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Introducéo

O écido cindmico (1) é uma substancia aromatica natural que contém um grupo
carboxilico em sua estrutura (Figura 1). Ele pode ser encontrado em diversas plantas, como
Cinnamomum cassia (canela chinesa) e Panax ginseng, bem como em vegetais, gréos inteiros,
frutas e mel (CHANDRA et al., 2019). Apesar de estar presente em praticamente todas as
plantas verdes, sua concentracdo é geralmente baixa (LICHTENTHALER; SCHWEIGER,
1998).

Figura 1 — Estrutura do &cido cinamico.

O acido cindmico apresenta-se como cristais brancos (KUMAR; PARLE, 2019) e é
encontrado tanto em sua forma livre quanto conjugado a alcoois, ésteres, amidas ou derivados
aldeidicos. Ele é extraido de fontes naturais como 6leo de canela, balsamo de Tolu, balsamo do
Peru, benjoim e storax (KOKTATE et al., 2010). Outras fontes incluem cha, mate, gréos de
café, cacau, frutas como macas, peras, bagas, frutas citricas e uvas, além de vegetais como
brassicas, espinafre, beterraba, alcachofra, aipo, batata, tomate e cereais (CLIFFORD, 1999).

Alguns derivados do acido cindmico ocorrem naturalmente em plantas (YILMAZ et al.,
2018), enquanto outros podem ser sintetizados devido a presenca do anel benzeno e do grupo
acido acrilico, que permitem modificacdes estruturais (ZHANG et al., 2019). O 4cido cinamico
também atua como intermediario na producao de compostos como estilbenos e estirenos, sendo
essencial em varias vias biossintéticas presentes em algas, plantas, fungos e até mesmo em
alguns procariontes. As vias do chiquimato e fenilpropandide geram metabolitos secundarios
importantes, como isoflavonoides, lignina, flavonoides, cumarina e antocianinas, que
desempenham funcdes cruciais na fisiologia das plantas (VOGT, 2010; FERRER et al., 2008;
KUMAR; PARLE, 2019). Por exemplo, as antocianinas sdo responsaveis pela pigmentacéo,
enquanto os flavonoides oferecem protegéo contra radiagdo UV.

Os derivados do acido cinamico possuem uma ampla gama de atividades farmacologicas
descritas na literatura, incluindo: atividades antibacteriana (ZHANG et al., 2020),
antileishmania (LOPES et al., 2020), antifungica (REN et al., 2018), anti-inflamatoria (LIMA
et al., 2018), neuroprotetora (LAN et al., 2017), anticancerigena (GIEREL et al., 2019) e
antidiabética (ADISAKWATTANA et al., 2013). Alguns analogos diferenciados pela presenca
de grupos hidroxila no anel fenil, livres ou metoxilados, incluem acido ferdlico, curcumina
(LAN et al., 2017), acido cafeico, acido p-hidroxicinamico (HU et al., 2017), &cido cumarico e
acido clorogénico (MANCILLA-MONTELONGO et al., 2019).
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O estudo de derivados cindmicos como potenciais agentes farmacoldgicos estd em
crescente evidéncia, principalmente devido a resisténcia de micro-organismos a diversas classes
de medicamentos disponiveis no mercado, 0 que constitui uma ameaca global a saude. A
crescente ineficacia desses medicamentos, aliada a alta taxa de mortalidade associada a
infec¢Oes por micro-organismos resistentes, tem gerado preocupagdo mundial. Entre os micro-
organismos mais estudados estdo Escherichia coli e Staphylococcus aureus. E. coli, geralmente
encontrada no trato intestinal de humanos e animais, pode causar infeccBes urinérias e
meningite, entre outras doencas. J& 0 S. aureus é comum na pele e no trato respiratdrio, podendo
provocar infec¢des cutaneas, pneumonia e endocardite.

Diante dessa realidade, inimeras pesquisas estdo sendo conduzidas para explorar as
propriedades versateis dos derivados do &cido cinamico, uma vez que permitem modificagdes
moleculares em posicdes estratégicas (KUMAR; PARLE, 2019). Tais pesquisas buscam
desenvolver novos compostos com potencial farmacoldgico para o tratamento de céancer,
distdrbios neuroldgicos e infeccdes microbianas, visando maior eficacia terapéutica e menor
ocorréncia de efeitos colaterais (MALHEIRO et al., 2019).

A combinacdo dos nucleos cinamico e acetamida surge como uma estratégia promissora
para o estudo da atividade antimicrobiana. Além disso, as N-aril-2-cloroacetamidas tém sido
amplamente empregadas como blocos precursores estratégicos em diversas sinteses (ABDEL-
LATIF, FAHAD, ISMAIL, 2019; RADHAKRISHNA et al., 2024; ISHAK et al., 2024). Com
o intuito de investigar se a juncao desses nlcleos pode potencializar a atividade antibacteriana,
foi planejada a sintese de trés amidoésteres cindmicos, por meio da reacéo de alquilacéo entre
cinamato de potassio e N-aril-2-cloroacetamidas. Para explorar o potencial desses compostos
como agentes antibacterianos, foram realizados testes in silico de ADMET, juntamente com a
avaliacdo das atividades antibacteriana. Posteriormente, para 0S compostos mais promissores,
foi conduzido um estudo de toxicidade dos compostos utilizando larvas de Artemia salina como
modelo biologico.

Material e Métodos

Os reagentes utilizados foram adquiridos de fornecedores comerciais e utilizados sem
purificacdo adicional. Os solventes foram comprados em grau HPLC e PA ou secos conforme
procedimentos laboratoriais padrdo. Os pontos de fusdo foram medidos em equipamento
Microquimica, modelo MQAPF-302, sem correcdo. Espectros de FTIR foram realizados no
Nucleo de Pesquisa e Extensdo de Combustiveis e de Materiais (NPE-LACOM-UFPB), com
espectrdmetro Shimadzu IRPrestige-21, utilizando pastilhas de KBr e técnica de reflexdo total
atenuada (ATR). Os espectros de RMN de *H e 13C foram obtidos no Laboratério Multiusuario
de Caracterizacdo e Analise (LMCA-UFPB), com espectrometros Bruker de 400 MHz e 500
MHz para H, a 298 K, utilizando TMS como referéncia interna. As analises de massas de alta
resolucéo foram realizadas no LMCA-UFPB, usando espectrometro Bruker MS-ESI-TOF, com
os ions moleculares [M], [M + H] ou [M + Na] relatados como m/z (intensidade relativa).

O procedimento experimental para a sintese do cinamato de potassio (2) envolveu a
adicdo lenta de hidroxido de potassio (20 mmol) em etanol (40 mL) a uma mistura de &cido
cindmico (20 mmol) e etanol (40 mL), mantida sob refluxo a 80 °C por 1 hora. O produto foi
obtido com rendimento de 90% (18 mmol) como sélido branco com ponto de fusdo superior a
300 °C.

A sintese das N-aril-2-cloroacetamidas (4a-c) foi realizada com a adi¢éo de cloreto de
cloroacetila (11 mmol) a uma mistura de amina aromatica substituidas (3a-c) (10 mmol) e
trietilamina (12 mmol) em diclorometano anidro (10 mL), sob banho de gelo, seguida de
agitacdo por 20 horas a temperatura ambiente. A extracdo foi feita com diclorometano e a
purificacdo por cristalizacdo a partir de uma mistura de etanol:agua (1:1).

Para a sintese dos amidoésteres cinamicos (5a-c), uma mistura de cinamato de potassio
(2) (1,1 mmol) e N-aril-2-cloroacetamida (4) (1 mmol) em DMF (10 mL) foi agitada a 80 °C
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por 12 horas, monitorada por TLC. O produto foi purificado por cristalizagdo de uma mistura
de etanol:agua (9:1).

As analises in silico dos compostos 5a-c, utilizando SwissADME e pkCSM, avaliaram
propriedades ADMET, baseadas na Regra de Cinco de Lipinski, identificando potenciais
candidatos a farmacos quanto a lipofilicidade, absorcao e toxicidade. A atividade antibacteriana
in vitro dos compostos 5a-c foi testada contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus
utilizando o método de concentragdo inibitdria minima, com clorexidina como controle. Por
fim, a toxicidade dos compostos mais promissores da série foi avaliada utilizando larvas de
Artemia salina, seguindo os protocolos de Meyer et al. (1982), com modificagdes. As larvas
foram incubadas em solucédo salina sintética e expostas aos compostos em concentracdes de
250, 500, 1000 ¢ 2000 pg.mL ™.

Resultados e Discussao

Foi obtida uma série com trés derivados cindmicos. O processo de obtencéo se procedeu
pela reacdo do sal de cinamato de potéssio com as N-aril-2-cloroacetamidas usando como
solvente DMF sob a temperatura de 80 °C durante 12h, com rendimentos que variaram entre
63 a 81% e pontos de fusdo variaram de 139 a 168 °C (Tabela 1), uma reagdo de substituicdo
nucleofilica apresentada no Esquema 1.

Esquema 1 - Sintese dos novos amidoésteres cinamicos 5a-c.
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Fonte: Almeida-Jinior et al., 2024.

Tabela 1 - Rendimentos e estado fisico dos compostos amidoésteres cindamicos 5a-c

Composto R Rend. (%) P.F.(°C) Aparéncia
5a H 81% 161-163 S6lido Branco
5b i-Pr 78% 139-141 Sélido Branco
5¢c Cl 63% 167-168 Sélido Branco

Fonte: Almeida-Jinior et al., 2024.

O composto 5a foi usado como representativo da série e apresenta-se como um sélido
branco, com rendimento de 81% e ponto de fuséo entre 161-163 °C, proximo ao valor literario
de 158-159 °C relatado por Li et al. (2008). A analise por espectroscopia de infravermelho (IR)
usando a técnica de ATR (Figura 2) revelou varias absorgdes relevantes: o pico em 3278 cm™
corresponde & ligagdo N-H, enquanto os sinais em 3130 cm™ e 3059 cm™! sdo atribuidos a
vibragdes de Ar-H e C=C-H, respectivamente. As bandas em 1726 cm™ e 1666 cm™! referem-
se a ligacGes C=0 de éster e amida, enquanto as vibrag¢fes de C=C aparecem em 1633, 1598,
1543 e 1446 cm™. Outros picos relevantes incluem as bandas em 1309 a 1155 cm™, que estao
associadas a grupos C-O-C, e os sinais de 763 a 678 cm™ correspondendo a vibragdes
aromaticas.

A espectroscopia de RMN de H (500 MHz, CDCls) fornece informagdes detalhadas
sobre os hidrogénios do composto: o sinal em 7,93 ppm refere-se ao hidrogénio do NH
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(simpleto), enquanto o sinal em 7,83 ppm, que aparece como um dupleto (J = 16 Hz),
corresponde ao H-3. Na regido aromatica, observam-se mdltiplos sinais: um padrdo em 7,57
ppm corresponde a quatro hidrogénios (Har) e o dupleto em 6,57 ppm (J = 16 Hz) a H-2, a
constante de acoplamento evidencia a presenca de isomeria trans nas estruturas. O sinal em 4,83
ppm é associado aos hidrogénios metilénicos H-8.

A RMN de 3C (126 MHz, CDCl;) fornece os deslocamentos de carbono, com picos em
165,6 e 165,4 ppm referindo-se as carbonilas (C=0) e uma série de sinais na regido aromatica
entre 120,4 e 147,2 ppm, representando os carbonos do anel. O sinal em 63,4 ppm esta
associado ao carbono do grupo metilénico.

Por fim, a anélise de LC-HRMS confirmou a massa molecular, com o valor calculado
para Ci7H1sNOs [M + Na] em 304,0950, e o valor encontrado foi 304,094 1, indicando a precisao
e a confirmacgdo da identidade do composto. Essas analises espectroscopicas demonstram a
eficacia da caracterizagdo do composto, revelando informag@es cruciais sobre sua estrutura e
composicao.

As anélises das propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas dos compostos 5a-c,
utilizando os programas SwissADME e pkCSM, avaliaram os parametros ADMET (Tabela 2).
Os compostos apresentaram massas molares entre 281,31 e 323,39 g.mol™!, atendendo aos
critérios de Lipinski (MW < 500 g.mol™') e Ghose (MW = 160-480 g.mol ). O numero de
doadores de ligacbes de hidrogénio foi 1 e de aceptores foi igual a 3, esses indicadores
respeitaram os limites maximos permitidos nas regras avaliadas.

O coeficiente de particdo (log P) variou entre 2,75 e 3,80, indicando boa metaboliza¢ao
dos compostos, conforme as regras de Lipinski (log P < 5), Ghose (-0,4 < log P < 5,6) ¢ Egan
(log P <5,8). Os compostos também apresentaram de 7 a 8 ligagdes rotacionais, sugerindo alta
biodisponibilidade oral. A area de superficie polar total foi de 55,40 A2, alinhando-se as
recomendacdes de Veber (TPSA < 140 A?).

As porcentagens de absorcdo foram 89,89% para 0os compostos analisados. Todos foram
classificados como moderadamente sollveis a soltveis. O teste de Ames indicou que 0s
compostos analisados ndo sdo classificados como mutagénicos. A toxicidade aguda, avaliada
pelo teste Minnow, estimou que 0s compostos apresentam baixa toxicidade aguda.

Os parametros de Lipinski, Ghose, Egan e Veber sugerem gue 0s compostos 5a-c tém
alta biodisponibilidade teérica via oral e potencial para serem utilizados como farmacos.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas e predicdo ADMET dos compostos 5a-c.
PM ) log | ASPT TOXICldal\(/jliennow
Comp. E)g.mol DLH | ALH P A2 NLR | %ABS | logS | Classe Ames || &8
mM)
5a 281.31 | 1 3 2.75 | 5540 |7 8989 |-3.77 |S No 0.7
5b 32339 |1 3 3.80 | 5540 |8 8989 |-435 | M No -0.302
5¢ 31575 |1 3 333 | 5540 |7 89.89 | -409 | M No 0.162

PM = peso molecular; DLH = doador de ligagdo de hidrogénio; ALH = aceitador de ligagdo de hidrogénio; log P = coeficiente
de parti¢do octanol/agua (média consensual de cinco métodos); ASPT = area de superficie polar total; NLR = nimero de
ligagdes rotativas; %ABS = porcentagem de absorcao; log S (ESOL) = coeficiente de solubilidade; Classe = insoltvel (1) < -
10 < pobre (P) < -6 < moderadamente (M) < -4 < soltvel (S) < -2 < muito (MS) < 0 < altamente (A); Teste de toxicidade de
Ames: teste para avaliar o potencial mutagénico de uma molécula usando bactérias; Toxicidade Minnow: CL50 para Flathead
Minnows; nV = niimero de violagdes; a Lipinski: PM <500, DLH <5, ALH <10, log P <5 (LIPINSKI et al., 1997); b Ghose:
160 < PM < 480, -0,4 <log P <5 (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999); ¢ Egan: log P < 5,88; ASPT < 131,6
A2 (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000); d Veber: ASPT < 140 A2, NLR < 10 (VEBER et al. 2002). Fonte: Almeida-Junior

et al., 2024.

A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro dos amidoésteres cindmicos 5a-c foi
realizada utilizando clorexidina a 0,12% como controle positivo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Valores de CIM para 0s compostos 5a-c.

Bacteria?
G- G+
= wn
8 N 3 i3
Comp. s B s @ 8
c N o I o
20 2 £
s O 220
== o [
3 < S <
LL] [7p]
5a 5000 625
5b >5000 >5000
5¢c 5000 156.25
0.12% Chlorhexidine 1.87 3.75

Fonte: Almeida-Junior et al., 2024.

Os resultados indicaram que os compostos 5a-c inibiram E. coli apenas em
concentragdes iguais ou superiores a 5000 pg.mL™'. Em contraste, €SseS COmMpOStos
demonstraram uma inibicéo significativa contra S. aureus, especialmente os compostos 5a (R
= H), 5¢ (R = CI), com destaque para o composto 5c, que apresentou a maior poténcia
antibacteriana, com uma CIM de 156,25 pg.mL™".

Um estudo recente (MORAIS et al., 2023) evidenciou que ésteres analogos aos
compostos 5a e 5¢, mas sem a presenca do grupo amida, apresentaram atividade significativa
contra S. aureus somente no composto ndo substituido. Isso sugere que a inclusdo do grupo
amida favorece a eficécia antibacteriana.

Adicionalmente, os precursores, como 0 cinamato de potassio (2) e as N-aril-2-
cloroacetamidas 4a-c, foram também submetidos a testes de atividade antibacteriana in vitro.
Surpreendentemente, esses compostos mostraram inibicdo apenas na concentracdo maxima,
tanto contra E. coli quanto contra S. aureus. Esses resultados indicam que a combinacéo dos
nucleos cindmico e acetamida é essencial para a manifestacdo da atividade antibacteriana, sendo
favorecida pela presenca de substituintes aromaticos que atuam como diretores na posi¢do para
(R=HeCl).

Diante dos compostos que demonstraram atividade relevante, foi realizada uma
avaliacdo de toxicidade. Assim, a toxicidade dos compostos 5a e 5c foi testada em larvas de
Artemia salina, com os valores da concentracdo letal mediana (CL50) apresentados na Tabela

4.

Tabela 4. Valores de CLso (ug.mL™) encontrados para toxicidade dos compostos 5a e 5¢ sobre
A. salina larvae.

Composto 5a 5¢C

CLso 316,22 1005,44
Fonte: Almeida-Junior et al., 2024.

Segundo a literatura (NGUTA et al., 2011), valores de CL50 abaixo de 100 pg.mL™! sdo
considerados muito toxicos, entre 100 e 500 pg.mL™!, moderadamente toxicos, e acima de 1000
pg.mL™, ndo toxicos.

Dentre os compostos apenas o 5a foi moderadamente toxico, apresentando CL50 de
316,22 pg.mL'. O composto 5¢ mostrou-se absolutamente ndo toxicos, com CL50 superiores
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a 1000 pg.mL"!, indicando que a introducdo de substituintes na acetamida pode reduzir a
toxicidade de acordo com o teste sobre A. salina.

Conclusodes

A sintese de trés derivados cindmicos foi obtida com excelentes rendimentos variando
de 63% e 81%. As analises espectroscopicas confirmaram a identidade dos compostos e sua
pureza. Os compostos 5a-c foram avaliados quanto as propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas utilizando programas como SwissADME e pkCSM. Os compostos atenderam
aos critérios de Lipinski, Ghose e Egan, indicando boa metabolizacéo e alta biodisponibilidade
oral.

Os compostos 5a-c inibiram E. coli apenas em concentracdes iguais ou superiores a
5000 pg.mL™!, mas mostraram significativa atividade contra S. aureus, com 5c apresentando a
maior atividade antibacteriana (CIM de 156,25 ug.mL™"). A inclusdo do grupo amida parece
favorecer a eficacia dos compostos como possiveis agentes antibacterianos. Os precursores, por
outro lado, mostraram atividade limitada, indicando que a combinacao dos nucleos cindmico e
acetamida é crucial para a atividade antibacteriana, sendo favorecida por substituintes na
posicdo para (R =He Cl).

A toxicidade dos compostos 5a e 5c¢ foi avaliada em larvas de Artemia salina, com o
composto 5a apresentando uma CL50 de 316,22 pg.mL™', classificando-0 como
moderadamente toxico, enquanto o 5¢ foi ndo toxico (CL50 > 1000 ug.mL™"). Esses resultados
sugerem que a introducdo de substituintes na por¢ao acetamida podem mitigar a toxicidade.
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