(C=0) ndo mudou de forma significativa, e foi atribuido a banda de
absorcdo observada em 1643 cm™! e a absor¢do caracteristicas de ligagdes com hibridizagdo sp*

ndo foram identificadas. Para as outras anilidas sintetizadas, os espectros de absor¢do no
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infravermelho apresentaram bandas de absorcdo com intensidades bastante semelhantes,
apresentando valores bem proximos.
A Tabela 4 apresenta os deslocamentos quimicos (0, ppm) obtidos através dos espectros de

RMN ('H e '*C) para a determinacdo estrutural do derivado 2e.

Tabela 4. Valores dos deslocamentos quimicos (ppm) obtidos
através dos espectros de RMN (1H e 13C, DMSO-D6) para o
derivado 2e.

du (500 MHz) dc (125 MHz)

1 - 1 1259
2 7,69 (d, J = 8,4 Hz, 2H) 2 1188
3 6,82 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 3 116,0
4-OH 9,95 (s, 1H) 4 1594
5 6,82 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 5 1160
6 7,69 (d, J = 8,4 Hz, 2H) 6 1188
a 6,62 (d, J= 15,4 Hz, 1H) o 1193
B B 1397
7 - 71642

NH 10,01 (s, 1H) NH -

1 - 1' 1405
2' - 2" 1297
3 7,32 (t,J= 17,8 Hz, 2H) 3" 1290
4 7,04 (¢, J= 7,4 Hz, 1H) 4 1233
5" 7,32 (t,J = 7,8 Hz, 2H) 5 129,0
6' - 6 1297

O aspecto dos espectros obtidos mostra a formacao de duas regides aromaticas distintas,
uma que descreve um sistema do tipo AA’BB’ (p-substituido), com deslocamentos em on 6,82
ppm (H3 e Hs) e 7,69 ppm (H2 e He) e multiplicidade de um dupleto com constante de
acoplamento no valor de 8,5 Hz, sugerindo acoplamento orfo entre os dois ntcleos. A hidroxila
fenolica (4-OH) foi observada na forma de um simpleto em 9,95 ppm, semelhante aos demais
deslocamentos ou para hidroxilas fendlicas. O deslocamento (dm) capaz de descrever o

deslocamento do proton N-H foi observado como um simpleto em 10,01 ppm e este foi o nticleo
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mais desprotegido identificado. As respectivas regides observadas no espectro de '*C RMN
foram dc 116,0 ppm (C3 e Cs) e 118,8 ppm (Cz e C¢); 0 Cs que esta lidado com a hidroxila
fenolica foi atribuido ao deslocamento observado em dc 159,4 ppm, enquanto seus nucleos
localizados em orto apresentaram-se mais protegidos. Por fim, o carbono C1 que esta ligado a
cadeia lateral foi atribuido ao deslocamento quaternario observado em dc 125,9 ppm.

A segunda regido aromatica foi caracterizada como um sistema mono-substituido; o He
foi identificado na forma de tripleto em du 7,04 ppm (¢, J = 7,4 Hz, 1H), enquanto seus nucleos
adjacentes (H3’ e Hs’) foram observados como um tnico tripleto em én 7,32 ppm com constante
de acoplamento 7,8 Hz, sugerindo acoplamento orfo. Seus respectivos ntcleos de carbono, C3’
e Cs> foram localizados em dc 129,0 ppm, enquanto o nucleo Cs foi atribuido ao deslocamento
oc 123,3 ppm. O deslocamento dos carbonos Cz’ e C3’ foram localizados em éc 129,7 ppm e o
carbono quaternario correspondente a ligacdo amida foi atribuido ao valor de éc 140,5 ppm.

Por fim, para a caracterizacao do sistema a,f-insaturado, o deslocamento em oun 6,62 ppm
foi atribuido ao He, com valores semelhantes aos demais hidrogénios-alfa observados. O valor
da constante de acoplamento confirmou que o derivado se trata de um isémero trans devido ao
valor de 15,14 Hz. O préton Hp, que ¢ sempre observado como um nucleo desprotegido em
relagdo ao seu respectivo Hq, ndo foi individualmente detectado; entretanto, o multipleto entre
7,40 ppm e 7,60 ppm corresponde a regido de deslocamento desse nticleo, e por isso se pode
inferir que houve uma sobreposi¢dao de deslocamentos com os protons Hz: e H3 do outro anel
aromatico, que também ndo foram individualmente detectados. Os carbonos olefninicos (Ca €
Cp) foram propriamente identificados através dos deslocamentos ¢ 119,3 ppm e 139,7 ppm,
respectivamente, enquanto a carboxila de amida (C7) foi observada em dc 164,2 ppm.

A Figura 54 apresenta a expansio do espectro de 'H RMN obtido para o derivado 2e com

suas regides importantes para sua elucidagdo estrutural.
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Figura 54. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-Dg) contendo os deslocamentos quimicos que permitiram a caracterizagdo do derivado 2e.
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De posse desses derivados (Série III), foi proposta uma segunda modificacdo sintética
visando a ciclizagdo da cadeia lateral Cs3 tendo como base a regido a,f-insaturada, que ¢
susceptivel areagdes de adigdo de Michael, e permite a construg¢ao de analogos N-heterociclicos
com uma estrutura interessante do ponto de vista da exploragcdo das propriedades bioldgicas
(JAISWAL et al., 2023).

As anilidas utilizadas para reacdo de ciclizagdo foram os produtos 2e (anilida do acido p-
cumarico), levando ao analogo L2, 3e (anilida do acido cafeico), levando ao produto L3 e por
fim o produto Se (anilida do acido sindpico), levando ao produto LS. Os rendimentos de reagao
foram respectivamente de 72, 72 e 75% apds recristalizagcdo. O mecanismo que explica essa
transformagdo quimica discorre primeiro pela protonacdo da carboxila da amida, em meio
fortemente acido (TFA). Essa protonagao ¢ realizada para uma ativagao do centro eletrofilico,
baseado no efeito de ressonancia dos pares de elétrons-m entre a olefina e a carboxila da amida.
Essa ativagdo torna a adigdo de Michael ainda mais favoravel, e a partir de uma mudanca de
conformacgdo ¢ possivel observar a posi¢do que favorece o ataque eletrofilico intramolecular,
promovida pelo anel aromatico. O mecanismo que explica a sintese do derivado L2 esta

ilustrado na Figura 55 (ULLAH et al., 2019).

TFA

HO
HO

HO

Figura 55. Mecanismo de reagdo que explica a formagdo do derivado L2 via adi¢do de Michael do
tipo intramolecular, catalisada por TFA (LI et al., 2005; ULLAH et al., 2019).

O espectro de absor¢o no infravermelho (400 a 4000 cm™), obtido para o derivado L2 esta
apresentado na Figura 56. Nota-se primeiramente que hd uma banda larga e intensa na regiao
de ~ 3250 cm™ que pode ser atribuida aos estiramentos de grupos sobrepostos (V(OH )ar, v(C=C)

e V(NH)). O valor do estiramento v(C=0) ndo mudou de forma significativa, e foi atribuido a
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banda de absorc¢do observada em 1630 cm™ e a vibragdes caracteristicas de ligagdes sp> foram

fracamente observadas.

Figura 56. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) obtido para o L2.

A Tabela 5 apresenta os deslocamentos quimicos (3, ppm) obtidos através dos espectros
de RMN ('H e 13C) para a determinagio estrutural do derivado L2. O principal aspecto alterado
com rela¢do a anilida do 4cido p-cumarico (2e), discutida anteriormente, esta auséncia de todos
0s sinais caracteristicos do sistema a,f-insaturado, em conjunto com deslocamentos observados
em regides mais protegidas, tipicas de ligagdes envolvendo nucleos sp>. O Ha foi atribuido ao
deslocamento observado em ou 2,71 ppm (¢d, J = 6,62 e 16,08 Hz, 2H); a multiplicidade que
foi observada para este nucleo pode ser explicada porque esse nucleo € pro-quiral, e portanto
seus protons encontra-se em ambientes quimicos distintos, e acoplam individualmente com o
préton Hgp, que foi atribuido ao deslocamento em ou 4,18 (¢, J = 6,78 Hz, 1H). Os respectivos
nucleos de carbono foram identificados em dc 38,1 e 40,1 ppm respectivamente.

Os deslocamentos que descrevem o sistema do tipo AA’BB’ (p-substituido), semelhantes
aos identificados para o respectivo derivado 2e, foram identificados em 6,96 (d, J = 8,51, 2H)
€ 6,09 (d,J= 8,51 Hz, 2H). O préton referente a hidroxila fendlica (H4-on) foi observado com
deslocamento semelhante aos demais prétons fenolicos deste estudo, em on 9,34 (s, 1H), e o
préton N-H foi atribuido ao deslocamento em 6u 10,19 (s, 1H).

Os demais deslocamentos aromaticos foram atribuidos ao multipleto na regido de 6,90

ppm, referente aos protons aromaticos Hz,, Ha» e Ha'. Por fim, o préton Hs foi atribuido ao
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deslocamento em ou 7,16 (¢, J = 8,04 Hz, 1H). Os seus respectivos deslocamentos associados
a0 RMN !3C foram atribuidos aos sinais observados em 8¢ 127,5 ppm (Hs), 127,0 ppm (Ha’)
e 128,8 ppm (Hs’). O deslocamento quimico do carbono quaternario referente a carboxila
apresentou o maior valor em comparagao aos demais derivados, de dc 169,40 ppm. Os demais
nucleos quaternarios foram atribuidos aos valores em doc 132,5 ppm (Ce’), que esta ligado ao
Cp para fechar o ciclo, em dc 138,0 ppm (Cr’), ligado ao nitrogénio da amida, e dc 156,1 ppm

(C4-0m), com valor semelhante aos demais nticleos de carbono nesta regido.

Tabela 5. Valores dos deslocamentos quimicos (ppm) obtidos através
dos espectros de RMN (‘H e '*C, DMS0-D6) para o derivado L2.

3

HO
81 (500 MHz) 51\‘;[% Z2)5
1 i 1 1270
2 6,96 (d, J= 8,51, 2H) 2 1284
3 6,69 (d,J = 8,51 Hz, 2H) 301153
4-OH 9,34 (s, 1H) 4 1561
5 6,69 (d,J = 8,51 Hz, 2H) 5 1153
6 6,96 (d, J= 8,51, 2H) 6 1284
a 2,71 (¢d, J = 6,62 ¢ 16,08 Hz, 2H) o 381
B 4,18 (1, J = 6,78 Hz, 1H) B 40,1
7 i 7 1694
NH 10,19 (s, 1H) NH -
N ) ' 1380
2 6,90 (m, 3H) 2?1222
3 6,90 (m, 3H) 31280
n 6,90 (m, 3H) 4 1205
5 7,16 (¢, J = 8,04 Hz, 1H) 5 1275
o i 6 1325

A Figura 57 apresenta a expansio do espectro de '"H RMN obtido para o derivado L2,
evidenciando as diferencas que foram cruciais para diferenciar suas estruturas durante a

elucidacao estrutural.
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Figura 57. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-Dgs) contendo os deslocamentos quimicos que permitiram a caracterizagdo do derivado L2.
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6.2. Avaliacio da Atividade Inibitoria (COX-2) e Antiproliferativa

O grupo de pesquisa liderado pelos professores Dr. Elisidrio José T. da Silva e Dr®. Maria
Fernanda Roleira, da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, tem como uma das
principais linhas a investiga¢do farmacoldgica de ACs e seus derivados a partir da sintese de
amidas estrategicamente planejadas com relagdo ao potencial de inibicdo da enzima COX-2,
desempenhando assim atividade anti-inflamatéria (RIBEIRO et al., 2019). No trabalho de
Ribeiro e colaboradores (2019), uma série de acidos cindmicos e suas respectivas hexilamidas
(Figura 36) foram testadas quanto a sua capacidade de inibi¢ao da produgdo de PGE: via COX-
1 e COX-2 no plasma sanguineo; os resultados demonstraram que a hexilamida do acido cafeico
(3d) foi capaz de inibir com seletividade a enzima COX-2 (Clso 12,7 £0,5 uM), tendo o
celecoxibe como controle (71 1 % de inibicdo a 1 M), e por isso foi selecionada para o estudo
de otimizagao de inibicdo da COX-2 isolada, culminando na Série I de amidas que fazem parte
deste estudo.

Assim, o planejamento estrutural se iniciou com sintese de amidas, alterando a cadeia da
amida linear alifatica (3a — 3d) para amidas aromaticas (3e ¢ 3f), que foram sintetizadas no
periodo de doutorado sanduiche (PDSE, edital 10/2022) realizado no Laboratério de Quimica
Farmaceéutica, vinculado a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra (Coimbra,
Portugal). A inclusdo da série composta pelos seus andlogos O-prenilados surgiu como uma
ferramenta sintética de modificagdo estrutural simples e acessivel que permitiu a ampliag¢do do
conjunto de moléculas a ser avaliado. Composto fendlicos naturais isoprenilados sdo mais raros
na natureza, mas a literatura relata através de diferentes estudos que derivados fendlicos que
apresentam uma unidade isoprénica na estrutura podem ter seu efeito bioldgico acentuado
(EPIFANO et al., 2007). Em outros estudos foi discutido o potencial de 4cidos fendlicos O-
prenilados associados ao controle da inflamagdo e dos seus sintomas, mas 0s mecanismos
envolvidos na modulagdo da atividade ainda pouco compreendidos (EPIFANO et al., 2007;
PAULINO et al., 2012; BREZANI et al., 2017; CHANG et al., 2021).

O presente trabalho buscou avaliar a inibi¢ao seletiva da COX-2 a partir da enzima pura e
isolada, avaliada através de um kit comercial contendo os insumos necessarios para a avaliagdo
inibitoria, de acordo com a metodologia descrita na literatura (RIBEIRO et al., 2019). O kit
comercial que foi utilizado nesse screening (Merck Sigma-Aldrich) consiste na enzima COX-
2 isolada, seu substrato (acido araquiddnico) e cofator, além da solugdo tampdo apropriada para
a enzima. O controle negativo consistiu no meio reacional sem inibidores e do controle positivo

(o farmaco celecoxibe). As estruturas das amidas que foram avaliadas at¢ o momento contra
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COX-2 esta exposta na Figura 58. Como controle positivo foi utilizado o fArmaco celecoxibe

(Clso = 0,21 £0,01 uM).

O O
HO NN HO NN
i )\/\ :
HO 3a o 3aP
ICsp = 2,1 uM ICsq = 32,3 uM
O O
HO HO
XX NN N X N NN
i /K/\ i
HO 3d o 3dP
ICsp = 6,3 uM ICsq = 14,6 uM
8 8
H
0] N N HO N N
" /k/\ i
HO 3e X e} 3eP
ICsq = 8,6 uM ICs > 100 uM

Figura 58. Atividade inibitdoria (COX-2) dos derivados inicialmente avaliados das Séries I e II de
amidas do acido cafeico.

A atividade inibitéria do composto 3d (hexilamida do 4cido cafeico), que neste estudo foi
avaliada diretamente na enzima COX-2 isolada, se mostrou superior (Clso = 6,3 £1,9 uM) que
a anteriormente reportada por Ribeiro e colaboradores (2019), no ensaio de inibi¢do da PGE»
no plasma sanguineo; este estudo demonstrou que a lipofilicidade da estrutura, que foi
mensurada pelo valor dos respectivos logP (in silico), pode contribuir de forma significativa
para as atividades observadas. A literatura relata que uma diferenca significativa entre os sitios
ativos da COX-1 e COX-2 ¢ a troca de um residuo de isoleucina por um de valina, localizado
na posi¢do 523; o residuo de valina ocupa um volume menor na estrutura, permitindo um
melhor acesso ao sitio ativo de isoforma COX-2 através de interacdes de carater mais
hidrofébico (BLOBAUM e MARNETT, 2007).

Neste trabalho, a atividade inibitoria do derivado 3a (propilamida do 4cido cafeico, Clso =
2,1 +1,4 uM) foi a mais promissora entre as amidas estudadas, e esse resultado sugere que uma
menor lipofilicidade na fun¢do amida também pode contribuir para a atividade inibitoria da
COX-2, em contraste com a lipofilicidade no sistema aromatico que se mostrou uma abordagem
promissora para a atividade contra COX-2, conforme avaliado no estudo conduzido por Ribeiro
e colaboradores (2019). Entretanto, os derivados O-prenilados avaliados por este estudo ndo

foram os mais ativos da série, apesar de mais lipofilicos. De fato, a atividade observada para o
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conjunto de derivados O-prenilados decresceu em comparacao as respectivas amidas de origem,
conforme pode ser observado na Figura 58.

Curiosamente, o derivado O-prenilado 3dP (Clso = 14,6 £3,6 uM) apresentou uma maior
atividade inibitoria em comparagdo com o derivado 3aP (Clso = 32,3 £3,6 uM), o que sugere a
tendéncia de atividade bioldgica contraria ao que foi observado para seus respectivos derivados
ndo prenilados 3a (Clso = 2,1 1,4 uM) e 3d (Clso = 6,3 £1,4 uM). Os resultados sobre a
atividade inibitoria da Série II de analogos O-prenilados ainda pode ser mais explorada a partir
do preparo de novas amidas para construir de forma mais clara o perfil de estrutura-atividade
bioldgica deste conjunto de derivados, em especial sobre o papel das hidroxilas livres que
formam o grupo catecol. No trabalho de Ribeiro e colaboradores (2019), a hexilamida dos
acidos fertlico (112, Clso = 20,0 £1,0 uM) e isoferulico (111, ClIso = 20,1 £2 pM) se mostraram
menos ativas quando comparadas com o derivado 3dP (Clso = 14,6 +3,6 uM) planejado neste
estudo, sugerindo que a O-prenilagdo ainda é uma estratégia que pode ser melhor explorada no
planejamento de derivados com base em estruturas cindmicas para atividade contra COX-2.

Diversos estudos na literatura relatam o potencial anti-inflamatério de produtos naturais que
sao ricos em derivados de ACs (como a propolis), e diversos mecanismos contribuem para esse
efeito (ZULHENDRI et al., 2022). O CAPE (19), por exemplo, € o derivado mais estudado pelo
seu potencial anti-inflamatorio na propolis Europeia, que, além de um excelente antioxidante,
apresenta atividade associada a inibicao da expressao da COX-2 e na produgdo de PGs, inibicao
da producao de NO em macrdfagos, supressao da biossintese de ECs, além de inibir a liberagdo
de acido araquidonico das células (ARMUCTO et al., 2015). Outros ésteres, como o cafeato de
metila (30) também demonstram sua acao anti-inflamatoria através da inibi¢ao da producao de
PGE2 e NO, sugerindo que o grupo catecol pode ser importante para atividade bioldgica (SHIN
et al., 2004), como € observado em outros trabalhos (CHAINOGLOU et al., 2020).

Na Figura 59 estdo as estruturas de alguns derivados do 4cido cafeico (3) com atividade
anti-inflamatdria disponiveis na literatura, e diferentes mecanismos (DA CUNHA et al., 2004;
TAKAHASHI e MIYAZAWA, 2012; AL-OSTOOT et al., 2021). A inflamag¢ao ¢ um processo
fisiologico presente em diferentes aspectos patologicos, tendo diferentes implicagdes sérias na
terapia de diversas doengas. A relagdo entre diversos tipos de cancer e processos inflamatérios
¢ bem estabelecida na literatura, discorrendo que a alteragdes na bioquimica de tais processos
¢ um dos componentes essenciais para o crescimento e a proliferacao de tumores (KHANDIA
e MUNJAL, 2020).

Atualmente, o cancer segue como a causa mais comum de mortes em todo o mundo,

levando mais de 10 milhdes de pessoas a 6bito sé em 2020, onde dados da Organizagao Mundial
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da Saude (OMS) destacam a prevaléncia majoritaria de cancer de mama, que somam mais de 2
milhdes de casos (ALACRON-LOPEZ et al., 2024) e esses numeros tornam evidente a
necessidade de novas terapias. ACs e seus derivados apresentam diversas atividades biologicas,
sendo estruturas multifuncionais que podem ser exploradas no desenvolvimento de farmacos
para o tratamento do cancer e de dos aspectos que sdo com frequéncia associados a sua
patologia, como alteragdes no estresse oxidativo e na homeostase, desordem nos processos

inflamatoérios e outros (PEPERIDOU et al., 2017).

e i
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Figura 59. Potencial anti-inflamatorio de derivados naturais e sintéticos do 4cido cafeico de acordo
com alguns dados da literatura.

O cancer ¢ uma doenca multifatorial muito complexa, que consiste no crescimento
desordenado de células anormais, resultado de mutagdes genéticas cumulativas que podem ser
induzidas por diversos fatores relacionados ao ambiente e estilo de vida, além de pré-disposi¢ao
genética (ANAND et al., 2008; CALAF et al., 2020). Os mecanismos envolvidos nesse
processo sdo muitos, € envolvem a desregulacdo de vias de sinalizacdo, promovendo

descontrole em diversas fases do ciclo celular; assim, essas células sdo capazes de evadir os
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mecanismos de controle e apoptose, proliferando descontroladamente (PATERGNANI et al.,
2020; MORENO-CELIS et al., 2022), e podendo assim se espalhar, invadindo tecidos
adjacentes em outras pares do corpo, processo conhecido como metastase (GANESH e
MASSAGUE 2021; MAJIDPOOR e MORTEZAEE, 2021; GERSTBERGER et al., 2023).

Os ACs sao estruturas privilegiadas no design de novas moléculas com potencial atividade
bioldgica, e diversos estudos in vitro destacam seu potencial anticAncer por mecanismos que
envolvem a polimerizagdo da tubulina, a inibigdo de metabolitos no meio celular, apoptose e
desempenham um efeito antiproliferativo (FOTOPOULOS e HADJIPAVLOU-LITINA,
2024). A relacdo entre diversos tipos de cancer e processos inflamatdrios € atualmente um
importante campo de pesquisa, € no microambiente de tumores a sinalizacdo de varias dessas
vias metabolicas que estdo relacionadas com a inflamagao sdo acentuadas (PITROWSKI et al.,
2020; ZHANG et al., 2021). Um dos fatores que contribui de forma significativa para relacao
entre processos inflamatorios e o cancer ¢ a produgdo de prostaglandinas em muitos tipos de
tumores, por acdo das enzimas COX, e a producao desses metabolitos pode estar associada com
o inicio do processo de carcinogénese, além de também promover o crescimento e a
proliferacdo de tumores (WANG e DUBOIS, 2006; PITROWSKI et al., 2020). A atividade
anticancer de inibidores seletivos de COX-2 ¢ algo que chama a atenc¢do cientifica, interesse
que aumentou a investigacdo do potencial anticancer de derivados planejados para inibir a
cascata do acido araquidonico (MAHBOUBI-RABBANI et al., 2024).

Em comparagdo com a COX-2, arelagdo entre a COX-1 e a progressao de tumores € pouco
investigada. Recentemente, trabalhos na literatura tém demonstrado que a isoforma COX-1 esta
associada com a progressdo de diferentes tipos de tumores, como canceres de mama e ovario
(PERRONE et al., 2014), carcinoma renal e tumores hematologicos (CASALINO et al., 2019;
PERRONE et al., 2010; PATI et al., 2019). Nos casos citados, uma super expressao de COX-1
poderia ser explorada como um biomarcador para o diagnostico dos tumores (PERRONE et al.,
2014; SCILIMATI et al., 2015; VITALE et al., 2016).

Dentro deste contexto, surgiu o interesse em investigar a atividade antiproliferativa dos
derivados que compdem as Séries I e II de amidas do &cido cafeico e de analogos O-prenilados,
no periodo de doutorado sanduiche na Universidade de Coimbra, e os ensaios foram realizados
no Instituto de Biofisica da Faculdade de Medicina. As amidas da Série I foram as mais ativas,
sendo que os derivados 3d (Clsp 62,91 uM) e 3e (Clso 66,25 uM) apresentaram resultados mais
promissores. Curiosamente, as Unicas amidas O-preniladas que demonstraram atividade neste
ensaio bioldgico sdo seus respectivos andlogos: 3dP (Clso 147,7 uM) e 3eP (Clso 199,7 uM), e

essa observacao sugere que a presenca da n-hexilamida ou da anilida podem ser importantes na
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atividade antiproliferativa desses derivados. Os demais derivados da Série II de amidas nao
demonstraram atividade, com Clso > 300 uM. As estruturas e suas respectivas atividades estdo

ilustradas na Figura 60.
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Figura 60. Resultados de atividade antiproliferativa em célula de cancer de mama triplo-negativo
(HCC 18006), obtidos para os compostos das Séries I e I1.

Entre as amidas alifaticas, o aumento da cadeia de hidrocarbonetos favoreceu sua atividade
biologica, que decresce a medida que a lipofilicidade naquela regido diminui: o derivado 3a foi
o menos ativo de toda a Série I (Clso= 167,7 uM); no caso das duas amidas aromaticas, para a
benzilamida do 4cido cafeico (3f) a inser¢do de um carbono espacador entre o atomo de
nitrogénio e o anel aromatico resultou em perda consideravel da atividade bioldgica (Clso =
98,79 uM). Com relagdo a regido aromatica, foi observado que a O-prenilagdo de uma das
hidroxilas fendlicas suprimiu completamente sua atividade antiproliferativa com relagdo a
amida de partida (Clso> 300 uM), com excecao apenas dos derivados 3dP (hexilamida do acido
cafeico 4-O-prenilada, Clso= 147,7 uM) e 3eP (anilida do 4cido cafeico 4-O-prenilado, Clso=
199,7 uM), curiosamente, os que correspondem as amidas nao preniladas mais ativas. Isso
sugere que a estrutura das amidas 3d e 3e ¢ importante para a atividade antiproliferativa, pois

¢ capaz de promover a inibi¢ao das células, mesmo que em niveis menores nos seus respectivos
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andlogos O-prenilados 3dP e 3eP.

6.3. Avaliacao da Atividade Antifiingica

Os derivados das Séries I e II de amidas do 4cido cafeico (3a — 3f) e dos seus analogos O-
prenilados (3aP — 3fP), as anilidas cindmicas da Série III (1e — Se) e suas respectivas lactamas
(L2, L3 e L5) foram avaliados quanto a capacidade antifingica. Os resultados foram expressos
em CIM (uM), calculados ap6s o ensaio pelo método de microdiluigdo em caldo. Os resultados

estdo expostos na Tabela 6.

Tabela 6. Avaliacao dos derivados das Séries I e II com relagao
a inibi¢do do crescimento do fungo S. brasiliensis.

Série 1 CIM (uM) Série 11 CIM (uM)
3a 1,25 3aP 1,25
3b 0,625 3bP >2.5
3c 1,25 3cP >2.5
3d 1,25 3dP 0,928
3e 0,625 3eP >2.5
3f 0,625 3fP >2.5

Os derivados da Série I (amidas ndo preniladas) apresentaram as melhores atividades do
ensaio, com CIM 0,625 uM (3b, 3e e 3f), e a O-prenilagao foi capaz de suprimir a atividade
antifngica nos derivados 3bP, 3eP e 3fP (CIM > 2,5 uM). Os derivados das Séries II1 também
apresentaram CIM > 2,5 pM, o que novamente retoma a ten¢do para o derivado 3e, que
apresenta o grupo catecol livre (CIM 0,625 puM). As lactamas L2, L3 e LS ndo demonstraram
atividade antifungica (CIM > 2,5 uM), indicando que essa modificagdo também nao foi capaz
de potencializar a atividade biologica dos derivados cinamicos, e, assim como na O-prenilagao,
a respectiva lactama L3 também teve sua atividade suprimida.

Modificacdes estruturais simples podem apresentar resultados muito significativos quanto
a modulacao da atividade antifiingica, com dados da literatura que descrevem o potencial de
ACs e seus analogos estruturais frente a diferentes espécies. Os ACs e seus derivados podem
potencializar o efeito de farmacos com diversos alvos bioldgicos; em um trabalho desenvolvido
por Oliveira e colaboradores (2020), o 4cido p-cumadrico (2) e seus derivados (Figura 61)
sintéticos foram testados quanto a inibi¢cdo da levedura Cryptococcus neoformans com CIM
entre 1.3 (121 e 122) e 13,5 mM (1). Neste mesmo estudo, os analogos que melhor inibiram o
crescimento das leveduras também apresentaram atividade inibitdria frente a enzima tirosinase,

sugerindo que a produc¢do de melanina pode estar envolvida no mecanismo de a¢do antifingica
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dos compostos e o padrao estrutural C¢-Cs foi essencial para a atividade bioldgica, em
compara¢gdo com os demais derivados testados, como os derivados do acido benzoico

(OLIVEIRA et al., 2020).
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Figura 61. Relagao estrutura-atividade antifingica para os analogos sintéticos do acido p-cumarico
(2), o éster p-cumarato de metila (121) e a cetona 4-hidroxifenil-but-1-en-3-ona (122), além
do acido cinamico (1). CIM em mM e Clso em pM (OLIVEIRA et al., 2020).

Lima e colaboradores (2018) estudaram a relagdo estrutura-atividade antifungica de ésteres
metilicos de ACs em comparacao com seus analogos derivados do acido benzoéico (Figura 62),
e reportaram que o efeito inibitorio frente ao crescimento de C. albicans tinha relagdo com a
quantidade de hidroxilas livres no anel aromético, onde o éster cafeato de metila (30) apresentou
maior potencial de inibigdo que o p-cumarato de metila (123), obtendo CIM nos valores de 128
e 1024 pg.mL!, respectivamente, e os ésteres cinamato de metila (124) e 3.4,5-
trimetoxicinamto de metila (125) ndo foram ativos na maior concentragdo testada; além disso,
foi observado que a presenca das hidroxilas fendlicas por si, ndo era o suficiente para o efeito
inibitdrio, uma vez que o éster metilico do 4cido galico, um derivado de acido benzdico, (126)
ndo demonstrou atividade antifiingica, indicando o sistema cindmico como importante para a
atividade biologica estudada (LIMA et al., 2018).

Waller e seus colaboradores (2022) estudaram a relagdo estrutura-atividade biologica de
derivados cindmicos nas leveduras de S. brasiliensis usando uma cetona como prototipo (127);
a amida analoga ao protdtipo (128) demonstrou o maior potencial fungicida da série, com CIM
entre 0,08 e 0,16 uM, mais ativo que os respectivos acido p-metoxicinamico (129) e acido
cafeico (3), e que a butilamida do 4cido p-cumarico (130), destacando que para os derivados
testados, existe uma boa atividade antifungica atribuida a estruturas mais lipofilicas na regido

aromatica, quando comparado com a presenca de hidroxilas livres, mas a presenca de uma
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amida linear na cadeia lateral demonstrou ser mais eficiente para a atividade biologica.
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Figura 62. Relacdo estrutura-atividade antifingica para ésteres metilicos de ACs e analogos derivados
do acido benzoico frente a C. albicans: p-cumarato de metila (123), cafeato de metila (30), cinamato
de metila (124), 3.,4,5-trimetoxicinamato de metila (125) e galeato de metila (126). Relacdo estrutura

atividade biologica para derivados de ACs contra S. brasiliensis: cinamoil-butanona (127), n-
butilamida do acido p-metoxicinamico (128), n-butilamida do acido p-cumarico (130), acido p-
metoxicinamico (129) e acido cafeico (3).

Neste estudo, o derivado 3b (butilamida do 4cido cafeico) esta entre os que apresentaram
a melhor concentragdo de inibi¢do do fungo (CIM 0,625 uM), superior ao valor de CIM que foi
reportado por Waller e colaboradores (2022) para a butilamida do acido p-cumarico (130); esse

valor sugere que uma regido aromatica hidrofilica também pode ser interessante para a atividade
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inibitoria de S. brasiliensis quando se trata de derivados cinamicos. De fato, ao analisar os dados

de atividade dos acidos livres, o acido cafeico (3) apresentou intervalo de CIM superior (0,4 —

0,8 uM) ao do acido p-metoxicinamico (129, CIM 2,69 — 5,34 uM).

6.4. Avaliacao da Atividade Antiparasitaria e Citotoxica

A Figura 63 apresenta as estruturas das amidas lineares das Séries I e Il preparadas a partir

do acido cafeico, juntamente com seus andlogos O-prenilados, com seus respectivos valores de

Clso para amastigotas de 7. cruzi e a atividade citotdxica contra as células hospedeiras (LLC-

MK2).
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Figura 63. Estrutura das amidas lineares das Séries I e II e seus respectivos valores de Clso avaliados
contra o T. cruzi (amastigotas) e as células hospedeiras (LLC-MK?2), assim como os
respectivos indices de seletividade (IS).
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O processo de descoberta de novos farmacos antiparasitarios, em especial para a atividade
contra o 7. cruzi permanece um desafio complexo para a quimica medicinal, e requer o design
de protdtipos que apresentem seletividade toxica contra o parasito, especialmente na sua forma
amastigota, que a forma intracelular em que o parasito se replica. Atualmente, o benznidazol ¢
o farmaco de primeira escolha para o tratamento da doencga de Chagas, disponivel desde o ano
de 1971 no mercado; além de ndo ser eficiente na fase cronica da doenga, esse farmaco ainda é
acometido de uma grande diversidade de efeitos negativos que com frequéncia leva o paciente
ao abandono do tratamento (DE SOUZA et al., 2019). Outro problema que est4 associado com
o longo tempo de administracdo desse farmaco, combinado com manejo imprudente da terapia
por parte dos pacientes, estd na crescente ocorréncia de cepas de 7. cruzi resistentes ao farmaco
(CAMPOS et al., 2014) e estratégias visando novos protdtipos que funcionam em condic¢des de
resisténcia ao benznidazol ja estdo sendo elaboradas (MURTA et al., 2024).

A série de amidas avaliadas permitiu a identificagdo de um composto /ead com potente
atividade tripanocida: o derivado 3¢P (butilamida do acido cafeico O-prenilada) foi o derivado
que apresentou menor valor de Clso (7,54 1,71 uM) e apesar de apresentar moderada
citotoxicidade (Clso 169,40 £12,72 uM), este derivado também se mostrou como o mais
seletivo da série das amidas lineares (IS 22,46). O controle positivo do ensaio, o farmaco
benznidazol (109) mostrou um Clso de 2,20 uM neste ensaio.

Entre as amidas lineares e seus respectivos analogos O-prenilados (Séries I e IT) € possivel
estabelecer uma relacdo estrutura-atividade toxica contra o parasito: Na Série I, o derivado 3a
(propilamida do acido cafeico) ndo demonstrou atividade na maior concentracdo do ensaio (Clso
> 100 uM), enquanto a medida que a cadeia linear aumenta, o potencial toxico contra as formas
amastigotas também se torna melhor, uma vez que 3d (hexilamida do acido cafeico) apresentou
a melhor atividade entre as amidas lineares da Série I (Clso 27,26 £4,10 uM), e se mostrou
ainda mais seletivo com relag@o ao parasito (IS 5,72), apesar da moderada citotoxicidade (Clso
156,1 +13,29 uM); os demais derivados (3b e 3¢) ndo foram citotoxicos na concentracao
maxima do ensaio

Para a atividade antiparasitéaria, a O-prenilagdo de uma das hidroxilas fendlicas se mostrou
uma boa ferramenta sintética para o preparo de derivados. A atividade toxica contra o 7. cruzi
foi superior para todos os derivados O-prenilados preparados a partir das amidas lineares. Entre
esses derivados, o mais ativo e seletivo foi o 3¢P (Clso 7,54 £1,71 uM, IS 22,46), e entre eles
apenas o derivado 3dP (Clso 13,28 £2,82 uM, IS >15) apresentou atividade bioldgica reduzida
ao se comparar com os outros membros da Série II, mas com valores de ICso IS ainda se

mostraram superiores ao da sua respectiva amida ndo prenilada 3d (Clso 27,26 +4,10 uM, IS
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5,72). Essas observagdes foram importantes e sugerem ndo sé que a adigdo de uma O-prenilagao
foi benéfica para a toxicidade seletiva das substancias com relacdo ao parasito, mas que a
extensdo da cadeia linear da amida também ¢ um parametro de importancia a ser explorado.
Outra observagdo pertinente sobre os resultados obtidos pela avaliagdo da Série II estd na
atividade citotdxica: o acoplamento desse grupo funcional lipofilico promoveu também um
aumento no potencial citotdxico, porém entre os resultados ¢ possivel observar uma tendéncia
inversa, onde a amida menos lipofilica 3aP foi o derivado com maior citotoxicidade (Clso
116,25 +15,34 uM), enquanto sua respectiva amida 3a, ndo prenilada, ndo apresentou
citotoxicidade na maior concentragdo do ensaio (Clso >100 uM); vale ressaltar também que,
para as amidas O-preniladas da Série I1, apesar de mais citotoxicas que suas respectivas amidas
da Série I, o indice de seletividade ainda se mostrou superior, e isso ¢ um indicativo de que a
O-prenilagdo ¢ uma boa ferramenta pra o design de novas estruturas que visam uma melhoria
na seletividade.

Na Figura 64 se encontram os derivados aromaticos das Séries I, II e I11, avaliados quanto
as respectivas atividades toxicas contra o 7. cruzi. A atividade das amidas aromatica foi menor
quando comparado com a série de amidas lineares escolhidas para este estudo. Entre as quatro
amidas aromaticas das Séries I (3e e 3f) e I (3eP e 3fP), a amida benzilamida do acido cafeico
O-prenilada foi a que mostrou melhor atividade bioldgica e maior seletividade (ClIso 31,82
+2,36 uM, IS 15,06). A O-prenilagdo como estratégia de modificacdo estrutural mostrou-se
ineficiente no par 3e e 3eP, uma vez que a atividade da anilida do 4cido cafeico foi de 48,40
uM (IS 4,13), e sua respectiva amida O-prenilada ndo foi ativa (Clso > 100 uM); porém, a
benzilamida do 4cido cafeico (3f) mostrou-se quase inativa (Clso 92,53 +£9,72 uM, IS 2,16),
enquanto seu respectivo andlogo foi o mais ativo entre as amidas aromatica (Clso 31,82 £2,36
uM, IS 15,06), sugerindo que a mudanca na estrutura com a adi¢ao do grupo O-prenilado pode
ser delicada para a atividade bioldgica ao se tratar de amidas aromaticas.

Por fim, para uma comparag¢ao mais ampla sobre o espectro de atividades biologicas desses
derivados, as anilidas da Série III (1e, 2e ¢ Se) foram testadas e o efeito dos substituintes sobre
o anel aromatico foi avaliado. Entre esses derivados, a anilida do acido sinapico (5e) mostrou-
se moderadamente mais ativa e seletiva (Clso 42,22 +4,30 uM, IS 4,73) em comparacdo a
anilida do 4cido cafeico (3e), que inspirou a sintese das novas anilidas (Clso 48,40 £6,85 uM,
IS 4,13); a partir das anilidas 1e (anilida do acido cinamico) e 2e (anilida do 4cido p-cumarico)
foi possivel ver que existe uma importancia associada ao aumento no grau de substitui¢do do
anel aromatico na estrutura do 4cido cinamico, uma vez que esses derivados ndo se mostraram

ativos. Por fim, as respectivas lactamas da Série IV (L1, L2 e L5) ndo se mostraram citotoxicas
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(ClIso > 200 uM), e também nao apresentaram atividade toxica contra o parasito (Clso > 100
uM), sugerindo que tal modificagdo estrutural ndo apresenta efeito toxico nas amastigotas de

T. cruzi, sendo capaz de suprimir a atividade bioldgica que foi observada com o derivado inicial.
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Figura 64. Estrutura das amidas aromaticas das Séries I, I1 e I1I ¢ das lactamas L1, L2 ¢ L5 da Série
IV, com seus respectivos valores de Clso avaliados contra o 7. cruzi (amastigotas) e as células
hospedeiras (LLC-MK2), assim como os respectivos indices de seletividade (IS).
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7. CONCLUSOES

A metodologia sintética utilizada para preparar as amidas e os demais derivados se mostrou
vidvel e com rendimentos adequados apods sua purificagio e caracterizacdo (‘H e '*C RMN, IV
e EM) para preparar: Série I composta por seis amidas do 4cido cafeico (3a — 3f); Série 11
composta por seis andlogos O-prenilados das cafeamidas (3aP - 3fP); Série III composta por
quatro anilidas cinamicas (le, 2e, 4e, Se) ¢ a Série IV das respectivas lactamas (L2, L3 e L5).
Entre os 18 derivados sintetizados, a Série II, composta por seis amidas O-prenilados sao
inéditas na literatura.

Entre os compostos sintetizados, a hexilamida do acido cafeico (3d) destacou-se por
apresentar potencial propriedade bioldgica em todos os sistemas estudados: atividade inibitoria
da COX-2 (Clso 6,3 uM); atividade antiproliferativa avaliada em cancer de mama triplo-
negativo (Clso 62,91 puM); atividade antifingica, inibindo o crescimento do fungo S.
brasiliensis (CIM 0,625 uM); e atividade antiparasitiria e citotoxica, contra as formas
amastigotas de 7. cruzi (Clso 27,26 uM, IS 5,72). Em todos esses casos, a subunidade N-
hexilamida da estrutura se mostrou relevante na modulacdo da atividade bioldgica.

Entre os derivados avaliados quanto a atividade inibitoria da COX-2, o mais ativo foi o 3a
(propilamida do acido cafeico), sugerindo que uma menor lipofilicidade sobre a amida pode ser
favoravel para a inibigao da atividade enzimatica, enquanto todos os analogos O-prenilados que
foram avaliados, demonstraram atividade inferior: o derivado 3a apresentou Clso 2,1 pM, mas
o derivado 3aP apresentou Clso 32,3 pM.

A O-prenilagdo também nao se mostrou uma ferramenta eficiente no perfil da atividade em
células de cancer de mama triplo-negativo. Os derivados 3d (Clso 62,91 uM) e 3e (Clso 66,25
uM) mais ativos para atividade antiproliferativa, enquanto seus respectivos andlogos 3dP e 3eP
foram, os mais ativos da Série II (Clso 147,7 e 199,7 uM, respectivamente); entre as amidas
lineares, foi possivel concluir que o tamanho da cadeia influencia positivamente a atividade
antiproliferativa, uma vez que o derivado 3a apresentou a menor atividade da Série I (Clso
167,7 uM).

As amidas testadas contra a inibi¢do do fungo S. brasiliensis podem ser divididas em trés
grupos, sendo 0,625 uM o melhor valor de CIM obtido nos ensaios, para os derivados 3b, 3e e
3f, seguido do CIM 1,25 uM obtido para os derivados 3a, 3¢ e 3d. Nestes ensaios, as amidas
O-preniladas ndo foram mais ativas que suas respectivas amidas da Série I, indicando que essa
modificacdo estrutural ndo favorece a inibi¢ao de crescimento do fungo. Para as demais anilidas

(1e —Se) e suas respectivas lactamas (L2, L3, L5), ndo foi observada atividade, com CIM maior
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do que a concentragdo maxima do ensaio (CIM > 2,5 uM)

Por fim, este trabalho permitiu a identificacdo de um bom prototipo para futuras otimizagdes
com base na atividade toxica e seletiva para formas amastigotas de 7. cruzi. Em todos os ensaios
realizados os componentes da Série Il se mostraram mais ativos que os da Série I, e o derivado
3¢cP ¢ destacado pela atividade toxica e seletiva contra o parasito (Clso 7,54 uM, IS 22,46). As
amidas da Série II também se mostraram mais seletivas, sugerindo que essa estratégia pode ser
usada na obtencao de derivados seletivamente toxicos contra o 7. cruzi com base na estrutura
dos 4cidos cinamicos.

Os resultados expostos neste trabalho reforcam a importancia farmacologica dos ACs e dos
seus derivados frente a diferentes alvos bioldgicos. Este estudo proporcionou a sintese e a
identificacdo de moléculas com atividades bioldgicas relevantes, e que poderdo ser avaliadas
em novos alvos terapéuticos. A versatilidade farmacoldgica desses derivados, que apresentam
no geral baixa citotoxicidade, instiga a realizagdo de outras avaliagdes biologicas, dado o

contexto multialvo associado aos derivados de ACs conforme relatos da literatura.
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9. ANEXOS

Ensaio de Atividade Inibitoria — COX-2
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Figura 65. Graficos de dose-resposta obtidos para os ensaios de atividade inibitoria da COX-
2 do farmaco Celecoxibe.
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Figura 66. Graficos de dose-resposta obtidos para os ensaios de atividade inibitoria da COX-
2 com as amidas ndo preniladas 3d e 3e.
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Figura 67. Viabilidade celular das amidas nﬁo preniladas (Série I) sobre células LLC-MK2
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Figura 68. Viabilidade celular das principais amidas preniladas (Série II) sobre células LLC-
MK?2 medidos ap6s 120 horas de incubacao.
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Figura 69. Viabilidade celular das amidas ndo preniladas sobre amastigotas de Trypanosoma

cruzi (TULAHUEN C2C4-LacZ) apos 120 horas de incuba%}o.
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Figura 70. Viabilidade celular das principais amidas preniladas sobre amastigotas de
Trypanosoma cruzi (Tulahuen C2C4-LacZ) ap6s 120 horas de incubagao.
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Figura 71. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3a.
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Figura 72. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Dg) do derivado 3a.
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Figura 73. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3a.
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Figura 74. Espectro de absor¢io na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3b.
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Figura 75. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Dg) do derivado 3b.
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Figura 76. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3b.
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Figura 77. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3c.
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Figura 78. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3c.

153



Figura 79. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3c.
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Figura 80. Espectro de absor¢io na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3d.
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Figura 81. Espectro de "H RMN (500 MHz, DMSO-Dg) do derivado 3d.

156



Figura 82. Espectro desacoplado de 1*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3d.
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Figura 83. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3e.
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Figura 84. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3e.

159



Figura 85. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3e.
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Figura 87. Espectro de '"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg) do derivado 3f.
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Figura 88. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3f.
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Figura 90. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Dg) do derivado 3aP.

165



Figura 91. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3aP.
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Figura 92. Espectro de massas de alta resolucao (LC-MS-QTOF) obtido para o derivado 3aP.
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Figura 93. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3bP.
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Figura 94. Espectro de "H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3bP
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Figura 95. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3bP.
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Figura 96. Espectro de massas de alta resolucao (LC-MS-QTOF) obtido para o derivado 3bP.
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Figura 97. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3cP.
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Figura 98. Espectro de '"H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3cP.
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Figura 99. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3cP.
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Figura 100. Espectro de massas de alta resolugao (LC-MS-QTOF) obtido para o derivado 3cP.
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Figura 101. Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3dP.
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Figura 102. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3dP.
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Figura 103. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3dP.
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Figura 104. Espectro de massas de alta resolugao (LC-MS-QTOF) obtido para o derivado 3dP.
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Figura 106. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3eP.
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Figura 107. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3eP.
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Figura 108. Espectro de massas de alta resolugao (LC-MS-QTOF) obtido para o derivado 3eP.
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Figura 109. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 3fP.
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Figura 110. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 3fP.
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Figura 111. Espectro desacoplado de '*C RMN (125 MHz, DMSO-Dg) do derivado 3fP.
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Figura 112. Espectro de massas de alta resolugao (LC-MS-QTOF) obtido para o derivado 3fP.
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Figura 113. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 1e.
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Figura 114. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado le.
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Figura 115. Espectro de '*C RMN — DEPT-Q (125 MHz, DMSO-Dg) do derivado 1e.
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Figura 116. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 2e.
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Figura 117. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 2e.
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Figura 118. Espectro de '*C RMN — DEPT-Q (125 MHz, DMSO-Dg) do derivado 2e.
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Figura 119. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado 4e.
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Figura 120. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado 4e.
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Figura 121. Espectro de *C RMN — DEPT-Q (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado 4e.
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Figura 122. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado Se.
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Figura 123. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado Se.
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Figura 124. Espectro de '3*C RMN — DEPT-Q (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado Se.
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Figura 125. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado L2.
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Figura 126. Espectro de '"H RMN (500 MHz, DMSO-Dg) do derivado L2.
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Figura 127. Espectro de >*C RMN — DEPT-Q (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado L2.
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Figura 128. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado L3.
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Figura 129. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado L3.
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Figura 130. Espectro de 3*C RMN — DEPT-Q (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado L3.
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Figura 131. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (400 a 4000 cm™) do derivado LS.
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Figura 132. Espectro de 'H RMN (500 MHz, DMSO-Ds) do derivado LS5.
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Figura 133. Espectro de 3*C RMN — DEPT-Q (125 MHz, DMSO-Ds) do derivado LS.
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