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Ata da 2922 (ducentésima nonagésima segunda) Tese de Doutorado do aluno do Programa de
Pdés-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Normando Alexandre da Silva
Costa, candidato ao Titulo de “Doutor” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos na area de
concentragcdo Farmacoquimica.

As quatorze horas (14h00) do dia cinco de fevereiro do ano dois mil e dezenove (05/02/2019),
nas dependéncias do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, reuniram-se em carater de Solenidade Publica os membros da
Comisséao designada para examinar o aluno Normando Alexandre da Silva Costa, candidato ao
Titulo de “DOUTOR” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos na area de concentragdo
Farmacoquimica. Foram componentes da Banca Examinadora os pesquisadores Socrates
Golzio dos Santos, Ph.D em Farmacoquimica, Luis Cezar Rodrigues, Ph.D em Quimica
Organica, Fabio Correia Sampaio, Ph.D em Cariologia, Vicente Carlos de Oliveira Costa, Ph.D
em Farmacoquimica, Petrénio Filgueiras de Athayde Filho, Ph.D em Quimica e José Maria
Barbosa Filho, Ph.D em Quimica Orgénica. Sendo o primeiro, integrante do corpo docente da
Faculdade de Ciéncias Meédicas da Paraiba e os demais integrantes do corpo de
pesquisadores da Universidade Federal da Paraiba. Dando inicio aos trabalhos, o Presidente da
Banca, professor José Maria Barbosa Filho, ap6s declarar os objetivos da reunido, apresentou o
candidato Normando Alexandre da Silva Costa, a quem concedeu a palavra para que
dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado “Sintese, caracterizagéo e
estudos in silico de novos derivados da piperina com potencial atividade biologica”. Apds
discorrer sobre o referido tema durante cerca de cinquenta minutos, o candidato foi arguido pelos
Examinadores na forma Regimental. Em seguida, passou a comissdo, em carater secreto, a
proceder a avaliagdo e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito
APROVADO. Em face da aprovacgao, declarou o Presidente, achar-se o examinado Normando
Alexandre da Silva Costa, legaimente habilitado a receber o Titulo de “DOUTOR” em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos, na Area de Concentragdo Farmacoquimica, cabendo a
Universidade Federal da Paraiba, providéncias, como de direito, a expedigdo do Diploma que o
mesmo faz jus. Nada mais havendo a tratar, eu, Caroline Helena Meireles de Medeiros
Mangueira, na qualidade de Secretaria, lavrei a presente Ata que submeto a aprovagdo da
Comissdo Examinadora.

Caroline Helena Meireles de Medeiros Mangueira (Secretaria) @({ '/
LZ - ,> /e
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Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho (Orientador) (/v -9 ¢ : !%
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RESUMO

Titulo: Sintese, caracterizacdo, estudos in silico e avaliacdo biologica de novos derivados da
piperina.

A piperina é um alcaloide presente nas espécies do género Piper, essa molécula possui diversas
atividades bioldgicas, muitas de interesse para a industria farmacéutica, como atividade
antitumoral. Sendo uma molécula de ocorréncia natural, de extracdo simples com altos
rendimentos. Neste trabalho, foi descrito a sintese e caracterizagdo de 15 amido ésteres
derivados da piperina, todas moléculas inéditas. Os Produtos finais foram obtidos através de
uma reacdo substituicdo nucleofilica (SN2) entre o sal do acido pipérico e as 2-cloroacetamidas
substituidas, apresentando rendimentos entre 63 a 92%. A confirmacao das estruturas foi feita
utilizando métodos espectroscdpicos, tais como 1V, RMN de 'H e '3C e anélise elementar. As
caracteristicas fisico-quimicas, toxicoldgicas, biodisponibilidade oral, permeabilidade pela
barreira hematoencefalica, interacdes com a enzima Citocromo p-450 e Glicoproteina-P, ambas
analises realizadas por testes in Silico através de Software gratuitos (SwissAdme, Osiris e
Molispiration). Com excecdo da molécula HE12 todas as moléculas apresentam
biodisponibilidade oral adequada. Na avaliacdo toxicoldgicas, as moléculas apresentaram risco
reprodutivo, proveniente da estrutura natural da piperina, as moléculas HEO3 e HEOQ5
apresentaram também risco irritante e tumorogénico respectivamente. Na avaliacdo
microbioldgica das moléculas, foi usada a técnica de microdiluicdo para obter as concentracfes
inibitérias minimas do crescimento dos microrganismos (CIM) contra 0s seguintes
microrganismos patogénicos aos seres humanos: Staphylococcus aureus ATCC-13150;
Staphylococcus epidermidis ATCC-12228; Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853; Candida
albicans — ATCC 76645, LM-1108, LM; Candida tropicalis ATCC 13803, LM 18 e
Aspergillus flavus LM-714. Os resultados demonstraram que 0s compostos ndo apresentaram
atividade bioldgica até a concentracdo maxima de 1024 pg/mL. Os derivados HEO02 e HEO3
foram submetidos a ensaios de toxicidade pré-clinica aguda, a dose letal (DLso) foi estimada
em 2000mg/Kg para o HEO2 e 5000 mg/kg para o HEO3 (ndo provocou a morte de
camundongos). Os compostos HEO2 e HEO3 apresentaram significante atividade antitumoral
in vivo em modelo de Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE), considerando especialmente os
parametros viabilidade e total celular, foi observado uma diminuicdo significativa nos animais
tratados com HEO2 e HEO3 em todas as doses experimentais. Ndo houve diferenca significativa
entre as doses de 12,5 e 25 mg/kg de HEO2 e HEQ3, apresentando, potente atividade antitumoral
in vivo frente CAE. Além disso, o0 HEO3, nessa linhagem tumoral e nas concentragdes de 6,25
e 12,5 mg/kg, reduziu os parametros avaliados semelhante ao 5-Fluorouracil, utilizado como
controle positivo nesse ensaio. Esses novos derivados revelam-se importantes compostos para
serem avaliados em testes in vivo.

Palavras chave: Esteres, Acido pipérico, Sintese organica, Antitumoral.



ABSTRACT

Title: Synthesis, characterization, in silico studies and biological evaluation of new piperine
derivatives.

Piperine is an alkaloid present in species of the genus Piper, this molecule has several biological
activities, many of interest to the pharmaceutical industry, as an antitumor activity. Being a
naturally occurring molecule, simple extraction with high yields. In this work, the synthesis and
characterization of 15 amido esters derived from piperine have been described, all molecules
being unpublished. The final products were obtained by a nucleophilic substitution reaction
(SN2) between the salt of the pentafluoric acid and the substituted 2-chloroacetamides, in yields
ranging from 63 to 92%. Confirmation of the structures was done using spectroscopic methods,
such as IR, *H and * C NMR and elemental analysis. The physico-chemical, toxicological, oral
bioavailability, permeability by the blood-brain barrier, interactions with the enzyme
Cytochrome p-450 and G-glycoprotein, both analyzes performed by in silico tests through free
software (SwissAdme, Osiris and Molispiration). With the exception of the HE12 molecule, all
molecules have adequate oral bioavailability. In the toxicological evaluation, the molecules
presented reproductive risk, coming from the natural structure of piperine, the molecules HEO3
and HEO5 presented also irritant and tumorogenic risk respectively. In the microbiological
evaluation of the molecules, the microdilution technique was used to obtain the minimum
inhibitory concentrations of the microorganisms growth (MIC) against the following
microorganisms pathogenic to humans: Staphylococcus aureus ATCC-13150; Staphylococcus
epidermidis ATCC-12228; Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853; Candida albicans - ATCC
76645, LM-1108, LM; Candida tropicalis ATCC 13803, LM 18 and Aspergillus flavus LM-
714. The results demonstrated that the compounds did not present biological activity up to the
maximum concentration of 1024 pg/mL.The HEO02 and HEO3 derivatives were submitted to
acute preclinical toxicity tests, the lethal dose (LD50) was estimated at 2000 mg / kg for HE02
and 5000 mg / kg for HEO3 (did not cause death of mice). The compounds HE02 and HEO03
showed significant in vivo antitumor activity in the Ehrlich Ascitic Carcinoma (CAE) model,
especially considering the viability and total cell parameters, a significant decrease was
observed in the animals treated with HEO2 and HEO3 at all experimental doses. There was no
significant difference between the doses of 12.5 and 25 mg/kg of HEO2 and HEQ3, presenting
potent antitumor activity in vivo against CAE. In addition, HEQ3, in this tumor line and at
concentrations of 6.25 and 12.5 mg/kg, reduced the evaluated parameters similar to 5-
Fluorouracil, used as a positive control in this assay. Such news derivatives are important
compounds for evaluation in in vivo tests.

Keywords: Esters, Piperic acid, Organic synthesis, Antitumor.
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1. INTRODUCAO

A Quimica Medicinal, conforme a Unido de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC -
International Union of Pure and Applied Chemistry), € uma disciplina que se baseia nos
conhecimentos da quimica integrando diversas areas do conhecimento, envolvendo as ciéncias
biologicas, médicas e farmacéuticas, com a finalidade de descobrir, planejar, identificar e
preparar moléculas bioativas, além do estudo e interpretacdo do seu modo de interacdo a nivel
molecular, seu metabolismo e das relacbes entre atividade bioldgica e estrutura quimica
(WERMUTH et al., 2003).

Com os avancos tecnoldgicos da industria farmacéutica, houve crescente interesse na
descoberta de novas drogas capazes de produzir efeitos favoraveis a saude e bem-estar do
individuo. Assim, a principal meta da inddstria farmacéutica é o alivio e a cura das doengas. A
inddstria farmacéutica tem incessantemente buscado moléculas com maior seletividade e menor
laténcia de acdo, toxicidade e efeitos colaterais. Essas caracteristicas conferem boa aderéncia
ao tratamento de pacientes e, como consequéncia, garante tolerabilidade maior ao uso
(CORREA et al., 2011).

As estratégias modernas usadas na elaboragdo de novas moléculas-protétipo se baseiam
na "prévia definicdo do mecanismo de acdo terapéutica pretendida e por sua vez, do alvo-
terapéutico escolhido™ (BARREIRO, 2009).

Na quimica medicinal a relacdo estrutura quimica e atividade biolégica (QSAR)
compreende os "efeitos que a estrutura quimica de um composto pode causar durante sua
interagdo com o receptor bioldgico” (KAPETANOVIC, 2008; ARROIO et al., 2010).

Uma importante area da quimica medicinal, a sintese de farmacos, permite a construcao
de compostos de varios niveis de complexidade, a qual visa a aquisicdo de novas moléculas
bioativas que representam uma elevada parcela do mercado farmacéutico. O tratamento de
enfermidades, atualmente, requer a busca de novos compostos candidatos a farmacos (VAN
DE WATERBEEMD e GIFFORD, 2003).

H& vérias estratégias usadas na quimica farmacéutica no planejamento,
desenvolvimento e combinacdo para formacdo de novos farmacos, como latenciagéo,
bioisosterimo, simplificacdo, homologacéo e hibridizagdo molecular, sendo esta ultima uma
boa estratégia na elaboracdo de novos farmacos que consiste na unido covalente de dois grupos
(fragmentos) farmacofoéricos ou que ja apresentem atividades farmacoldgicas reconhecidas,

sendo que esta nova molécula hibridizada devera ser mais bioativa que os fragmentos



moleculares separados e também mais ativos que a mistura equimolar das mesmas moléculas
separadas (VIEGAS-JUNIOR et al, 2007).

A piperina, por ser uma molécula com amplo espectro de atividades bioldgicas,
desempenha um importante papel na sintese organica e tém atraido atencdo consideravel na
quimica farmacéutica. Assim como nos Gltimos anos, tem havido um amplo interesse na
descoberta de novas moléculas derivadas, devido as suas atividades farmacoldgicas
(FERREIRA, W. S. et al., 2012).

Neste trabalho pretende-se unir ao grupo pipérico, proveniente do alcaloide piperina, as
acetamidas aromaticas ou alifaticas, moléculas com ampla atividade bioldgica e sintetizar uma
série de compostos, avaliando estas moléculas quanto as suas propriedades de permeacdo e
biodisponibilidade oral segundo a regra de Lipinski “in silico”, visando a obtencdo de

moléculas potencialmente terapéuticas para o desenvolvimento de novos medicamentos.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 O GENERO PIPER

Esse género é bastante distribuido em regides tropicais e subtropicais do globo (Figura
- 1), entre os tropicos americanos se concentra a sua grande maioria, cerca de 700 espécies
distribuidas em toda a américa central, contabilizando 2000 espécies em todo o0 mundo (RUIZ
etal., 2013).

Figura 1. Distribuicdo geografica do género Piper.
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Fonte: JARAMILLO E MANOS, 2001

O género Piper € de suma importancia ecoldgica. Grandes variedades de insetos
interagem com as espécies de Piper, onde observaram interacdes de predatismo, sequestro,
biotransformacdo de metabolitos secundarios, relagdes de competicdo e de comensalismo
(NOVOTNY et al., 2003; RAMOS et al., 2008; VANIN et al., 2008).

2.1.1 Usos etnobotanicos de algumas espécies do género Piper

Alguns espécimes pertencentes ao género Piper séo usados na medicina tradicional em
varias partes do globo. No Brasil duas espécies sdo usadas em dores de dentes, a Piper
corcovadensis e a P. scutifolium, ambas espécies nativas e endémicas da mata Atlantica, usadas
para esses fins devido a efeitos adormecedores (anestésicos) da boca (WHITTON et al., 2003).

Ha relatos de varios usos em toda América latina, no México a espécie P. aduncum
(partes inteiras da planta cozida e como temperos) € usada como adstringente, estimulante e

diurética, outra espécie utilizada é a P. Sanctum, a qual se usa como analgésica e sua infusdo
5



no combate de asma e bronquite (GRIJALVA, 2006). Na Bolivia, algumas etnias usam plantas
do género Piper como antiparasitarios e antimalaricos, as espécies P. rusby, P. leavilimbum e
P. aduncum apresentam atividade leishmanicida e tripanocida contra as espécies L.
amazonenses, Leshmania sp. e Typanosoma cruzi (FLORES, 2006). Na Colémbia utilizam as
raizes maceradas da P. darienense e P. phytolaccifolium para serem usadas como anestésico
em afeccOes bucais. As folhas da P. peltatumsus sdo aplicadas em forma de cataplasmas para
tratar inflamacgdes (FLORES. 2006).

No continente africano a espécie Piper guineense € usada para o tratamento das dores
estomacais. Nas ilhas do pacifico, utilizam-se as raizes da P. methysticum em forma de bebida
como tranquilizantes para combater a ansiedade, usam-se ainda raizes e frutos de P. chaba sdo
utilizadas para tratar a asma, bronquite, dores abdominais e hemorroidas (FLORES, 2006).

A mais conhecida espécie a Piper nigrum, conhecida como pimenta do reino, € usada
principalmente como condimento e amplamente utilizada nas culturas indianas e chinesas para
diversos fins (WHITTON et al., 2003).

2.2 PIPERINA

O alcaloide de ocorréncia natural piperina (amida piperidinil do é&cido 5-(3,4-
metilenodioxifenil) - E-4Epentadiendico - Figura 2) é o constituinte quimico majoritario da
Piper nigrum, aparecendo em maiores concentragdes nos frutos das plantas
(KARPAKAVALLLI et al., 2012). Piper nigrum (popularmente denominada como pimenta do
reino) tem seu uso propagado na medicina ayurvédica na india, pais de onde € nativa. O Brasil
é¢ um dos maiores produtores da pimenta do reino, onde seu uso predominante € como
condimento, oscilando entre a segunda e terceira posicdo no mercado mundial. Das 50 mil
toneladas anuais, cerca de 45 mil sdo para a exportacdo, principalmente para os Estados Unidos
e Europa (CEPLAC, 2015).

Figura 2. Piperina, constituinte majoritario da Piper nigrum.
o
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Um aspecto importante deste alcaloide é a sua abundancia, o qual é extraido com

rendimentos em cerca de 3-7 %, a partir dos frutos secos (IKAN, 1991). Além do mais, devido
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a maior concentragdo da substancia nos frutos, a pimenta do reino é uma 6tima fonte renovéavel
para a piperina, uma vez que o0 manejo apropriado, pode-se realizar diversas coletas anuais sem
0 comprometimento da planta. A Figura 3 mostra a espécie Piper nigrum com os frutos em

destaque.

Figura 3. Piper nigrum e seus frutos.

Fonte: http://www.kew.org/science-conservation/plants-fungi/piper-nigrum-black-pepper <> acessado
em 10 de agosto de 2017.

2.2.1 Atividades farmacoldgicas da piperina

A imensa pluralidade de atividades biologicas apresentada em estudos farmacoldgicos
pela piperina é muito ampla, evidenciando esta importante amida presente nas espécies do
género Piper. O uso da pimenta do reino como especiaria é tdo antiga quanto o conhecimento
de suas atividades inseticidas, que foram cientificamente confirmadas em 1924 (SCOTT, 1978).
Desde entdo surgiram varias pesquisas com o intuito de identificar as propriedades

farmacoldgicas atribuidas a esta molécula. Algumas delas encontram-se citadas na Tabela 1.


http://www.kew.org/science-conservation/plants-fungi/piper-nigrum-black-pepper

Tabela 1. Atividade bioldgicas apresentadas pela piperina.

ATIVIDADES BIOLOGICAS

REFERENCIAS

Adipogénica
Amebicida
Anticonvulsivante
Antichagésica

Antidiabéticos

ZHANG et al., 2008
MARQUES et al., 2010
PEDERSEN et al., 2009

LIMA etal., 2012

NITTA et al., 2008

Antidepressiva MAO et al., 2011; SONG LI et al., 2007; LEE et al., 2005

Antifungica MARQUES et al., 2010; LEE et al., 2001

Anti-inflamatéria BANG et al., 2009; BAE et al., 2010

Antitérmica PARMAR et al., 1997

Antitumoral SIMOES et al., 2004; RAO et al., 2012

Fertilizante PAWINEE PIYACHATURAWAT et al., 1997
Hepatoprotetora MATSUDA et al., 2009

Inibic&o da resisténcia bacteriana SANGWAN et al., 2008

Leshmanicida SINGH et al., 2010

Tripanocida FREIRE-DE-LIMA et al., 2008; RIBEIRO, 2004.

Na literatura encontram-se relatos sobre o efeito antitumoral da piperina. Além do
estudo in vitro frente as linhagens de células cancerigenas, foi avaliada a atividade antitumoral
da piperina in vivo (ratos), utilizando-se doses de 1,14 mg Kg? animal. Constatou-se neste
estudo a diminuicdo do crescimento do tumor induzido (linfoma de Dalton) em 37%, e a
elevacdo da expectativa de vida dos animais acometidos pelo carcinoma de Ehrlich em até 58%
(SUNILA e KUTTAN, 2004).

Estudos constataram a acao da piperina na inibicdo da atividade, da enzima monoamina
oxidase (MAO), em ratos. Enzima responsavel por catalisar a desaminacdo oxidativa de

neurotransmissores como, por exemplo, dopamina e serotonina. As substancias inibidoras da



MAO séo utilizadas no tratamento de transtornos mentais, especialmente como antidepressivas
e, na terapia das doencas de Alzheimer e Parkinson (LEE et al., 2005).

2.2.2 Alguns trabalhos envolvendo modificacdes estruturais na piperina

Na literatura encontra-se varias atividades farmacoldgicas associadas a piperina, entre
esses trabalhos destacam-se alguns que além de mostrarem o efeito da piperina evidenciaram
também o efeito de derivados e analogos, com o objetivo de esbocar um perfil de relagédo
estrutura-atividade (SAR) para 0os modelos estudados.

Koul e colaboradores demonstraram que a piperina e derivados inibem enzimas
hepéticas (oxidases), dependentes do citocromo P450. Foi observado que a saturacdo da cadeia
lateral da piperina resultou em um aumento da inibicdo enzimatica, enquanto que, nas
modificacfes do anel aromatico e na funcdo amidica foram poucos os analogos (Figura 4) que
demonstraram seletividade em inibir a atividade das oxidases estudadas (KOUL et al., 2000).

Figura 4. Estruturas quimicas dos derivados que demonstraram maior efeito inibitorio das
oxidases estudadas.

conaaclifconans

Lin e colaboradores (1999) descreveram sobre a atividade bioldgica da piperina na
proliferacdo de melandcitos, através desses estudos, Venkatasamy e colaboradores (2004)
sintetizaram uma série de analogos e derivados do alcal6ide natural, tendo como meta um
estudo de relacdo estrutura-atividade (SAR). Foram examinados os seus efeitos bioldgicos
sobre a proliferacdo e diferenciacdo dos melandcitos. A perda progressiva dos melandcitos e
despigmentacdo da pele ocasiona o vitiligo, doenga que assola cerca de 1% da populagéo
mundial, variando de 0,1-9% em diferentes paises. A Figura 5 mostra alguns exemplos de

moléculas modificadas sinteticamente que apresentaram atividades biologicas mais relevantes,



apontando a piperina como precursor de novos prototipos no tratamento do vitiligo (LIN et al.,
1999; VENKATASAMY et al., 2004).

Figura 5. Exemplo de moléculas modificadas sinteticamente que mostraram melhores
atividades bioldgicas.
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Diversos relatos encontrados na literatura descrevem modificacdes estruturais na
piperina, como exemplo o uso de analogos da piperina, sintetizados com diferentes anilinas
substituidas e aminoacidos (Figura 6), onde foram testadas frente as atividades antitumorais e
antimicrobianas (UMADEVI et al, 2013). Esses estudos demonstraram que 0 composto 12,
formado através de uma hibridizacdo da piperina com o aminodcido triptofano, inibiu o
crescimento de linhagens de células HeLa (primeira linhagem celular imortal cultivada com

sucesso em laboratorio).

Figura 6. Analogos da piperina sintetizados com aminoacidos e anilinas substituidas.
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O Composto 10, um hibrido do aminoacido histidina com a piperina possuindo em sua

estrutura um anel imidazol, possui efeito citotoxico contra linhagem de células do cancer de
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mama. Esses dados demostram que os derivados da piperina apresentaram atividades superiores
do que usando apenas a piperina isolada (UMADEVI et al, 2013).

2.3 Estudos in silico

O procedimento para obtencdo de novos farmacos necessita de tempo e de recursos, por
Ser um processo oneroso, 0s estudos tedricos sdo cruciais para minimizar essas demandas, pois
indicam quais sdo as moléculas mais adequadas para possiveis farmacos. Para varios autores
ndo apenas moléculas com baixa toxicidade e com significante atividade bioldgica serdo bons
candidatos a farmacos, mas é necessario atender aos parametros ADMET (Absorcéo,
Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade). Tais parametros avaliam a potencialidade
de absorcéo por via oral, importante via de administracdo de medicamentos, a concentracao do
farmaco no alvo terapeutico, seu metabolismo e sua consequente eliminacdo. (DAINA et al.
2017; SAVJANI et al. 2012; VEBER et al. 2002; LIPINSKI et al. 1997, 2001). Essas analises
evitam que ocorram sintese de protétipos com farmacocinética desfavoravel, evitando o gasto
de recursos desnecessarios.

A absor¢cdo de um composto é importante para o projeto de novos farmacos,
principalmente para analisar a permeabilidade da droga administrada por uma via extravascular,
onde o farmaco perfundem os tecidos até a circulagdo sanguinea e posteriormente atinge seu
alvo biol6gico. (BARREIRO e FRAGA, 2014).

Outro aspecto importante € a distribuicdo, a qual é a saida do farmaco da circulacdo
sanguinea para os demais fluidos (intersticiais e intracelulares), para isso o farmaco pode estar
ligado a proteinas ou na sua forma livre, dependendo de fatores fisico-quimicos da molécula e
da fisiologia do organismo. (BARREIRO e FRAGA, 2014).

O metabolismo (biotransformacao) de um farmaco tem duas funcbes: a mais comum é
a possiblidade de excretar substancias lipossollUveis e a outra é a ativacdo de drogas
administradas como pré-farmacos. A biotransformacéo sé é possivel através de vérias reacoes
que ocorrem nessa etapa, como oxidacdo, hidroxilacdo, desaminagédo, desalquilacdo e a
hidrélise (BARREIRO e FRAGA, 2014). As reagdes metabdlicas acontecem principalmente no
figado, mas podera acontecer nos rins, no trato intestinal, nos pulmdes e no sangue (TOZER e
ROWLAND, 2009).

A principal via de excrec¢éo de um farmaco é a renal através da urina, portanto moléculas
pequenas, para serem carreadas, e hidrossollveis sdo mais faceis de serem eliminadas (TOZER

e ROWLAND, 2009).
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Os pardmetros ADME podem ser previstos através de estudos in silico, baseando-se em

critérios fisico-quimicos calculados. Dentre esses critérios a lipofilicidade, a solubilidade em

agua, tamanho da molécula e sua flexibilidade. Fazendo uma verificagdo prévia desses

parametros podera reduzir o tempo usual em estudos farmacocinéticos na fase clinica.

LIPOFILICIDADE: E obtida pelo coeficiente de parti¢do entre n-octanol e dgua
(logPow). Pardmetro crucial no desenvolvimento de novos farmacos, pois pode
interferir na absorcdo, temos que moléculas lipossollveis atravessam
passivamente as membranas plasmaticas, porém se essa lipofilicidade for alta
dificultara sua distribuicéo pela circulacdo sanguinea, devido os fluidos serem
aquosos. Temos que um Log P favoravel ndo deveréa ser elevado de forma que
prejudique a solubilidade nos fluidos bioldgicos , nem tdo baixo que evite a
interacdo e premeacdo de membranas lipidicas, ou seja, é o balanco ideal entre
a solubilidade e lipofilia (ELDER et al., 2013; LIPINSKI et al., 1997).
SOLUBILIDADE: Ter uma molécula soluvel facilita muitas atividades de
desenvolvimento de drogas, principalmente a facilidade de manuseio e
formulacdo. Além disso, para 0s projetos de descoberta dirigidos a
administracdo oral, a solubilidade é uma das principais propriedades que
influenciam na absorcdo. Além disso, uma droga destinada ao uso parenteral
deve ser altamente soltvel em agua para fornecer uma quantidade suficiente de
ingrediente ativo no pequeno volume de tais produtos farmacéuticos
(BARREIRO e FRAGA, 2014). A solubilidade, apesar de ser significativamente
influenciada pelo Log P também é influenciada por outros tipos de fatores fisico-
quimicos, como a ionizacdo da molécula e de sua polaridade, fatores estes
dependentes de suas caracteristicas estruturais e do seu pKa (ALI et al. 2012).
Moléculas ionizadas terdo maiores dificuldades de interagirem com membranas
lipofilicas, ocasionando uma ma absor¢édo destes compostos. (ALI et al. 2012).
O fator solubilidade influencia em todos os parametros ADME.

TAMANHO DA MOLECULA: Nesse parametro entra em consideracio a massa
molar, o volume e a area superficial da molécula, sendo o ideal moléculas com
massa molar menor que 500g/mol, e area superficial polar inferior a 140 A?
(MUEGGE et al, 2001; EGAN et al, 2000). O tamanho da molécula interfere

diretamente na absorcdo e na biodisponibilidade de farmacos administrados por
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via oral, devido as moléculas grandes dificultar a entrada pelas barreiras
hematoencefalicas e perfusdo em meio intestinal (LIPINSKI et al, 1997).

e FLEXIBILIDADE: Diz respeito ao numero de ligacGes rotacionaveis nao
terminais e ndo ciclicas. E totalmente influenciada pela TPSA (Topological
Polar Surface Area), como também pelo nimero de aceptores e doadores de
ligacdo de hidrogénio, outro fator é a presenca de insaturacGes na molécula que
também interfere na flexibilidade, pois leva a reducdo da fragdo de Csp?
(LOVERING et al, 2009). Para drogas com menores numeros de ligacGes
rotacionaveis ocorre uma boa biodisponibilidade quando administrada via oral,
porém a flexibilidade é importante para o farmaco se ligar ao sitio ativo,
efetivando sua ativacdo (VEBER et al, 2002).

Os parametros ADME acrescidos pela Toxicidade (ADMET) é conhecido como a regra
de Linpiski (“Lipinski rule”) ou “regra dos cinco” (“rule of five”). A "regra dos cinco" é
utilizada pelas indastrias farmacéuticas para estimar a solubilidade e a permeabilidade de
farmacos administrados pela via oral. A partir dos resultados obtidos, pode-se predizer as
influéncias moleculares e estruturais de um farmaco na absorcdo de um composto (CAMPOS-
BUZZI et al., 2010).

De acordo com a regra de Linpiski, para uma boa absorcao ap6s a administra¢do por via
oral ou de uma boa permeabilidade na Membrana lipidica, € mais provavel para moléculas que
ndo violam mais de um dos parametros a seguir:

I.  Peso molecular menor ou igual a 500g/mol;
I[l.  Log P menor ou igual a 5;
[1l.  Numero de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10 (Obtido
através da soma de a&tomos de N e O na molécula);
IV.  Numero de grupos doadores de ligacao de hidrogénio menor ou igual a 5 (Obtido através
da soma dos grupos de NH e OH na molécula).

Atualmente existem varios métodos de estudos in silico desenvolvidos com a meta de
prever os parametros ADME com base na estrutura molecular da droga. Dentre os softwares
online e gratuito, o0 SwissADME (Figura 7) é o programa mais atual para os estudos in silico
(DAINA et al. 2017). Esse software considera o Log P em cinco formas diferentes, na forma
de XLogP3, onde existem fatores corretivos (CHENG et al. 2007), no tipo WLogP o qual

considera unicamente fragmentacdo da molécula, sendo um método apenas atomistico
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(WILDMAN e CRIPPEN, 1999), na forma de MlogP calculado atravén de uma relacdo linear
entre 13 descritores moleculares (MORIGUCHI et al. 1994; MORIGUCHI et al. 1992), na
forma de ILogP considerando a energia livre de solvatacdo (DAINA et al. 2014) e 0 método
hibrido SILICOS-IT que considera 27 fragmentos e 7 descritores, 0s quais sdo calculados pelo
programa FILTER-IT (http://silicos-it.be.s3-website-eu-west-1.amazonaws.com/), através da

média aritmétrica dos cinco tem o valor final do LogP (DAINA et al, 2017).

Figura 7. SwissADME - pagina de submisséo.
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Outra inovacdo advinda do SwissADME sdo duas novas correlacdes, expostas na forma de dois
gréficos, sendo eles: 0 BOILED-Egg ( em analogia a um ovo cozido) cuja funcdo é avaliar a
molécula quanto a sua capacidade de atravessa a barreira hematoencefalica, quanto a sua
absorcéo pelo trato intestinal (passiva ou ativa) e a possibilidade de ligagdo com a glicoproteina-
p. Moléculas com capacidade para atravessar a barreira hematoencefalica e com possibilidades
de serem absorvidas passivamente pelo trato gastrointestinal ficam na regido amarela;
moléculas apenas com caracteristicas de absorcdo gastrointestinal fica na regido branca;
moléculas desfavoraveis ou fora dos padrées de druglikeness estardo foram da regido do ovo

(Figura 8a); E o radar de biodisponibilidade ( Bioavailability Radar) o qual mostra uma
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avaliacdo rapida do druglikeness, considerando seis propriedades fisico-quimicas
(lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturacéo), através de estudos,
que foi definido uma faixa fisico-quimica em cada eixo atraves de uma adaptacao de descritores
(RITCHIE et al, 2011; LOVERING et al, 2009), formando um hexagono com area de cor rosa
na qual o diagrama de radar da droga, em analise, deverd se moldar inteiramente para ser
considerado como farmaco (Figura 8b). Moléculas inseridas completamente no hexagono
(rosa) apresentam um conjunto de caracteristicas favoraveis a uma boa disponibilidade oral
(DAINA et al, 2017).

Figura 8. A) Gréafico BOILED-Egg de correlagdo WlogP e TPSA: Na regido amarela —
moleculas com potencialidades em atravessar a barreira hematoencefalica; na regido branca —
moléculas com probabilidades de serem absorvidas passivamente pelo trato gastrointestinal; na
regido cinza — mdleculas que apresentam biodisponibilidade oral desfavoravel. B) Gréfico
Bioavailability Radar: Mdleculas plotadas completamente na area rdsea apresentam condigdes
excelentes para biodisponibilidade por administracdo do farmaco via oral.

LIPO

7| . A B
s e 1 FLEX SIZE
5} N
/
4}
s 2}
S 4N
o} \
1 B / |
X / INSATU POLAR

"0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

tPSA | A? INSOLY

Fonte: A) Daina e Zoete (2016). B) Daina e colaboradores (2017).

Outro software gratuito Osiris ® Property Explore (disponivel na internet pelo link:

http://www.organicchemistry.org/prog/peo/), desenvolvido pela empresa farmacéutica Actelion

Pharmaceuticals Ltd. permite que o usuario desenhe a estrutura molécular em 2D, e a partir
disso, avaliar as diferentes propriedades como toxicidade, solubilidade, Drugscore,
Druglikeness, entre outras (Figura 9). Na avaliagdo da toxicidade de uma molécula inclui os
efeitos: mutagénico, tumorigénico, irritante e sobre a reproducdo. De acordo com o0 programa
efeitos toxicos com elevados riscos sdo mostrados em vermelho, enquanto os pardmetros em
verde indicam moléculas como possiveis candidatas a farmacos, ja os amarelos indicam drogas

com riscos tdxicos moderados (Osiris Property Explorer, 2001).
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Figura 9. Imagem do programa Osiris ® Property Explore com os respectivos perfis
toxicoldgicos, propriedades fisico-quimicas, Druglikeness e Drug-Score.
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Fonte: http://www.organicchemistry.org/prog/peo/ <> acessado em 15 de agosto de 2017

Drug-score.

Duas propriedades importantes avaliadas pelo programa Osiris® sdo o Druglikeness e

O Druglikeness mede o quanto uma molécula se assemelha a um farmaco (utiliza-se da

comparagdo de grupos funcionais e propriedades fisico-quimicas da molécula avaliada com

farmacos ja conhecidos).

O Drug — Score indica se o composto tem potencial global para ser qualificado como

possivel farmaco, através dos valores obtidos de Druglikeness, cLogP (lipofilicidade), LogS

(solubilidade), peso molecular e riscos toxicoldgicos em um tnico valor com o intuito de avaliar

se a molécula tem o potencial para se tornar um farmaco. Moléculas com valores de Drug-score

proximos de 1 (um), sdo 0s mais provaveis de se tornarem farmacos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Os estudos quimicos apresentados neste projeto estdo direcionados a modificacdo
estrutural da piperina preparando novas amidas, vinculando a piperina com acetamidas providas
de diferentes grupos doadores e aceitadores de elétrons. Pretendemos neste trabalho

disponibilizar essas moléculas para realizarem estudos farmacologicos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair piperina a partir da pimenta do reino e sintese do &cido pipérico 2;

e Avaliar o perfil dos compostos a serem sintetizados como potenciais candidatos a
farmacos, utilizando-se parametros ADMET (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo,

Excrecdo, Toxicidade) in silico;

e Realizar a sintese das novas moléculas a partir do acido pipérico, derivado da piperina

com acetamidas;

e Caracterizar os produtos finais por métodos fisicos usuais como: espectroscopia de
infravermelho, ressonancia magnética nuclear unidimensional (*H e 3C), bidimensional
2D (COSY, HSQC e HMBC), anélise elementar;

e Disponibilizar as moléculas inéditas para estudos biolégicos.
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4. ESTRATEGIA SINTETICA

4.1 PLANEJAMENTO PARA A SINTESE DOS NOVOS DERIVADOS DA PIPERINA

O planejamento do experimento, nesse caso uma estratégia sintética, € uma das etapas
cruciais para um bom desenvolvimento de qualquer projeto ou estudo, garantindo uma maior
chance de sucesso. Na quimica medicinal, onde se busca o planejamento de moléculas
bioativas, esse processo é fundamental, pois com a insercdo de moléculas ou de grupos
substituintes a uma estrutura molecular bioativa ja conhecida, podemos potencializar o seu
efeito ou até mesmo inserir uma nova atividade bioldgica.

Nesse trabalho escolhemos a piperina, um alcaloide com uma ampla atividade biol6gica,
onde serdo feitas isercdes de acetamidas substituidas, através da técnica classica da hibridizacédo
molecular, onde as acetamidas serdo inseridas na piperina, através de um éster conector (Figura
10).

Figura 10. Estrutura geral dos novos derivados da piperina.
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As sinteses das novas moléculas derivadas da piperina foram obtidas a partir dos
procedimentos descritos na literatura e realizados em quatro fases sintéticas descrita no

Esquema 1.
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Esquema 1. Sintese dos novos derivados da piperina.
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A piperina 1 sera obtida atraves de uma extracdo etandlica da P. nigrum (popularmente
conhecida como pimenta preta) (IKAN, 1991). O &cido pipérico 2 sera obtido a partir 1 com
através de uma hidrélise basica (IKAN, 1991). Uma reacdo de neutralizacdo entre o acido
pipérico e uma solucdo etandlica de hidréxido de potéssio sera realizada para obter o sal de
potassio do &cido pipérico 3. A 2-cloro-N-(aril ou alil)acetamidas 5 serdo obtidas com
rendimentos excelentes a partir de uma reacdo de N-acetilacdo entre a aminas aromaticas ou
alifaticas 4 e o cloreto de cloroacetila (MAO, 2011). A reacdo entre o sal de potassio do acido
pipérico 3 com a 2-cloro-N-(Aril ou Alil) acetamidas 5 em DMF proporcionard a formagé&o dos

derivados da piperina 6.

4.2 ACETAMIDAS

As amidas apresentam uma série de atividades bioldgicas, como exemplo atividade
analgeésica, antitérmica, anti-inflamatoria, antifangica, antitumoral, dentre outras (KENNEDY
JR, 2001). Uma amida muito famosa o paracetamol (Figura 11) o qual possui atividades
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analgésicas, ¢ mundialmente conhecido, sendo um dos mais comercializados (THEJASWINI,
GURUPADAYYA KOGANTI, 2015; KRISTENSEN et al., 2016).

Figura 11. Paracetamol
o

NP

OH

Com base nessas caracteristicas, resolveu investigar o efeito da hibridizacdo de 14
acetamidas aromaticas e uma alifatica (ciclohexalamina), onde as aromaticas possuem

diferentes grupos substituintes, na Figura 12 temos as acetamidas utilizadas nesse trabalho.

Figura 12. Estruturas da A1-16. Acetamidas derivadas do acido Paraminobenzdico (A13-15).
A-16 Derivado da ciclohexalamina — acetamida alifatica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A seqguir serdo apresentados 0s progressos realizados em cada uma das etapas sintéticas
desenvolvidas neste trabalho. A apresentacdo da discussédo e dos resultados obtidos sera feita
em trés etapas distintas: Preparacdo dos compostos intermediarios, caracterizacdo dos produtos
finais (HEO1-17) e os ensaios in silico e farmacoldgicos, respectivamente.

5.1 PREPARACAO DOS COMPOSTOS INTERMEDIARIOS

5.1.1 Extracgéo da piperina dos frutos secos da Piper nigrum

A etapa inicial foi o isolamento da piperina da pimenta do reino, usando a metodologia
descrita por lkan (1991), onde usamos um aparelho de Sohxlet, e como solvente usamos o
etanol a 95%. Apos a extracdo com o isolamento e tratamentos usuais como a recristalizac&o,
obtemos a piperina na forma de cristais amarelos (Figura 13), com grau de pureza adequado,
onde por meio de caracterizagcdes convencionais de analise (ponto de fuséo, infravermelho,
cromatografia em camada delgada) confirmamos sua pureza atraves de comparacdo com dados

da literatura.

Figura 13. Cristais da piperina.

Fonte: proprio autor (2017).
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O Ponto de fuséo observado foi na faixa entre 126 — 128° C valor proximo ao obtido por
Ikan (1991) 125 — 127 °C. No espectro de infravermelho (Espectro 1) observa-se em 1631 cm’
um estiramento referente a uma carbonila amidica conjugada, em 1249 cm™ vibragdo do
OCH20 do metilenodioxi, em 1581- 1442 cm™ vibragdo do esqueleto aromatico, ainda

observamos em 2939 cm™* (anel aromatico) e 925 cm™ e 846 cm™ (vibragdes dos H aromaticos).

Espectro 1. Espectro de IV (KBr) Piperina.
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5.1.2 Preparacéo do acido pipérico (hidrolise basica da piperina)

O primeiro derivado foi obtido atraves da hidrolise da fungdo amida presente na piperina
1, formando o &cido pipeérico 2 (Esquema 2). A Reagdo encontra-se experimentalmente relatada
no trabalho de Ikan (1991), mas optamos nas modificacfes propostas no trabalho de Ribeiro
(2004) e Welisson (2006), onde aumenta-se o tempo de refluxo para 12 horas ao mesmo tempo
que aumentamos a concentracdo de base utilizada, formando o &cido pipérico, apés acidificacdo
do meio reacional até pH 4-3, com bom rendimento (92,43%) e bom grau de pureza. No
espectro de infravermelho (Espectro 2) na regi&o entre 3500 — 3000 cm™ aparecimento de uma
banda larga, devido ao estiramento da ligagdo OH do acido carboxilico, um excelente indicador
que a reacao realmente ocorreu, outra banda caracteristica é a carbonila do acido conjugado em
1678 cm™ e a presenca de O-CH.-O de metilenodioxi em 1257 cm™.
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Esquema 2. Hidrolise basica da piperina.
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Espectro 2. Espectro de IV (KBr) do acido piperinico.
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5.1.3 Esterificacdo do acido para-aminobenzdico

Os intermediarios 4 - aminobenzoato de metila (ESM), 4 - aminobenzoato de etila
(ESE) e 4 - aminobenzoato de n-propila (ENP) foram sintetizados com bons rendimentos
conforme Tabela 2. Para a preparacdo dos precursores das acetamidas Al13-15 usamos
esterificagcdo do &cido para—aminobenzdico (PABA) com os &lcoois correspondentes: metanol,
etanol e n-propanol, em presenca de H>SOs4 ou HCI concentrados, caracterizando uma
esterificacdo de Fisher, onde o mecanismo encontra-se no Esquema 3. O acido mineral (H2SO4)
protona o atomo de oxigénio do grupo carbonila, formando o ion ox6nio 27 (Etapa I), que em
seguida sofre ataque nucledfilo pela hidroxila do alcool 28, formando um intermediario

tetraedrico 29 (Etapa I1). Em seguida ocorre a transferéncia de um préton de um oxigénio para
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0 outro, originando um segundo intermediério tetraédrico — prototopismo 30 (Etapa IlI).
Ocorrendo em seguida a eliminacdo da agua 31 (Etapa IV). Finalmente a perde de um préton

regenera o catalisador &cido, originando o éster 32 (Etapa V)

Tabela 2. Rendimentos (%) e tempo de reacdo (h) dos intermedidrios ESM, ESE e ENP.

Compostos Rendimento Tempo de reacéo
ESM 60% 1h
ESE 52% 2h
ENP 40% 2h

Esquema 3. Esterificacdo do acido 4-aminobenzdico.

0/—\ CdH OH
A »/_\ 8-R
H _ —_—
OH = OH + R—OH T OHH
I 28 HoN 29
HN H,N
2 27
111

+  H;0 ‘—4V‘ + H,0 4* OH,
H,N H,N H,N
32 31 30

5.1.4 Sintese das acetamidas alifatica e aromaticas substituidas

Existem varias maneiras para preparar as acetamidas, seja usando como precursor
cloretos de acila, anidridos de &cidos, &cidos carboxilicos, ésteres ou através de sais
carboxilados. Ambas reac6es consistem em uma adic¢ao nucleofilica-eliminacdo de aménia ou
de amida em um carbono acila. O método escolhido para esse trabalho foi a partir da reagéo de
cloreto de cloroacetila com aminas aromaticas ou alifatica (Esquema 4). Utilizamos a
trietilamina (EtsN) para neutralizar o HCI liberado durante a reagdo e o solvente usado foi 0
tetraidrofurano (THF). O mecanismo proposto para essa reagdo esta apresentado no Esquema
5.
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Esquema 4. Reacdo geral para a sintese das acetamidas.

cl cl

cl R

R = Estruturas aromaticas ou alifaticas

Esquema 5. Mecanismo proposto para a acilagdo da amina primaria pela reacdo com o cloreto
de cloroacetila.

5 =
\/(T]\ o ) o
Cl Cl Cl + -
e — e R +
ol el \/‘\\‘m Cl\/U\N/ EtNHCI
NH H
R

.. NH
R——NH, R/ ;\\H

Et;N: )

5.1.5 Sintese dos novos derivados amido ésteres (HE01-16)

Os novos derivados hibridos da piperina com acetamidas foram obtidos através de
reacOes de adicdo das acetamidas (aromaticas e alifatica) A1-16 com o sal do acido pipérico
utilizando a rota sintética do Esquema 6. As estruturas dos novos amidos ésteres estdo

apresentadas na Figura 14 bem como seus rendimentos.

Esquema 6. Mecanismo proposto para a substituicdo nucleofilica SN2 para formacdo dos
amidos ésteres.

Substituicdo nucleofilica SN,

R= Aromatico ou alifatico
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Figura 14. Estruturas e rendimentos dos derivados da piperina HE01-16.
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5.2 Determinagao estrutural dos novos derivados da piperina

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos nos espectros
de RMN *H e *C dos amidos ésteres HEO1 e HE (06-16) foram confirmadas através de
comparagdo com a estrutura semelhante das moléculas HE (02-05), elucidadas nesta tese pelo
uso de técnicas de espectroscopia uni (1D) de RMN H e 13C — APT e bidimensionais (2D) tais
como COSY, HSQC e HMBC.

Os resultados indicaram que as técnicas de RMN utilizadas para a elucidacdo dos
amidos ésteres sintetizados confirmaram com relativa precisdo o esqueleto basico desses

compostos.

5.2.1 Interpretacéo dos espectros de RMN *H e 13C (2E,4E) - 2-0x0-2-(4-nitrofenilamina)
- piperidinoato de etila (HE02)

o
7 13 H 16
0.8 A . 0/\1ﬁ/N 17
12<i 6 4 2 s
o
[¢) 11 1
97 5 NO,

A estrutura HEO2 foi confirmada a partir das técnicas espectroscopicas de RMN H e
13C como experimentos uni- (1D) e bidimensionais (2D), utilizando técnicas HSQC, COSY e
HMBC.

O espectro de RMN !H a 500 MHz do composto HE02 (pag 33 e 34) revelou dois
singletos intenso, um com integral para dois hidrogénios cada referente a H-13 em 6 4,81 ppm
e outro com integral para dois hidrogénios referente & H-12 em 6 6,05 ppm importante sinal
indicando o CH2 do metilenodioxi proveniente da piperina. Na regido 6 10,74 ppm um singleto
referente ao hidrogénio do N-H. Presencga de dubletos em 6 6,12 (d, J = 15,2 Hz, 1H); 6,92 (d,
J=8,0Hz, 1H); 7,24 (d, J = 1,6 Hz, 1H); 7,83 (d, J = 9,4 Hz, 2H) e 8,22 (d, J = 9,3 Hz, 2H)
ppm referentes aos hidrogénios H-2; H-10; H-7; H-16,16" ¢ H-17,17’ respectivamente. Em
7,46 (ddd, J =15,3; 7,9; 2,4 Hz, 1H) presenca de duplo duplo dubleto assinalando o hidrogénios
H-3. Na regido de & 7,06-7,01 (m, 3H) observa-se a presenca de multipleto referente aos
hidrogénios H-4; H-5 e H-11. No espectro de RMN C - APT a 125 MHz (pag 35 e 36)
observou-se a presenca de dezoito sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacao

correspondente a cada atomo de carbono. Onze sinais foram associados a carbonos
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hidrogenados, dos quais noves foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos
e de alcenos do tipo sp? e dois sinais de carbonos bihidrogendos do tipo sp*. Os setes sinais
restantes corresponderam a carbonos néo hidrogenados do tipo sp?.

O espectro de RMN-2D H, B3C-HSQC (pag 42-44) permitiu a distingdo entre os sinais
de hidrogénios e carbonos na regidao de ¢ 7,90 - 4,60 ppm: 6 4,81 (H-13) com 62,54 (C-13);
6,05 (H-12) com 101,42 (C-12); 6 6,12 (H-2) com 118,81 (C-2); 3 6,92 (H-10) com 108,52 (C-
10); 6 7,06-7,01 (H-4) com 124,57 (C-4); 6 7,06-7,01 (H-5) com 141,14 (C-5); 6 7,06-7,01 (H-
11) com 123,40 (C-11); & 7,24 (H-7) com 105,79 (C-7); & 7,46 (H-3) com 146,22 (C-3); 6 7,83
(H-16, 16”) com 118,98 (C-16°, 16’) e 6 8,22 (H-17, 17°) com 124,99 (C-17,17’) ppm (Tabela
3).

O espectro RMN-2D *H, *H-COSY (pag 37-39) permitiram correlacionar os nicleos de
'H com *H distante 3 e 4 ligagGes. Observa-se o acoplamento entre o (H-3) em & 7,46 ppm com
trés hidrogénios de alcenos um em 6 6,12 ppm (H-2) e os outros em 6 7,06-7,01 ppm (H-4) e
(H-5). Outra correlagdo é o acoplamento dos hidrogénios aromaticos & 6.92 ppm (H-10) com o
(H-11) em & 7,06-7,01 ppm. Outra correlacdo observada é entre o (H-16, 16”) 6 7,83 ppm ¢ o
(H-17,17) 8,22 ppm ambos provenientes do anel aromatico da acetamida (Tabela 3).

O espectro RMN-2D *H, 3C-HMBC (pag 39-42) permitiram atribuir inequivocamente
os acoplamentos entre *H e *C distantes 2 e 3 ligagdes em: & com 4,81 (H-13) com 165,79 (C-
1) e 166,60 (C-14); 6 6,05 (H-12) com 148,01 (C-8) e 148,34 (C-9); & 6,12 (H-2) com 165,79
(C-1) e 146,22 (C-3) (assinalando sem equivocos a carbonila de éster); & 6,92 (H-10) com
130,39 (C-6), 148,01 (C-8), 148,34 (C-9) e 123,40 (C-11); 6 7,06-7,01 (H-4) com 118,81 (C-
2), 146,22 (C-3), 141,14 (C-5) e 130,39 (C-6); 6 7,06-7,01 (H-5) com 146,22 (C-3), 124,57 (C-
4), 130,39 (C-6) e 105,79 (C-7); 8 7,06-7,01 (H-11) com 141,14 (C-5), 130,39 (C-6), 105,79
(C-7) e 148,34 (C-9); 6 7,24 (H-7) com 141,14 (C-5), 130,39 (C-6), 148,01 (C-8), 148,34 (C-
9) e 123,40 (C-11); & 7,46 (H-3) com 165,79 (C-1), 118,81 (C-2) e 141,14 (C-5); 6 7,83 (H-16,
16”) com 144,59 (C-15), 124,99 (C-17, 17°) e 142,43 (C-18); 8,22 (H-17, 17°) com 144,59
(C-15), 118,98 (C-16, 16°) e 142,43 (C-18); 5 10,74 (NH) com 62,54 (C-13), 166,60 (C-14),
144,59 (C-15) e 118,98 (C-16, 16’) (NH e C-14 correlagdo importante para diferenciar a

carbonila amidica da carbonila de éster) (Tabela 3).
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Tabela 3. Dados dos espectros de RMN *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em DMSO-ds de
HEO2. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HSQC/APT Cosy HMBC
5 3 CJ e Jun)° 8 (A e3Jnc)
(ppm) 6(13c)a o (1H)b,e
1 165,79 - - -
2 118,81 6,12 (d, J = 15,2 Hz, 1H) 7,46 (H-3) C-1eC-3
3 146,22 7,46 (ddd, J=15,3;7,9; 2,4 Hz, 6,12 (H-2) e 7,06-7,01 (H- C-1,C-2eC-5
1H) 4 e H-5)
4 124,57 7,06-7,01 (m, 3H) 7,46 (H-3) C-2,C-3,C-5eC-6
5 141,14 7,06-7,01 (m, 3H) 7,46 (H-3) C-3,C-4,C-6eC-7
6 130,39 - - -
7 105,79 7,24 (d,J =1,6 Hz, 1H) - C-5,C-6,C-8,C-9¢e
c-11
8 148,01 - - -
9 148,34 - -
10 108,52 6,92 (d, J = 8.0 Hz, 1H) 7,06-7,01 (H-11) C-6,C-8,C-9e C-11
11 123,40 7,06-7,01 (m, 3H) 6,92 (H-10) C-5,C-6,C-7eC-9
12 101,42 6.05 (s, 2H) - C-8eC-9
13 62,54 4,81 (s, 2H) - C-leC-14
14 166,60 - - -
15 144,59 - - -
16,16> 118,98 7,83 (d, J = 9,4 Hz, 2H) 8,22 (H-17,17°) C-15,C-17, 17’ C-18
17,177 124,99 8,22 (d, J = 9,3 Hz, 2H) 7,83 (H-16, 16%) C-15eC-16, 16°, C-18
18 142,43 - - -
NH - 10,74 (s, 1H) - C-13,C-14,C-15¢e C-

16,16

®Valores deduzida pelos espectros de RMN *C APT. "Valores obtidos das correlagdes heteronucleares

bidimensionais através de uma ligacdo (*Jcu) HSQC. Valores obtidos das correlages homonucleares

bidimensionais através de uma ligagdo (23Jun e “Jun) COSY. “Valores obtidos das correlagdes bidimensionais

através de duas (2Juc) e trés (3Juc) ligagdes HMBC. ®Multiplicidade de sinais para RMN H: singleto (s); dubleto

(d); tripeto (t); quarteto (g) e multipleto (m).
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Espectro 3 Espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEOQ2.
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Espectro 4. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HE02 (4,5 — 11,0
ppm).
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Espectro 5. Expanséo do espectro de RMN 1H (DMSO-dg, 500 MHz) do HEO2 (6,0 — 8,3 ppm).
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Espectro 7. Espectro de RMN *C — APT (DMSO-dg, 125 MHz) do HEQ2.
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Espectro 8. Expanséo do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HE02 (100

— 170 ppm).
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Espectro 9. Expanséo do espectro de RMN 2C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HE02 (101 —
131 ppm).
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Espectro 10. Expansdo do espectro de RMN *C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HE02 (140
— 169 ppm).
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Espectro 11. Espectro de RMN-2D H, H-COSY do HEO2.
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Espectro 12. Expansdo do espectro de RMN-2D H, 'H-COSY do HE02 (5,5 — 8,5 ppm).
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Espectro 13. Expanséo do espectro de RMN-2D !H, *H-COSY do HEQ2 (7,70 — 8,30 ppm).
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Espectro 14. Expanséo do espectro de RMN-2D 'H, *H-COSY do HEO02 (6,85 — 7,60 ppm).
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Espectro 15. Expanséo do espectro de RMN-2D !H, *H-COSY do HEOQ2 (5,55 — 6,55 ppm).
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Espectro 16. Espectro de RMN-2D H, $3C-HMBC do HEQ2.
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Espectro 17. Expanséo do espectro de RMN-2D *H, 1*C-HMBC do HE02 (10,63 — 10,87 ppm).
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Espectro 18. Expanséo do espectro de RMN-2D H, **C-HMBC do HEO02 (5,9 — 8,3 ppm).
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Espectro 19. Expanséo do espectro de RMN-2D tH, 33C-HMBC do HE02 (7,70 — 8,25 ppm).
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Espectro 20. Expanséo do espectro de RMN-2D H, 33C-HMBC do HE02 (6,70 — 7,55 ppm).
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Espectro 21. Expanséo do espectro de RMN-2D tH, 33C-HMBC do HE02 (6,85 — 7,25 ppm).
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Espectro 22. Espectro de RMN-2D H, 3C-HSQC do HE02.
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Espectro 23. Expanséo do espectro de RMN-2D H, *C-HSQC do HEO02 (3,5 — 9,0 ppm).
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Espectro 24. Expanséo do espectro de RMN-2D H, *C-HSQC do HEO02 (5,6 — 8,6 ppm).
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Espectro 25. Expanséo do espectro de RMN-2D H, *C-HSQC do HEO02 (6,8 — 8,6 ppm).
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Espectro 26. Expanséo do espectro de RMN-2D *H, *C-HSQC do HEO02 (5,6 — 7,5 ppm).
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5.2.2 Interpretacdo dos espectros de RMN H e 3C (2E,4E)-2-oxo0-2-(4-etilfenilamina)-
piperidinoato de etila (HEO3)
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10

A estrutura HEO3 foi confirmada a partir das técnicas espectroscopicas de
infravermelho, RMN *H e 3C como experimentos uni- (1D) e bidimensionais (2D), utilizando
técnicas HSQC e HMBC.

O espectro de RMN *H a 500 MHz (pag 47-48) revelou dois singletos intenso, um com
uma integral de dois hidrogénios referente a H-13 em & 4,73 ppm e outro com uma integral para
dois hidrogénios referente a H-12 em & 6,05 ppm, singleto importante integrando para dois
hidrogénios, confirmando assim a presenca do grupo metilenodioxido na estrutura. Na regido
de 6 1,15 ppm temos um tripleto para trés hidrogénios referente ao H-20 e em 6 2,55 ppm um
quarteto para dois hidrogénios referente ao H-19. Na regido 6 10,01 ppm um sinal referente ao
hidrogénio do N-H. No espectro de RMN *3C - APT a 125 MHz (pag 49-50) do composto HEO3
observou-se a presenca de vinte sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacao
correspondente a cada atomo de carbono. Treze sinais foram associados a carbonos
hidrogenados, dos quais noves foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos
e de alcenos do tipo sp?, um a carbonos trihidrogenados de alifaticos do tipo sp® e trés a carbonos
dihidrogendos do tipo sp®. Os setes sinais restantes corresponderam a carbonos nio
hidrogenados do tipo sp?.

O espectro de RMN-2D H, BC-HSQC (pag 54-56) permitiram a distingdo entre os
sinais de hidrogénios e carbonos na regido de 6 7,49-6,00 ppm: 6 6,12 (H-2) com 119,10 (C-2);
3 6,93 (H-10) com 108,52 (C-10); & 7,05-7,02 (H-4) com 124,61 (C-4); & 7,05-7,02 (H-5) com
140,96 (C-5); 6 7,05-7,02 (H-11) com 123,35 (C-11); 8 7,14 (H-17,17°) com 127,92 (C-17,17);
3 7,25 (H-7) com 105,79 (C-7); 6 7,47-7,42 (H-3) com 145,95 (C-3) ¢ 6 7,49 (H-16, 16’) com
119,45 (C-16’, 16’) ppm (Tabela 4).

O espectro RMN-2D H, ¥¥*C-HMBC (pag 51-54) permitiram atribuir inequivocamente
os acoplamentos entre *H e 3C distantes 2 e 3 liga¢des em: & 1,15 (H-20) com 138,94 (C-18) e
27,57 (C-19); 6 2,55 (H-19) com 127,92 (C-17, 17), 138,94 (C-18) e 15,61 (C-20); 6 4,73 (H-
13) com 165,30 (C-1) e 165,79 (C-14); 6 6,05 (H-12) com 148,01 (C-8) e 148,31 (C-9); 6 6,12
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(H-2) com 124,61 (C-4); 8 6,93 (H-10) com 130,37 (C-6), 148,01 (C-8) e 148,31 (C-9); 6 7,05-
7,02 (H-4) com 140,96 (C-5) e 130,37 (C-6); 6 7,05-7,02 (H-5) com 130,37 (C-6) e 105,79 (C-
7); 6 7,05-7,02 (H-11) com 140,96 (C-5), 130,37 (C-6), 105,79 (C-7) e 148,31 (C-9); 6 7,25 (H-
7) com 140,96 (C-5), 148,01 (C-8), 148,31 (C-9) e 123,35 (C-11); & 7,14 (H-17, 17°) com
136,12 (C-15), 119,45 (C-16, 16°) e 27,57 (C-19); & 7,49 (H-16, 16) com 127,92 (C-17, 17) e
138,94 (C-18); 6 10,01 (NH) com 119,45 (C-16, 16’) ppm (Tabela 4).
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0 g 11 1 r

10

Tabela 4. Dados dos espectros de RMN *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em DMSO-ds de
HEQ3. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HSQC/APT HMBC
3 (ppm) 8 (BC)2 8 (tH)bd 8 (3J e 3Jch)*

1 165,30 - -

2 119,10 6,12 (d, J = 15,2 Hz) C4

3 145,95 7,47-7,42 (m) ;

4 124,61 7,05-7,02 (m) C-5eC6

5 140,96 7.05-7.02 (m) C-6,C-7

6 130,37 - -

7 105,79 7,25 (d, J = 1,7 Hz) C-5,C-8,C-9¢eC-11
8 148,01 - -

9 148,31 - -

10 108,52 6,93 (d) C-6,C-8e C-9

11 123,35 7,05-7,02 (m) C-5,C-6,C-7eC-9
12 101,40 6.05 (s) C-8eC-9

13 62,49 4,73 () CleC-14

14 165,79 - -

15 136,12 - -

16, 16’ 119,45 7,49 (d) C-17, 17’ e C-18
17,17 127,92 7,14 (d) C-15, C-16, 16’ ¢ C-19

18 138,94 - -

19 2757 2,55 (q) C-17,17°, C-18 e C-20
20 15,61 1,15 (t) C-18e C-19
NH ; 10,01 (s) C-16, 16’

a\Valores deduzida pelos espectros de RMN *C APT. PValores obtidos das correlagdes heteronucleares
bidimensionais através de uma ligacdo (2JCH) HSQC. *Valores obtidos das correlagdes bidimensionais através de
duas (?JCH) e trés (3JCH) ligacGes HMBC. “Multiplicidade de sinais para RMN H: singleto (s); dubleto (d);
tripeto (t); quarteto (q) e multipleto (m).
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Espectro 27. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO3.
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Espectro 28. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO3 (1,0 — 5,0
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Espectro 29. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEQ3 (5,5 — 10,2

ppm).
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Espectro 30. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO3 (6,90 — 7,54
ppm).
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Espectro 31. Espectro de RMN 2C (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO3.
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Espectro 32. Expanséo do espectro de RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz) do HE03 (100 — 170
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Espectro 33. Expanséo do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HE03 (102
— 150 ppm).
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Espectro 34. Expanséo do espectro de RMN **C (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO3 (158 178
ppm).
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Espectro 35. Espectro de RMN-2D H, $3C-HMBC do HEOQ3.
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Espectro 36. Expanséo do espectro RMN-2D *H, **C-HMBC do HEO03 (1,0 — 8,0 ppm).
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Espectro 37. Expanséo do espectro de RMN-2D *H, C-HMBC do HEO03 (0,8 — 5,0 ppm).
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Espectro 38. Expanséo do espectro de RMN-2D *H, 2*C-HMBC do HE03 (9,35 — 10,25 ppm).
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Espectro 39. Expanséo do espectro de RMN-2D H, C-HMBC do HEO3 (5,6 — 8,1 ppm).
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Espectro 40. Expanséo do espectro de RMN-2D H, 3C-HMBC do HEO3 (6,80 — 7,60 ppm).
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Espectro 41. Expanséo do espectro de RMN-2D tH, 33C-HMBC do HEO3 (5,70 — 6,55 ppm).
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Espectro 42. Espectro de RMN-2D H, 3C-HSQC do HEO3.
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Espectro 43. Expanséo do espectro de RMN-2D *H, *C-HSQC do HEO03 (0,5 — 6,0 ppm).

I l I

o
7 5\ 3\ 13 n 16
08 v L
12 Woﬂf mzo 0
1
E— 079 Y " 7 e
20
30
'% " F40 ’g
50
60
_=W - *—-ﬁ—
70
6.‘U 5‘.5 5‘.El 415 4I.El 3.5 3I.El 2.‘5 ZiU 115 1.‘U U‘.S
2 (ppm)
Espectro 44. Expansdo do espectro de RMN-2D H, $3C-HSQC do HEO3 (5,2 — 8,2 ppm).
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Espectro 45. Expanséo do espectro de RMN-2D H, *C-HSQC do HEO03 (5,9 — 8,0 ppm).
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5.2.3 Interpretacédo dos espectros de RMN 'H e 13C (2E,4E) -2-0x0-2-(4-metilfenilamina)-
piperidinoato de etila (HE04)
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A estrutura HEO4 foi confirmada a partir das técnicas espectroscopicas de RMN H e
13C como experimentos uni- (1D) e bidimensionais (2D), utilizando técnicas HSQC, COSY e
HMBC.

No espectro de RMN *3C - APT a 75 MHz (pag 60-62) do composto HEO5 observou-se
a presenca de dezenove sinais e permitiu reconhecer o padréo de hidrogenagao correspondente
a cada atomo de carbono. Doze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais

noves foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos e de alcenos do tipo sp?,
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um sinal para um carbono trihidrogenado do tipo sp® e dois sinais de carbonos dihidrogendos
do tipo sp. Os setes sinais restantes corresponderam a carbonos néo hidrogenados do tipo sp?.
O espectro de RMN H a 500 MHz (pag 59-60) revelou dois singletos intenso, um com uma
integral de dois hidrogénios referente a H-13 em & 4,73 ppm ¢ outro com uma integral para dois
hidrogénios referente @ H-12 em 8 6,06 ppm. Na regidao 6 10,02 ppm um singleto referente ao
hidrogénio do N-H. Presenga de dubletos em 6 6,11(J = 15,2 Hz, 1H); 6,93 (J = 8,0 Hz, 1H);
7,25 (J = 1,6 Hz, 1H); 7,11 (J = 9,0 Hz, 2H) ppm referentes aos hidrogénios H-2; H-10; H-7;
H-17,17" respectivamente. Em & 7,48-7,42 (m, 3H) presenca de multipleto assinalados aos
hidrogénios H-3 e H-16,16’. Na regido de ¢ 7,05-7,02 (m, 3H) observa-se a presenca de
multipleto referente aos hidrogénios H-4; H-5 e H-11.

O espectro de RMN-2D H, 33C-HSQC (pag 66-67) permitiu a distingdo entre os sinais
de hidrogénios e carbonos na regido de & 7,60-2,20 ppm: 6 2,25 (H-19) com 20,43 (C-19); o
6,11 (H-2) com 119,10 (C-2); 3 6,93 (H-10) com 108,54 (C-10); & 7,05-7,02 (H-4) com 124,63
(C-4); 8 7,05-7,02 (H-5) com 140,99 (C-5); 6 7,05-7,02 (H-11) com 123,40 (C-11); 6 7,11 (H-
17,17°) com 129,15 (C-17,17%); 6 7,25 (H-7) com 105,78 (C-7); & 7,48-7,42 (H-3) com 145,98
(C-3) ¢ 6 7,48-7,42 (H-16, 16”) com 119,34 (C-16°, 16’) ppm (Tabela 5).

O espectro RMN-2D *H, 'H-COSY (pag 62-63) permitiram correlacionar os nticleos de
'H com H distante 3 e 4 ligagOes. Observa-se o acoplamento entre 0 (H-3) em & 7,48-7,42 ppm
com dois hidrogénios de alcenos um em 6 6,11 ppm (H-2) e o outro em 6 7,05-7,02 ppm (H-4).
Outra correlagdo é o acoplamento dos hidrogénios aromaticos & 6.93 ppm (H-10) com o (H-11)
em 6 7,05-7,02 ppm. Outra correlagdo observada é entre o (H-16, 16”) 6 7,48-7,42 ppm e 0 (H-
17,17°) 7,11 ppm ambos aromaticos provenientes do anel aromatico da acetamida (Tabela 5).

O espectro RMN-2D *H, ¥C-HMBC (pag 64-65) permitiram atribuir inequivocamente
os acoplamentos entre *H e 13C distantes 2 e 3 ligagbes em: & 2,25 (H-19) com 115,15 (C-18);
54,73 (H-13) com 165,29 (C-1) e 165,81 (C-14); 6 6,06 (H-12) com 148,02 (C-8) e 148,32 (C-
9); 8 6,11 (H-2) com 124,63 (C-4); 6 6,93 (H-10) com 130,38 (C-6), 148,02 (C-8) e 148,32 (C-
9); 6 7,05-7,02 (H-4) com 140,99 (C-5) e 130,38 (C-6); 6 7,05-7,02 (H-5) com 130,38 (C-6) e
105,78 (C-7); 6 7,05-7,02 (H-11) com 140,99 (C-5), 130,38 (C-6), 105,78 (C-7) e 148,32 (C-
9); 6 7,25 (H-7) com 140,99 (C-5), 148,02 (C-8), 148,32 (C-9) e 123,40 (C-11); 6 7,11 (H-17,
17”) com 137,95 (C-15) e 20,43 (C-19); 6 7,48-7,42 (H-16, 16”) com 129,15 (C-17, 17°) ¢ 20,43
(C-19); 6 10,02 (NH) com 119,34 (C-16, 16”) ppm (Tabela 5).
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Tabela 5. Dados dos espectros de RMN *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em DMSO-ds de
HEOQ4. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HSQC/APT COSsY HMBC
8 (ppm) 3 (3J e “Jnn)° 8 (3 e 3Jney
o (13c)a S (1H)b.e
1 165,29 - - -
2 119,10 6,11 (d, J = 15,2Hz, 7,48-7,42 (H-3) C-4
1H)
3 145,98 7,48-7,42 (m, 3H) 6,11 (H-2) e 7,05-7,02 -
(H-4)
4 124,63 7,05-7,02 (m, 3H) 7,48-7,42 (H-3) C-5eC-6
5 140,99 7,05-7,02 (m, 3H) - C-6, C-7
130,38 = = =
105,78 7,25 (d, J=1,6 Hz, - C-5,C-8,C9eC-11
1H)
8 148,02 - = -
9 148,32 - - -
10 108,54 6,93 (d, J = 8.0 Hz, 7,05-7,02 (H-11) C-6,C-8eC-9
1H)
11 123,40 7,05-7,02 (m, 3H) 6,93 (H-10) C-5,C-6,C-7eC-9
12 101,42 6.06 (s, 2H) = C-8eC-9
13 62,51 4,73 (s, 2H) - CleC-14
14 165,81 - - -
15 135,95 - - -
16, 16’ 119,34 7,48-7,42 (m, 3H) 7,11 (H-17,17°) C-17,17° e C-18
17,17 129,15 7,11 (d, J =8,2 Hz, 7,48-7,42 (H-16, 16”) C-15e C-19
2H)
18 132,45 - = -
19 20,43 2,25 (s, 3H) C-18
NH - 10,02 (s, 1H) - C-16, 16’

®Valores deduzida pelos espectros de RMN *C APT. "Valores obtidos das correlagdes heteronucleares
bidimensionais através de uma ligacdo (*Jcu) HSQC. Valores obtidos das correlagdes homonucleares
bidimensionais através de uma ligacdo (?Jun e “Jun) COSY. %Valores obtidos das correlages bidimensionais
através de duas (2Jwc) e trés (3Juc) ligagbes HMBC. ¢Multiplicidade de sinais para RMN H: singleto (s); dubleto

(d); tripeto (t); quarteto (q) e multipleto (m).
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Espectro 46. Espectro de RMN *H (DMSO- de, 500 MHz) do HEO4.
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Espectro 47.

Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do HE04 (4,4 — 10,6

ppm).
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Espectro 48. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HE04 (6,92 — 7,52
ppm).
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Espectro 49. Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO04.
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Espectro 50. Expanséo do espectro de RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) do HE04 (100 — 150
ppm).
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Espectro 51. Expanséo do espectro de RMN *C (DMSO- ds, 125 MHz) do HE04 (118 — 136
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Espectro 52. Expanséo do espectro de RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz) do HE04 (145 — 172
ppm).
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Espectro 53. Espectro de RMN-2D !H, *H-COSY do HE04
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Espectro 54. Expanséo do espectro de RMN-2D H, *H-COSY do HEO04 (5,7 — 7,8 ppm).
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Espectro 55. Expanséo do espectro de RMN-2D H, *H-COSY do HEO04 (6,85 — 7,50 ppm).

o
13 H e
o} L Ao f o/\ﬁ,N 17
1z< 6 4 2
5 18
09 1 1
" o M

6.9
r7.0
F7.1
7.2

r7.4
7.5

7.6

T T T T T T 1
7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85

T T T T T T
7.50 7.45 7.40 7.35 730 725 720
f2 (ppm)

f1 (pprm)

63



Espectro 56. Espectro de RMN-2D H, 3C-HMBC do HEO4.
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Espectro 57. Expanséo do espectro de RMN-2D *H, C-HMBC do HE04 (5,5 — 7,5 ppm).
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Espectro 58. Expanséo do espectro de RMN-2D 'H, 3*C-HMBC do HE04 (9,65 — 10,40 ppm).
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Espectro 59. Expanséo do espectro de RMN-2D H, C-HMBC do HE04 (2,2 — 5,0 ppm).
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Espectro 60. Espectro de RMN-2D H, $3C-HSQC do HE04.
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Espectro 61. Expansdo do espectro de RMN-2D H, **C-HSQC do HE04 (1,1 — 6,2 ppm).
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Espectro 62. Expanséo do espectro de RMN-2D 'H, *C-HSQC do HEO04 (5,7 — 8,1 ppm).
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5.2.4 Interpretacdo dos espectros de RMN H e 13C (2E,4E)-2-0x0-2-(4-bromofenilamina)-
piperidinoato de etila (HEQ5)
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A estrutura HEO5 foi confirmada a partir das técnicas espectroscopicas de RMN H e
13C como experimentos uni- (1D) e bidimensionais (2D), utilizando técnicas HSQC, COSY e
HMBC.

No espectro de RMN *3C - APT a 75 MHz (pag 72-73) do composto HEO5 observou-se
a presenca de dezoito sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacdo correspondente a
cada atomo de carbono. Onze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais noves
foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos e de alcenos do tipo sp?e dois a

carbonos dihidrogendos do tipo sp®. Os setes sinais restantes corresponderam a carbonos néo
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hidrogenados do tipo sp?. O espectro de RMN *H a 500 MHz (pag 70-71) revelou dois singletos
intenso, um com uma integral de dois hidrogénios referente a H-13 em 6 4,74 ppm ¢ outro com
uma integral para dois hidrogénios referente a H-12 em 6 6,06 ppm. Na regido 6 10,26 ppm um
sinal referente ao hidrogénio do N-H. Presenga de dubletos em 6 6,11(J = 15,2 Hz, 1H); 6,93 (J
= 8,0 Hz, 1H); 7,25 (J = 1,6 Hz, 1H); 7,56 (J = 9,0 Hz, 2H) e 7,50 (J = 9,0 Hz, 2H) ppm
referentes aos hidrogénios H-2; H-10; H-7 H-16,16’; H-17,17" respectivamente. Em 6 7,45
(ddd, J = 15,3; 7,3 e 3,0 Hz, 1H) presenca de duplo duplo dubleto para o hidrogénio H-3. Na
regido de & 7,05-7,01 (m, 3H) observa-se a presenca de multipletos referente aos hidrogénios
H-4; H-5e H-11.

O espectro RMN-2D H, B¥C-HSQC (pag 77-79) permitiu a distingéo entre os sinais de
hidrogénios e carbonos na regido de & 7,60-6,00 ppm: 6 6,11 (H-2) com 118,98 (C-2); 6 6,93
(H-10) com 108,55 (C-10); & 7,05-7,01 (H-4) com 124,61 (C-4); & 7,05-7,01 (H-5) com 141,08
(C-5); 6 7,05-7,01 (H-11) com 123,42 (C-11); 6 7,50 (H-17, 17°) com 131,62 (C-17,17"); 6 7,25
(H-7) com 105,79 (C-7); 6 7,45 (H-3) com 146,10 (C-3) e 6 7,56 (H-16, 16”) com 121,24 (C-
16°, 16’) ppm (Tabela 6).

A analise do espectro RMN-2D H, 'H-COSY (pag 74) permitiram correlacionar os
nicleos de *H com H distante 3 e 4 ligacdes. Observa-se o acoplamento entre o (H-3) em &
7,45 ppm com dois hidrogénios de alcenos um em & 6,11 ppm (H-2) e o outro em & 7,05-7,01
ppm (H-4). Outra correlacdo ¢ o acoplamento dos hidrogénios aromaticos & 6.93 ppm (H-10)
como (H-11) em & 7,05-7,01 ppm. Outra correlacdo observada é entre o (H-16, 16”) 6 7,56 ppm
e 0 (H-17,17°) 7,50 ppm ambos aromaticos provenientes do anel aromatico da acetamida
(Tabela 6).

O espectro RMN-2D *H, 3C-HMBC (pag 75-77) permitiram atribuir inequivocamente
os acoplamentos entre *H e 13C distantes 2 e 3 ligagbes em: & 4,74 (H-13) com 165,77 (C-1) e
165,81 (C-14); 6 6,06 (H-12) com 148,02 (C-8) e 148,34 (C-9); & 6,11(H-2) com 124,61 (C-4);
3 6,93 (H-10) com 130,36 (C-6), 148,02 (C-8) e 148,34 (C-9); 6 7,05-7,01 (H-4) com 141,08
(C-5) e 130,36 (C-6); 6 7,05-7,01 (H-5) com 130,36 (C-6) e 105,79 (C-7); 6 7,05-7,01 (H-11)
com 141,08 (C-5), 130,36 (C-6), 105,79 (C-7) e 148,34 (C-9); & 7,25 (H-7) com 141,08 (C-5),
148,02 (C-8), 148,34 (C-9) e 123,42 (C-11); 6 7,50 (H-17, 17°) com 137,83 (C-15) e 115,15
(C-18); 6 7,56 (H-16, 16°) com 115,15 (C-18); 6 10,26 (NH) com 121,24 (C-16, 16”) ppm
(Tabela 6).
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Tabela 6. Dados dos espectros de RMN *H (500 MHz) e *C (125 MHz) em DMSO-ds de
HEO5. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HSQC/APT COoSsY HMBC
8 (ppm) 8 (3J e “JnH)° 8 (4 e 3Jch)d
5 (BC) 8 (tH)be
1 165,77 - - -
2 118,98 6,11 (d, J = 15,2 Hz, 1H) 7,45 (H-3) C-4
3 146,10 7,45 (ddd, J=15,3;7,3;30Hz, 6,11 (H-2) e 7,05-7,01 (H-4) -
4 124,61 7,05-7,31H )(m, 3H) 7,45 (H-3) C-5eC-6
5 141,08 7,05-7,01 (m, 3H) - C-6, C-7
6 130,36 - - -
7 105,79 7,25 (d, J=1,6 Hz, 1H) - C-5,C-8,C-9eC-11
8 148,02 - - -
9 148,34 - - .
10 108,55 6,93 (d, J = 8.0 Hz, 1H) 7,05-7,01 (H-11) C-6,C-8e C-9
11 123,42 7,05-7,01 (m, 3H) 6,93 (H-10) C-5,C-6,C-7eC-9
12 101,44 6.06 (s, 2H) - C-8eC-9
13 62,51 4,74 (s, 2H) - CleC-14
14 165,81 - - -
15 137,83 - - -
16, 16’ 121,24 7,56 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 7,50 (H-17, 17°) C-18
17,17 131,62 7,50 (d, J = 9,0 Hz, 2H) 7,56 (H-16, 16”) C-15eC-18
18 115,15 - - -
NH 10,26 (s, 1H) - C-16, 16’

a\Valores deduzida pelos espectros de RMN 3C APT. PValores obtidos das correlagdes heteronucleares
bidimensionais através de uma ligacdo (*Jcu) HSQC. Valores obtidos das correlages homonucleares
bidimensionais através de uma ligagdo (23Jun e “Jun) COSY. “Valores obtidos das correlagdes bidimensionais
através de duas (2Juc) e trés ((Juc) ligagdes HMBC. ®Multiplicidade de sinais para RMN H: singleto (s); dubleto
(d); tripeto (t); quarteto (g) e multipleto (m).
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Espectro 63. Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do HE05
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Espectro 64. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEOQ5 (4,4 — 10,6
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Espectro 65. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO5 (6,90 — 7,65
ppm).
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Espectro 66. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEOQ5 (4,5 — 6,3
ppm).
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RMN 23C (DMSO-ds, 125 MHz) do HEOS.

Espectro 67. Espectro
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Espectro 68. Expansdo do espectro de RMN **C (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO5 (95 — 170
ppm).
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Espectro 69. Expanséo do espectro de RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO5 (100 — 145
ppm).
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Espectro 70. Expansdo do espectro de RMN C (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO5 (164,2
168,0 ppm).
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Espectro 71. Espectro de RMN-2D H, *H-COSY do HEO05.
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Espectro 72. Expanséo do espectro de RMN-2D H, *H-COSY do HEO5 (6,0 — 7,7 ppm).
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Espectro 73. Espectro de RMN-2D *H, 3C-HMBC do HEOQS5.
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Espectro 74. Expanséo do espectro de RMN-2D H, 33C-HMBC do HEO5 (6,85 — 7,65 ppm).

o
7 13 H 16

o) 5\ 3\ N 17

10
12< 6 4 2 /\ﬁ/
1 o 1 8
o
9 10 7 Br

T

!

L

-
‘e
S e

T T T T
7.65 7.60 7.55 7.50

T
745 740 735 730 725 720 715
f2 (ppm)

T T T T T T
7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85

rioo

r105

r110

115

120

125

130

135

140

145

150

155

160

f1 (ppm)

75



Espectro 75. Expanséo do espectro de RMN-2D !H, 2*C-HMBC do HEO5 (9,60 — 10,70 ppm).
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Espectro 76. Expanséo do espectro de RMN-2D *H, *C-HMBC do HEO5 (4,3 — 6,3 ppm).
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Espectro 77. Expanséo do espectro de RMN-2D tH, 33C-HMBC do HEO5 (5,88 — 6,22 ppm).
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Espectro 78. Espectro de RMN-2D H, 3C-HSQC do HEO05.
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Espectro 79. Expansdo do espectro RMN-2D !H, B¥C-HSQC do HE05 (4,2 — 8,0 ppm).
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Espectro 80. Expanséo do espectro de RMN-2D !H, *C-HSQC do HEO5 (5,7 — 7,8 ppm).
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Espectro 81. Expanséo do espectro de RMN-2D H, 3C-HSQC) do HEO5 (6,85 — 7,75 ppm).
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5.2.5 Interpretacédo dos espectros de RMN H e 13C (2E,4E)-2-ox0-2-(fenilamina) -
piperidinoato de etila (HEO1)
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08 A AL : O/N[fN 17
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09 11 o 18
10 17

O espectro de RMN *H a 500 MHz (pag 81-82) revelou dois singletos intenso, um com

uma integral de dois hidrogénios referente a H-13 em 6 4,75 ppm ¢ outro com uma integral para
dois hidrogénios referente a H-12 em & 6,06 ppm importante sinal indicando o CH do
metilenodioxi proveniente da piperina. Na regido 6 10,10 ppm um singleto referente ao
hidrogénio do N-H. Presenca de dubletos em 6 6,12 (d, J = 15.2 Hz, 1H); 6,93 (d, J = 8,0 Hz,
1H); 7,25 (d, J = 1,6 Hz, 1H) e 7.59 (d, J = 7,6 Hz, 2H) ppm referentes aos hidrogénios H-2;
H-10; H-7 e H-16,16’ respectivamente. Em 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,4; 2,9 Hz, 1H) presenca de
duplo duplo dubleto paro o hidrogénios H-3. Na regido de 6 7,09-7,02 (m, 4H) presenca de
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multipleto referente aos hidrogénios H-4; H-5; H-11 e H-18. Observa-se um multipleto em J
7,34 — 7,29 (m, 2H) referente ao hidrogénio H-17,17’ aromatico da fenilamina (Tabela 7).

No espectro de RMN *3C - APT a 125 MHz (pag 83-84) do composto HEO1 observou-
se a presenca de dezoito sinais e permitiu reconhecer o padrao de hidrogenacdo correspondente
a cada atomo de carbono. Doze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais
seis foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos em 105,77 (C-7), 108,51
(C-10), 119,31 (Cl16,16%), 123,34 (C-11), 123,49 (C-18) € 128,73 (C-17,17’) ppm, quatro sinais
de alcenos em 119,05 (C-2), 124,60 (C-4), 140,97 (C-5) e 145,96 (C-3) ppm e dois sinais de
carbonos dihidrogendos do tipo sp®em & 62,49 (C-13) e 101,39 (C-12 metilenodioxi) ppm. Os
seis sinais restantes corresponderam a carbonos ndo hidrogenados do tipo sp? 130,35 (C-6),
138,44 (C-15), 147,99 (C-8), 148,30 (C-9) 165,31 (C-1 carbonila do éster), e 165,77 (C-1

carbonila da amida) ppm (Tabela 7).

o
7 13 H 16"
0-8 SN 1 N 17
o
LY
09 11 o 1 18
10 17

Tabela 7. Dados dos espectros de RMN *H (500 MHz) e 3C (125 MHz) em DMSO-dg do
HEOQ1. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HEO1

3 (ppm) d (*H) 8 (°C)
1 - 165,31
2 6,12 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 119,05
3 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,4; 2,9 Hz, 145,96

1H),

4 7,09 — 7,02 (m, 4H) 124,60
5 7,09 7,02 (m, 4H) 140,97
6 - 130,35
7 7,25 (d, J=1,6 Hz, 1H) 105,77
8 - 147,99
9 - 148,30
10 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H). 108,51
11 7,09 — 7,02 (m, 4H) 123,34
12 6,06 (s, 2H), 101,39
13 4,75 (s, 2H) 62,49
14 - 165,77
15 - 138,44
16 7,59 (d, J = 7,6 Hz, 2H) 119,31
17 7,34 - 7,29 (m, 2H) 128,73
18 7,09 - 7,02 (m, 4H) 123,49
NH 10,10 (s, 1H) -
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Espectro 82. Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO1.
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Espectro 83. Expansio do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO1 (3,5 — 10,5
ppm).
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Espectro 84. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO1 (5,8 — 7,8

ppm).
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Espectro 85. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO1 (6,8 — 7,7
ppm).
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Espectro 86. Espectro de RMN C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO1.
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Espectro 87. Expanséo do espectro de RMN *C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO1 (102
— 148 ppm).
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Espectro 88. Expanséo do espectro de RMN *C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO1 (118
— 126 ppm).
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Espectro 89. Expanséo do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO1 (147

— 173 ppm).
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5.2.6 Interpretacédo dos espectros de RMN H e 13C (2E,4E)-2-0x0-2-(4-clorofenilamina) -
piperidinoato de etila (HEO6)

o
7 13 H 16'
0.8 5\ 3\ 1 o/\']ﬁ/N 17"
12< 6 4 2
o 18
0 g 11 1 cl
10 17

O espectro de RMN *H a 500 MHz (pag 86-88) revelou dois singletos intenso, um com

uma integral de dois hidrogénios referente a H-13 em 6 4,75 ppm ¢ outro com uma integral para
dois hidrogénios referente 8 H-12 em 6 6,06 ppm. Na regido 6 10,24 ppm um sinal referente ao
hidrogénio do N-H. Presenca de dubletos em 6 6,11(J = 15,3 Hz, 1H); 6,93 (J = 8,0 Hz, 1H);
7,24 (J = 1,6 Hz, 1H); 7,62 (J = 8,9 Hz, 2H) e 7,37 (J = 8,9 Hz, 2H) ppm referentes aos
hidrogénios H-2; H-10; H-7 H-16,16"; H-17,17’ respectivamente. Em 6 7,45 (ddd, J = 15,2;
7,6 e 2,7 Hz, 1H) presenca de duplo duplo dubleto para o hidrogénio H-3. Na regiao de 6 7,06-
7,00 (m, 3H) observa-se a presenca de multipletos referente aos hidrogénios H-4; H-5 e H-11
(Tabela 8).

No espectro de RMN *3C - APT a 125 MHz (88-90) do composto HE06 observou-se a
presenca de dezoito sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacdo correspondente a
cada 4tomo de carbono. Onze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais noves
foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos em 105,76 (C-7), 108,49 (C-10),
120,85 (C16,16”), 123,34 (C-11), 128,65 (C-17,17°) ppm, e de alcenos do tipo sp? em 118,31
(C-2), 124,57 (C-4), 141,01 (C-5) e 146,02 (C-3) ppm e dois a carbonos dihidrogendos do tipo
sp®em & 62,46 (C-13) e 101,39 (C-12 metilenodioxi) ppm de alifaticos. Os setes sinais restantes
corresponderam a carbonos n&o hidrogenados do tipo sp?em & 127,10 (C-18 carbono aromatico
com o cloro substituido), 130,33 (C-6), 137,38 (C-15), 165,75 (C-14 carbonila da amida),
147,99 (C-9), 148,30 (C-8), 165,71 (C-1 carbonila de éster) ppm (Tabela 8).
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Tabela 8. Dados dos espectros de RMN H (500 MHz) e 3C (125 MHz) em DMSO-ds do
HEQ6. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HEO06
o (ppm) 8 (*H) 8 (BC)
1 - 165,71
2 6,11 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 118,96
3 7,45 (ddd, J =15,2; 7,6; 2,7 Hz, 146,02
1H),

4 7,06 — 7,00 (m, 3H), 124,57
5 7,06 — 7,00 (m, 3H) 141,01
6 - 130,33
7 7,24 (d, J=1,6 Hz, 1H), 105,76
8 - 147,99
9 - 148,30
10 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H). 108,49
11 7,06 — 7,00 (m, 3H) 123,34
12 6,06 (s, 2H), 101,39
13 4,75 (s, 2H) 62,46
14 - 165,75
15 - 137,38
16 7,62 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 120,85
17 7,37 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 128,65
18 - 127,10

NH 10,24 (s, 1H) -

Espectro 90. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO6.
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Espectro 91.

Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do HE06 (4,4 — 10,6

ppm).
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Espectro 92. Expansdo do espectro de RMN H (DMSO-dg, 500 MHz) do HE06 (6,85 — 7,70

ppm).
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Espectro 93. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) do HEO06 (4,7 — 6,5
ppm).
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Espectro 94. Espectro de RMN C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HEO6.
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Espectro 95. Expanséo do espectro de RMN C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HE06 (60 —

170 ppm).
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Espectro 96. Expanséo do espectro de RMN *C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HE06 (100

— 150 ppm).
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Espectro 97. Expansao do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 125 MHz) do HE06 (162,0
—168,0 ppm).
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5.2.7 Interpretacdo dos espectros de RMN 'H e 3C (2E4E)-2-ox0-2-(4-
isopropilfenilamina) - piperidinoato de etila (HEOQ7)
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O espectro de RMN *H a 200 MHz (pag 92-93) revelou um singleto intenso com uma
integral de dois hidrogénios referente & H-13 em 6 4,73 ppm, o sinal referente ao H-12
(metilenodioxi) caracteristico dessas moléculas ficou misturado ao sinal do H-2 de alcenos
formando um dubleto em & 6,10 (d, j = 19,8 Hz, 3H) ppm com integral para trés hidrogénios,
fato acontecido pelo RMN de resolucdo menor dos demais compostos obtidos. Na regido o
10,06 ppm um sinal referente ao hidrogénio do N-H. Presenca de dubletos em 6 1,16 (J = 6,6
Hz, 6H); 6,10 (d, j = 19,8 Hz, 3H) e 7,48 (J = 7,4 Hz, 3H) ppm referentes aos hidrogénios H-
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20,20’ (metilas da isopropila); H-12 e H-2; H-3 e H-16,16 respectivamente. Em 6 7,25-6,94
(m) presenca de multipleto para os hidrogénios H-4, H-5, H-7, H-10 e H-17, 17°. Na regiao de
62.82 (m, j=12,9; 6,4 Hz, 1H) observa-se a presenca de multipleto referente ao hidrogénio H-
19 do CH da isopropila (Tabela 9).

No espectro de RMN 3C - APT a 50 MHz (pag 94-95) do composto HEO7 observou-se
a presenca de vinte sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacgdo correspondente a
cada atomo de carbono. Treze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais cinco
foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos em 105,85 (C-7), 108,63 (C-
10), 119,50 (C16,16’), 123,52 (C-11), 126,56 (C-17,17’) ppm, quatro sinais de alcenos do tipo
sp? em 119,16 (C-2), 124,69 (C-4), 141,10 (C-5) e 146,10 (C-3) ppm, um sinal de carbono
monohidrogenado alifatico da isopropila em 32,95 (C-19) ppm, dois a carbonos bihidrogendos
do tipo sp®em & 62,46 (C-13) e 101,39 (C-12 metilenodioxi) ppm de alifaticos e um sinal
referente a metilas do radical isopropila em 24,01 (C-20,20’) . Os setes sinais restantes
corresponderam a carbonos n&o hidrogenados do tipo sp?em & 143,69 (C-18 carbono aromatico
com o grupo isopropril), 130,44 (C-6), 136,27 (C-15), 165,42 (C-1 carbonila do éster), 148,09
(C-8), 148,40 (C-9), 165,91 (C-14 carbonila da amida) ppm (Tabela 9).
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Tabela 9. Dados dos espectros de RMN tH (200 MHz) e **C (50 MHz) em DMSO-ds do HEO7.
Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HEO07

5 (ppm) d (H) 8 (°C)
1 - 165,42
2 6,11 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 119,16
3 7,45 (ddd, J = 15,2; 7,6; 2,7 Hz, 1H), 146,10
4 7,06 — 7,00 (m, 3H), 124,69
5 7,06 — 7,00 (m, 3H) 141,10
6 - 130,44
7 7,24 (d, J=1,6 Hz, 1H), 105,85
8 - 148,09
9 - 148,40
10 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H). 108,63
11 7,06 — 7,00 (m, 3H) 123,52
12 6,06 (s, 2H), 101,51
13 4,75 (s, 2H) 62,56
14 - 165,91
15 - 136,27
16 7,62 (d, J=8,9 Hz, 2H), 119,50
17 7,37 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 126,56
18 - 143,69
19 2,82 (m,J=12,9; 6,4 Hz, 1H) 32,95
20 1,16 (d, J = 6,6 Hz, 6H) 24,01
NH 10,24 (s, 1H) -

Espectro 98. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) do HEO7.
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Espectro 99. Expansdo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) do HEO7 (6,0 — 10,20
ppm).
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Espectro 100. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) do HEO7 (0,0 — 4,8
ppm).
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Espectro 101. Espectro de RMN 13C — APT (DMSO-ds, 50 MHz) do HEO7.
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Espectro 102. Expanséo do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 50 MHz) do HEO07 (100

— 148 ppm).
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Espectro 103. Expanséo do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 50 MHz) do HEQ7 (17 —
66 ppm).
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Espectro 104. Expanséo do espectro de RMN C — APT (DMSO-ds, 50 MHz) do HEO7 (146
— 172 ppm).
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5.2.8 Interpretacdo dos espectros de RMN 'H e 3C (2E,4E)-2-0x0-2-(3-nitro-4-
clorofenilamina) - piperidinoato de etila (HEQ9)

o
7 13 H  1¢
0-8 SN 1 N 17
o
12< 6 4 2 /\}f
o)
079 11 1 18>cl

O espectro de RMN *H a 400 MHz (pag 97-98) revelou dois singletos intenso, um com
uma integral de dois hidrogénios referente a H-13 em & 4,78 ppm e outro com uma integral para
dois hidrogénios referente 8 H-12 em 6 6,06 ppm. Na regido 6 10,70 ppm um sinal referente ao
hidrogénio do N-H. Presenca de dubletos em & 6,12 (J = 15,2 Hz, 1H); 6,93 (J = 8,0 Hz, 1H);
7,25 (J = 1,6 Hz, 1H); 7,72 (J = 8,8 Hz, 1H) e 8,39 (J = 2,5 Hz, 2H) ppm referentes aos
hidrogénios H-2; H-10; H-7; H-17" ¢ H-16 respectivamente. Presenca de duplo dubleto em &
7,80 (dd, J =8,9; 2,5 Hz, 1H) referente ao H-16’. Em 6 7,46 (ddd, J = 15,2; 7,1 e 3,3 Hz, 1H)
presenca de duplo duplo dubleto para o hidrogénio H-3. Na regido de & 7,07-7,01 (m, 3H)
observa-se a presenca de multipletos referente aos hidrogénios H-4; H-5 e H-11 (Tabela 10).

No espectro de RMN *3C - APT a 100 MHz (pag 98-99) do composto HE09 observou-
se a presenca de vinte sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacéo correspondente a
cada atomo de carbono. Doze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais dez
foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos em 105,82 (C-7), 108,59 (C-10),
115,71 (C-16), 123,50 (C-11), 1,24,23 (C-17"), 132,17 (C-16") ppm, e de alcenos do tipo sp?
em 118,83 (C-2), 124,62 (C-4), 141,24 (C-5) e 146,32 (C-3) ppm e dois a carbonos
dihidrogendos do tipo sp®em & 62,47 (C-13) e 101,48 (C-12 metilenodioxi) ppm de aliféticos.
Os oito sinais restantes corresponderam a carbonos ndo hidrogenados do tipo sp?em & 118,88
(C-18 carbono aromético com o cloro substituido), 130,38 (C-6), 138,34 (C-15), 148,41 (C-9),
147,29 (C-17), 148,06 (C-8), 165,83 (C-1 carbonila de éster), 166,61 (C-14 carbonila da amida),
ppm (Tabela 10).
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Tabela 10. Dados dos espectros de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em DMSO-ds do
HEQ9. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HE09

o (ppm) 8 (*H) 8 (BC)
1 - 165,83
2 6,12 (d, J = 15.2 Hz, 1H), 118,83
3 7,46 (ddd, J = 15,2; 7,1; 3,3 Hz, 1H) 146,32
4 7,07 7,01 (m, 3H) 124,62
5 7,07 -7,01 (m, 3H) 141,24
6 - 130,38
7 7,25 (d, J=1,6 Hz, 1H) 105,82
8 - 148,06
9 - 148,41
10 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 108,59
11 7,07 - 7,01 (m, 3H) 123,50
12 6,06 (s, 2H), 101,48
13 4,78 (s, 2H) 62,47
14 - 166,61
15 - 138,34
16 8,39 (d, J =2,5Hz, 1H) 115,71
16’ 7,80 (J = 8,9; 2,5 Hz, 1H) 132,17
17 - 147,29
17 7,72 (J = 8,8 Hz, 1H) 124,23
18 - 118,88
NH 10,70 (s, 1H) -

Espectro 105. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HEO9.
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Espectro 106. Expansdo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 400MHz) do HEQ9 (4,6 — 8,6
ppm).

V P2 WA W paist 177 i
|
( .
| ‘ |
| | |
| | ) | | |'
- / ( e
| / | | | f \
\ / | Ji
o
7 13 H 16
0.8 5\ 3\ N 17
170
12< 6 4 2 /A\ﬂy
o
o 1 1
A 157 18 ¢l
NO,
|
]
| | |
[
Lt
i L
T To LI | Tk T I

8.6 8.4 8.2 8.0

~N
@
~N
o
~N
EN
~N
N
N
=)
o
N
o
o
v
©
w
o
v
ES
w
N

6.6 5.0 48 46
f1 (ppm)

B3
i3
3
S

@
8
®
8

N C - APT (DMSO-ds, 100 M) do HEOS.
%

—132.17

~-130.38

~~-105.82
—62.47
40.15

g
|

o
7 13 H 16
0-8 A A ™o N 17
12< 6 4 2
0
o 1 1
I 718 ¢l
NO,
260 1;0 150 1‘70 1;0 1;0 1“‘0 1;0 1‘20 110 160 9‘0 8‘0 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 3‘0 2‘0 1’0 l;

f1 (ppm)



Espectro 108. Expansdo do Espectro de RMN *C — APT (DMSO-ds, 100 MHz) do HEQ9,
(100 — 170 ppm).
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5.2.9 Interpretacdo dos espectros de RMN H e 13C (2E,4E)-2-0x0-2-(4-metoxifenilamina)
- piperidinoato de etila (HE10)
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O espectro de RMN *H a 200 MHz (pag 101-102) revelou um singleto com uma integral
de dois hidrogénios referente a H-13 em 6 4,71 ppm, o sinal referente ao H-12 (metilenodioxi)
caracteristico dessas moléculas ficou misturado ao sinal do H-2 de alcenos formando um
dubleto em & 6,10 (d, J = 19,2 Hz, 3H) ppm com integral para trés hidrogénios, fato acontecido
pela resolu¢do do RMN. Aparecimento de outros singletos em 6 3,71 (s, 3H) e 7,25 (s, 1H)
referentes ao H-19 (metoxila) e H-7, e em 10,00 ppm um sinal referente ao hidrogénio do N-H.
Presenca de dubletos em & 6,10 (d, J = 19,2 Hz, 3H) e 7,04 (J = 4,7 Hz, 3H) ppm referentes aos
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hidrogénios H-12 e H-2; H-4, H-5 e H-11 respectivamente. Aparecimento de duplos dubletos
em o 7,44 (dd, J =17,8; 7,0 Hz, 3H) sinal referente aos hidrogénios H-3 e H-16,16". Em & 6,96-
6,84 (m, 3H) presenca de multipleto para os hidrogénios H-10 e H-17, 17’ (Tabela 11).

No espectro de RMN *3C - APT a 50 MHz (pag 102-104) do composto HE10 observou-
se a presenca de dezenove sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacao
correspondente a cada atomo de carbono. Doze sinais foram associados a carbonos
hidrogenados, dos quais cinco foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos
em 105,86 (C-7), 108,64 (C-10), 113,97 (C-17,17°), 121,02 (C16,16%), 123,53 (C-11) ppm,
quatro sinais de alcenos do tipo sp? em 119,19 (C-2), 124,71 (C-4), 141,10 (C-5) e 146,10 (C-
3) ppm, dois sinais para carbonos bihidrogendos do tipo sp®em & 62,56 (C-13) e 101,52 (C-12
metilenodioxi) ppm de alifaticos e um sinal referente ao carbono trihidrogenado da metoxila
em 55,22 (C-19) . Os setes sinais restantes corresponderam a carbonos ndo hidrogenados do
tipo sp?em & 130,45 (C-6), 131,61 (C-15), 148,10 (C-8), 148,41 (C-9), 5 155,48 (C-18 carbono
aromatico com o grupo metoxi), 165,19 (C-1), 165,93 (C-14) ppm (Tabela 11).
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Tabela 11. Dados dos espectros de RMN *H (200 MHz) e *3C (50 MHz) em DMSO-ds do
HE10. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HE10

o (ppm) d (*H) 3 (B®C)
1 - 165,19
2 6,10 (d, J = 19.2 Hz, 3H) 119,19
3 7,44 (dd, J = 17,8; 7,0 Hz, 3H) 146,10
4 7,04 (d, J = 4.7 Hz, 3H) 124,71
5 7,04 (d, J = 4.7 Hz, 3H) 141,10
6 - 130,45
7 7,25 (s, 1H) 105,86
8 - 148,10
9 - 148,41
10 6,96 - 6,84 (m, 3H) 108,64
11 7,04 (d, J = 4.7 Hz, 3H) 123,53
12 6,10 (d, J = 19.2 Hz, 3H) 101,52
13 4,71 (s, 2H) 62,56
14 = 165,93
15 - 131,61
16 7,44 (dd, J = 17,8; 7,0 Hz, 3H) 121,02
17 6,96 - 6,84 (m, 3H) 113,97
18 - 155,48
19 3,71 (s, 3H) 55,22
NH 10,00 (s, 1H) -
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Espectro 109. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) do HE10.
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Espectro 110. Expansdo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) do HE10 (6,0 — 10,0

ppm)
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Espectro 111. Expansdo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 200 MHz) do HE10 (5,0 — 8,5
ppm).
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Espectro 112. Espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 50 MHz) do HE10.
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Espectro 113. Expanséo do espectro de RMN C — APT (DMSO-ds, 50 MHz) do HE10 (100
— 170 ppm).
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Espectro 114. Expanséo do espectro de RMN 2C — APT (DMSO-ds, 50 MHz) do HE10 (102
— 146 ppm).
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Espectro 115. Expanséo do espectro de RMN *C — APT (DMSO-dg, 50 MHz) do HE10 (147
— 168 ppm).
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5.2.10 Interpretacdo dos espectros de RMN 'H e 3C (2E,4E)-2-oxo0-2-(4-

trifluormetilfenilamina) - piperidinoato de etila (HE11)
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O espectro de RMN *H a 400 MHz revelou trés singletos, um com uma integral de dois
hidrogénios referente a H-13 em 6 4,79 ppm e outro com uma integral para dois hidrogénios
referente & H-12 em & 6,06 ppm, temos ainda em & 10,49 ppm um singleto referente ao
hidrogénio do N-H, ambos singletos comuns a essas estruturas, Presenca de dubletos em 6 6,13
(J =15,2 Hz, 1H), 6,93 (J = 8,0 Hz, 1H), 7,24 (J = 1,1 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 8,6 Hz, 2H) e 7,80
(d, J = 8,5 Hz, 2H) ppm referentes aos hidrogénios H-2, H-10, H-7, H-17,17° e H-16,16’
respectivamente. Em 6 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,4 e 2,8 Hz, 1H) presenca de duplo duplo dubleto
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para o hidrogénio H-3. Na regidao de ¢ 7,04 (m, 3H) observa-se a presenca de multipletos

referente aos hidrogénios H-4; H-5 e H-11. (Tabela 12).
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Tabela 12. Dados dos espectros de RMN !H (400 MHz) em DMSO-ds do HE11. Os
deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HE11

3 (ppm) d (*H)
]_ -
2 6,13 (d, J = 19.2 Hz, 1H)
3 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,4; 2,8 Hz, 1H)
4 7,04 (m, 3H)
5 7,04 (m, 3H)
6 -
7 7,24 (d, J = 1,1 Hz, 1H)
8 -
9 -
10 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
11 7,04 (m, 3H)
12 6,06 (s, 2H)
13 4,79 (s, 2H)
14 -
15 -
16 7,80 (d, J = 8,5 Hz, 2H)
17 7,68 (d, J = 8,6 Hz, 2H)
18 -
NH 10,49(s, 1H)
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Espectro 116. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE11.
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Espectro 117. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE11 (4,6 — 10,6
ppm).
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Espectro 118. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE11 (6,6 — 7,8
ppm).
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Espectro 119. Expansao do espectro de RMN H (DMSO-dg, 400 MHz) do HE11 (6,85 — 8,00
ppm).
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5.2.11 Interpretacdo dos espectros de RMN 'H e 3C (2E,4E)-2-oxo0-2-(4-
sulfonilfenilamina) - piperidinoato de etila (HE12)

o
7 13 H 16'
0-8 A ™o N 17
12< 6 4 2
0 g 1 S ans”
10 17
o

O espectro de RMN H a 400 MHz (pag 109-110) revelou quatro singletos, um com

o
NH,

uma integral de dois hidrogénios referente 8 H-13 em & 4,78 ppm ¢ outro com uma integral para
dois hidrogénios referente a H-12 em 6 6,06 ppm, dois singletos comuns nesses derivados,
temos ainda em & 10,48 ppm um singleto referente ao hidrogénio do N-H, e em 6 7,27 temos
um sinal para os dois hidrogénios do NH> do sulfonil. Presenca de dubletos em 6 6,12 (J = 15,2
Hz, 1H); 6,94 (J = 8,0 Hz, 1H) e 7,26 (J = 1,6 Hz, 1H) ppm referentes aos hidrogénios H-2; H-
10 e H-7 respectivamente. Em 6 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,0 e 3,4 Hz, 1H) presenca de duplo duplo
dubleto para o hidrogénio H-3. Na regido de 6 7,07-7,02 (m, 3H) observa-se a presenca de
multipletos referente aos hidrogénios H-4; H-5 e H-11. Para os hidrogénios H-16,16’ e H-17,17’
temos um quarteto para 4 hidrogénios em 7,76 (q, J = 9,1Hz) (Tabela 13).

No espectro de RMN *3C - APT a 100 MHz do composto HE12 (pag 111-112) observou-
se a presenca de dezoito sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacao correspondente
a cada atomo de carbono. Onze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais
noves foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos em 105,81 (C-7), 108,58
(C-10), 118,89 (C16,16), 123,47 (C-11), 126,79 (C-17,17*) ppm, e de alcenos do tipo sp? em
118,94 (C-2), 124,63 (C-4), 141,15 (C-5) e 146,20 (C-3) ppm e dois a carbonos dihidrogendos
do tipo sp*em & 62,52 (C-13) e 101,46 (C-12, metilenodioxi) ppm de alifaticos. Os setes sinais
restantes corresponderam a carbonos n&o hidrogenados do tipo sp?em & 130,38 (C-6), 138,67
(C-18 carbono aromaético com o sulfonil substituido), 141,39 (C-15), 148,05 (C-8), 148,38 (C-
9), 165,81 (C-1, carbonila de éster) e 166,22 (C-14 carbonila da amida) ppm (Tabela 13).
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Tabela 13. Dados dos espectros de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em DMSO-ds do
HE12. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HE12

3 (ppm) d (H) 8 (°C)
1 - 165,85
2 6,12 (d, J = 15.2 Hz, 1H) 118,94
3 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,0; 3,4 Hz, 1H) 146,20
4 7,07 — 7,02 (m, 3H) 124,63
5 7,07 - 7,02 (m, 3H) 141,15
6 - 130,38
7 7,26 (d, J = 1,6 Hz, 1H) 105,81
8 - 148,05
9 - 148,38
10 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 108,58
11 7,07 — 7,02 (m, 3H) 123,47
12 6,06 (s, 2H) 101,46
13 478 (s, 2H) 62,52
14 - 166,22
15 - 141,39
16 7,76 (q, J = 9,1Hz) 118,89
17 7,76 (g, J = 9,1Hz) 126,79
18 - 138,67

NH 10,48 (s, 1H) -

NH, 7,27 (s, 2H) :

Espectro 120. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE12.
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Espectro 121. Expansdo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE12 (5,0 — 10,5

ppm).
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Espectro 122. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE12 (6,90 — 7,95
ppm).
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Espectro 123. Espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 100 MHz) do HE12.
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Espectro 124. Expansio do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-dg, 100 MHz) do HE12 (100
— 170 ppm).
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Espectro 125. Expansdo do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-dg, 100 MHz) do HE12 (105
— 132 ppm).
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5.2.12 Interpretacdo dos espectros de RMN H e BC (2E,4E)-2-ox0-2-[(4-benzoato de
metila) -fenilamina] - piperidinoato de etila (HE13)

o
0.8 . 5\ 3\ 2 a H 15 %
A 10 17
«C W RO
0 " 16 18 ~

10 17 19

0

O espectro de RMN H a 400 MHz (pag 114-115) revelou cinco singletos, um com uma
integral de dois hidrogénios referente a H-13 em & 4,78 ppm ¢ outro com uma integral para dois
hidrogénios referente & H-12 em & 6,05 ppm, dois singletos comuns nesses derivados, em &
3,82 ppm singleto para trés hidrogénios referente ao H-20 e em & 7,24 ppm singleto para um
hidrogénio assinalado para 0 H-7, temos ainda em 6 10,47 ppm um singleto referente ao
hidrogénio do N-H. Presenca de dubletos em 6 6,12 (J = 15,2 Hz, 1H), 6,92 (J = 8,0 Hz, 1H),
7,72 (d, J= 8,5 Hz, 2H) e 7,93 (d, J= 8,9 Hz, 2H) ppm referentes aos hidrogénios: H-2, H-10,

H-16,16" ¢ H-17,17" respectivamente. Em 6 7,45 (dd, J = 14,5; 6,5 Hz, 1H) presenca de duplo
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dubleto para o hidrogénio H-3. Na regido de 6 7,05-7,01 (m, 3H) observa-se a presenca de
multipletos referente aos hidrogénios H-4; H-5 e H-11 (Tabela 14).

No espectro de RMN *3C - APT a 100 MHz do composto HE13 (pag 115-116) observou-
se a presenca de vinte sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacgéo correspondente a
cada 4tomo de carbono. Doze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais noves
foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos em 105,82 (C-7), 108,55 (C-10),
118,70 (C16,16°), 123,41 (C-11), 130,34 (C-17,17°) ppm, € de alcenos do tipo sp? em 118,95
(C-2), 124,61 (C-4), 141,10 (C-5) e 146,14 (C-3) ppm e dois a carbonos bihidrogenados do tipo
spem § 62,56 (C-13) e 101,44 (C-12, metilenodioxi) ppm de alifaticos. Um sinal para carbono
trihidrogenado em 6 51,88 (C-20) ppm. Os oito sinais restantes corresponderam a carbonos néo
hidrogenados do tipo sp? em & 130,37 (C-6), 124,29 (C-18), 142,85 (C-15), 148,03 (C-8),
148,35 (C-9), 165,79 (C-19, Carbonila do benzoato de etila), 165,83 (C-1) e 166,21 (C-14)

(o)
7 5\ 3\ 13 H 16
0.8 14 15 i
12< 6 4 2 ! o/\ﬂ/ "
0 " O NG O\

10 17 19

0

Tabela 14. Dados dos espectros de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em DMSO-ds do
HE13. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HE13

3 (ppm) d (*H) 8 (*C)
1 - 165,83
2 6,12 (d, J = 15.2 Hz, 1H) 118,95
3 7,45 (dd, J = 14,5; 6,5 Hz, 1H) 146,14
4 7,05-7,01 (m, 3H) 124,61
5 7,05-7,01 (m, 3H) 141,10
6 - 130,37
7 7,24 (s, 1H) 105,82
8 - 148,03
9 - 148,35
10 6,92 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 108,55
11 7,05-7,01 (m, 3H) 123,41
12 6,05 (s, 2H) 101,44
13 4,78 (s, 2H) 62,56
14 - 166,21
15 - 142,85
16 7,72 (d, J=8,5 Hz, 2H) 118,70
17 7,92 (d, J = 8,6 Hz, 2H) 130,34
18 - 124,29
19 - 165,79
20 3,82 (s, 3H) 51,88
NH 10,47 (s, 1H) -
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Espectro 126. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE13.
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Espectro 127. Expanséo do espectro de RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE13 (3,5 - 11,0
ppm).
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Espectro 128. Expanséo do espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE13 (5,5 — 8,2

ppm).
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Espectro 130. Expansdo do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-dg, 100 MHz) do HE13 (100
— 150 ppm).
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Espectro 131. Expansdo do espectro de RMN *C — APT (DMSO-ds, 100 MHz) do HE13
(161,0 —171,0 ppm).
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5.2.13 Interpretacéo dos espectros de RMN *H e 3C (2E,4E)-2-0x0-2-[(4-benzoato de
etila) -fenilamina] - piperidinoato de etila (HE14)

ICEashe s oA

O espectro de RMN *H a 400 MHz (pag 118-120) revelou trés singletos, um com uma

integral de dois hidrogénios referente 8 H-13 em & 4,78 ppm e outro com uma integral para dois
hidrogénios referente a H-12 em & 6,05 ppm, dois singletos comuns nesses derivados, temos
ainda em 6 10,49 ppm um singleto referente ao hidrogénio do N-H. Presenca de dubletos em &
6,12 (J = 15,2 Hz, 1H), 6,93 (J = 8,0 Hz, 1H), 7,24 (J = 1,6 Hz, 1H), 7,72 (d, J= 8,9Hz, 2H) e
7,92 (d, J= 8,9 Hz, 2H) ppm referentes aos hidrogénios: H-2, H-10, H-7, H-16,16" ¢ H-17,17’
respectivamente. Em 8 7,45 (ddd, J = 15,3; 6,9 e 3,5 Hz, 1H) presenca de duplo duplo dubleto
para o hidrogénio H-3. Na regido de & 7,06-7,01 (m, 3H) observa-se a presenca de multipletos
referente aos hidrogénios H-4; H-5e H-11. Em 6 1,30 ppm temos um tripleto para 3 hidrogénios
referente ao H-21. E para os hidrogénios H-20 temos um quarteto para 2 hidrogénios em 4,28
(g, 2H) (Tabela 15).

No espectro de RMN *3C - APT a 100 MHz do composto HE14 (pag 120-121) observou-
se a presenga de vinte e um sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacéo
correspondente a cada atomo de carbono. Treze sinais foram associados a carbonos
hidrogenados, dos quais noves foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos
em 105,83 (C-7), 108,59 (C-10), 118,70 (C16,16”), 123,48 (C-11), 130,33 (C-17,17’) ppm, e
de alcenos do tipo sp? em 118,97 (C-2), 124,60 (C-4), 141,15 (C-5) e 146,20 (C-3) ppm e trés
a carbonos bihidrogenados do tipo sp® em & 60,52 (C-20), 62,57 (C-13) e 101,46 (C-12,
metilenodioxi) ppm de alifaticos. Um sinal para carbono trihidrogenado em 6 14, 23 ppm. Os
oito sinais restantes corresponderam a carbonos néo hidrogenados do tipo sp?em & 130,40 (C-
6), 124,58 (C-18), 142,84 (C-15), 148,06 (C-8), 148,39 (C-9), 165,33 (C-19, Carbonila do
benzoato de etila), 165,80 (C-1, carbonila de éster) e 166,24 (C-14 carbonila da amida) ppm.
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Tabela 15. Dados dos espectros de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) em DMSO-ds do
HE14. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HE14

3 (ppm) d (*H) 8 (BC)
1 - 165,89
2 6,12 (d, J = 15.2 Hz, 1H) 118,97
3 7,45 (ddd, J = 15,3; 3,4 Hz, 1H) 146,20
4 7,06 — 7,01 (m, 3H) 124,60
5 7,06 — 7,01 (m, 3H) 141,15
6 - 130,40
7 7,24 (d, J = 1,6 Hz, 1H) 105,83
8 - 148,06
9 - 148,39
10 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H) 108,59
11 7,06 — 7,01 (m, 3H) 123,48
12 6,05 (s, 2H) 101,48
13 4,78 (s, 2H) 62,57
14 - 166,24
15 - 142,84
16 7,72 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 118,70
17 7,92 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 130,33
18 = 124,58
19 - 165,33
20 4,28 (q, 2H) 60,52
21 1,30 (t, 3H) 14,23
NH 10,00 (s, 1H) -

Espectro 132. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE14.
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Espectro 133. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE14 (1,2 — 4,8
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Espectro 134. Expanséo do espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE14 (6,0 — 10,6
ppm).
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Espectro 135. Expanséo do espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) do HE14 (6,0 — 8,3

ppm).
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Espectro 136. Espectro de RMN *C — APT (DMSO-ds, 100 MHz) do HE14.
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Espectro 137. Expansio do espectro de RMN 3C — APT (DMSO-ds, 100 MHz) do HE14 (102

— 166 ppm).
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5.2.14 Interpretacéo dos espectros de RMN H e 3C (2E,4E)-2-0x0-2-[(4-benzoato de n-
propila) - fenilamina] - piperidinoato de etila (HE15)

o
o . 7 5\ 3\ 13 14 H 15 16"
1 0 17"
12 R /\g o *
0 9 1 16 18 19 \20/\22

10 17
o

O espectro de RMN 'H a 400 MHz do composto HE15 (pag 123-124) revelou trés
singletos, um com uma integral de dois hidrogénios referente a H-13 em & 4,81 ppm e outro
com uma integral para dois hidrogénios referente a H-12 em & 6,00 ppm, dois singletos comuns
nesses derivados, temos ainda em 6 8,09 ppm um singleto referente ao hidrogénio do N-H e um
singleto em 7,01 ppm referente ao H-7. Presenca de dubletos em 6 6,02 (J = 15,2 Hz, 1H), 7,65
(d, J=8,7 Hz, 2H) e 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 2H) ppm referentes aos hidrogénios: H-2, H-16,16" ¢
H-17,17" respectivamente. Na regido de 6 6,96 - 6,70 (m, 4H) observa-se a presenca de
multipletos referente aos hidrogénios H-4; H-5; H-10 e H-11. Em 7,61 — 7,51(m, 1H) referente
ao H-3 e um multipleto em 1,84 -174 (m, 2H) assinalando o H-21. Em 6 1,02 (t, 2H) e 4,26 (t,
2H) ppm temos dois tripletos referente ao H-22 e H-20 respectivamente (Tabela 16).

No espectro de RMN *3C - APT a 100 MHz (pag 124-125) observou-se a presenca de
vinte e dois sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacéo correspondente a cada &tomo
de carbono. Quatorze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais noves foram
atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos em 106,07 (C-7), 108,76 (C-10),
117,91 (C16,16%), 123,63 (C-11), 130,94 (C-17,17") ppm, e de alcenos do tipo sp? em 119,36
(C-2), 124,00 (C-4), 142,28 (C-5) e 147,58 (C-3) ppm e quatro a carbonos bihidrogenados do
tipo sp®em & 22,24 (C-21), 66,67 (C-20), 63,30 (C-13) e 101,65 (C-12, metilenodioxi) ppm de
alifaticos. Um sinal para carbono trihidrogenado em & 10,64 ppm. Os oito sinais restantes
corresponderam a carbonos n&o hidrogenados do tipo sp?em & 130,29 (C-6), 126,78 (C-18),
140,92 (C-15), 148,52 (C-8), 149,15 (C-9), 165,73 (C-19, Carbonila do benzoato de n-propila),
165,77 (C-1, carbonila de éster) e 166,19 (C-14 carbonila da amida) ppm (Tabela 16).
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Tabela 16. Dados dos espectros de RMN *H (400 MHz) e *C (100 MHz) em DMSO-ds do
HE15. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HE15
3 (ppm) 8 (*H) 8 (BC)
1 - 165,77
2 6,06 (d, J = 15.2 Hz, 1H) 119,36
3 7,61—7,51 (m, 1H) 147,58
4 6,96 — 6,70 (m, 4H) 124,00
5 6,96 — 6,70 (m, 4H) 142,28
6 - 130,29
7 7,01 (s, 1H) 106,07
8 - 148,52
9 - 149,15
10 6,96 — 6,70 (m, 4H) 108,76
1 6,96 — 6,70 (m, 4H) 123,63
12 6,00 (s, 2H) 101,65
13 4,81 (s, 2H) 63,30
14 = 166,19
15 - 140,92
16 7,65 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 117,91
17 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 2H) 130,94
18 - 126,78
19 - 165,73
20 4,26 (t, 2H) 66,67
21 1,84 — 1,74 (m, 2H) 22,24
22 1,02 (t,2H) 10,64
NH 8,09 (s, 1H) -
Espectro 139. Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do HE15.
NERVES S EE SN T W T Y )
|
\‘ | 5 ‘
‘ | T ‘
| \:‘J | | | |
X7 NS
8 14 N 15
1z<° Mo~
0 1 e O\/\
10 17
(o]
812 S:D 7.I8 716 7.4 7.‘2 7.‘0 6:8 616 |
f1 (ppm)
2 5. 1
11‘.0 10‘.5 1c;.0 9z5 9‘.0 8.‘5 6‘0 ' ; 4.‘5 4;0 315 3i0 215 ZiU 1‘.5 110 OrS DrU AD‘.S

55 50
f1 (ppm)

123



04

Espectro 140. Expansdo do espectro de RMN tH (CDCls, 400 MHz) do HE15 (5,2 — 8,4 ppm).
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Espectro 141. Espectro de RMN *C (CDCls, 100 MHz) do HE15.
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Espectro 142. Expansédo do espectro de RMN C (CDCls, 100 MHz) do HE15 (100 — 152
ppm).
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5.2.15 Interpretacéo dos espectros de RMN H e 13C (2E,4E)-2-oxo0-2-(cicloexilamina) -
piperidinoato de etila (HE16)
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O espectro de RMN H a 500 MHz (pag 127-128) revelou cinco singletos, um com uma
integral de dois hidrogénios referente a H-13 em 6 4,62 ppm ¢ outro com uma integral para dois
hidrogénios referente a H-12 em & 5,98 ppm importante sinal indicando o CH2 do metilenodioxi
proveniente da piperina. Na regido & 2,14 ppm um singleto referente ao hidrogénio do N-H,
ainda temos em & 6,98 ¢ 6,01 ppm presenca de singletos referentes aos hidrogénios H-7 e H-2
respectivamente. Presenca de dubletos em 6 6,78 (d, J =8.0 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 15,5 Hz, 1H)
e 6,91 (d, J = 8,1 Hz, 1H) ppm referentes aos hidrogénios H-10, H-5 e H-11 respectivamente.
Em 6,71 (dd, J=15,4; 11,0 Hz, 1H) 7 e 7,48 (dd, J = 15,2; 10,9 Hz, 1H) e presencgas de duplo

dubleto paro os hidrogénios H-4 e H-3 respectivamente. Nas regides de 6 1,23 —1.11 (m,4H) e
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1,75-1,66 (m, 4H) presenca de multipleto referente aos hidrogénios H-17,17" ¢ H-16,16’
respectivamente. Observa-se um quarteto de dubleto em 6 3,83 (qd, J = 11,1 Hz, 1H) referente
ao hidrogénio H-15 (Tabela 17).

No espectro de RMN *3C - APT a 125 MHz do composto HE16 (pag 128-129) observou-
se a presenca de dezoito sinais e permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenacdo correspondente
a cada atomo de carbono. Doze sinais foram associados a carbonos hidrogenados, dos quais trés
foram atribuidos a carbonos monohidrogenados de aromaticos em 105,98 (C-7), 108,69 (C-10)
e 123,43 (C-11) ppm, quatro sinais de alcenos em 118,45 (C-2), 124,10 (C-4), 141,70 (C-5) e
146,82 (C-3) ppm, um sinal para carbono monohidrogenado alifatico em 6 48,07 ppm, cinco
sinais de carbonos bihidrogendos do tipo sp®em & 24,88 (C-18), 25,54 (C-17,17°), 33,08 (C-
16,16%), 63,03 (C-13) e 101,57 (C-12 metilenodioxi) ppm. Os cinco sinais restantes
corresponderam a carbonos ndo hidrogenados do tipo sp? 130,34 (C-6), 148,45 (C-8), 148,98
(C-9), 165,69 (C-1 carbonila do éster), e 166,41 (C-1 carbonila da amida) ppm (Tabela 17).
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Tabela 17. Dados dos espectros de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) em DMSO-ds do
HE16. Os deslocamentos quimicos estdo em (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Atomo HE16

3 (ppm) d (*H) 8 (°C)
1 - 165,69
2 6,01 (s, 1H) 118,45
3 7.48 (dd, J = 15,2; 10,9 Hz, 1H) 146,82
4 6,71 (dd, J = 15,4; 11,0 Hz, 1H) 124,10
5 6,85 (d, J = 15,5 Hz, 1H) 141,70
6 - 130,34
7 6,98 (s, 1H) 105,98
8 - 148,45
9 - 148,98
10 6,78 (d, J = 8,0 Hz, 1H). 108,69
11 6,91 (d, J=8.1 Hz, 1H) 123,43
12 5,98 (s, 2H), 101,57
13 4,62 (s, 2H) 63,03
14 - 166,41
15 3,83 (qd, J = 11,1; 6,0 Hz, 1H) 48,07
16 1,75 - 1,66 (m, 4H) 33,08
17 1,23 - 1,11 (m, 4H) 25,54
18 Nao observado 24,88

NH 2,14 (s, 1H) -
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Espectro 143. Espectro de RMN *H (CDCIs, 500 MHz) do HE16.
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Espectro 144. Expansdo do espectro de RMN tH (CDCls, 500 MHz) do HE16 (6,6 — 7,6 ppm).
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Espectro 145. Expansdo do espectro de RMN tH (CDCls, 500 MHz) do HE16 (1,1 — 4,7 ppm).
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Espectro 146. Espectro de RMN 3C — APT (CDCls, 125 MHz) do HE16.
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Espectro 147. Expansdo do espectro de RMN 13C — APT (CDCls, 125 MHz) do HE16 (100 —
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5.3 Analise dos espectros de infravermelhos dos derivados HE01-16

A auséncia de bandas largas de OH em torno de 3200 cm™ é um grande indicativo que
as reacBes aconteceram. O espectro de infravermelho dos derivados amido ésteres (pag)
mostram a presenca do grupo NH que é indicado por varias bandas na regido entre 3500 e 3180
cm as quais resultam de vibragoes de deformag@es axiais e ainda deformagcéo angular fora do
plano em torno de 800 e 700 cm™. A presenca dos grupos aromaticos e alifaticos foi indicada
através da deformagcéo axial das ligacdes C — H entre 3170 e 3003 cm™ juntamente com a
deformacdo angular fora do plano destas mesmas ligagGes em torno de 1090 e 820 cm™ para os
grupos aromaticos e pela deformagéo axial em torno de 2999 e 2850 cm™ para os grupos
alifaticos. Observa-se ainda nos espectros as deformagdes axiais das ligagbes C=Ce C =N
dos anéis aromaticos e heterociclico entre 1612 e 1450 cm™. A absorcio caracteristica de C =
O apareceu entre de 1750 e 1650 cm " o valor proximo a 1750 cm™ caracteristica de carbonila

de éster e as em torno de 1650 cm  sdo de carbonilas amidicas conjugadas. A maioria dos
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derivados apresentaram os dois valores de carbonilas com excecéo do derivado HE13 do PABA
que apresentou 3 carbonilas, devido possuir uma carbonila de éster adicional. Em torno de 1250
cm? temos uma banda referente ao (O-CH»-O) do metilenodioxi importante sinal para
identificar compostos com essa estrutura, portanto derivados da piperina. Nas tabelas 18 e 19

temos as principais bandas de infravermelhos para essas moléculas.

Tabela 18. Principais bandas de absor¢des dos derivados (HE01-09).

Composto v HEO1 HEO02 HEO03 HEO04 HEO05 HEO06 HEOQ7

(cm)

v(N-H) 3305 3296 3275 3259 3251 3325 3261
v (C—H)Ar 3140 3093 3080 3032 3039 3113 3035
v(C—H)AIif. 2955 - 2956 2954 2897 2997 2956

v(C=0) 1683 1678 1716 1703 1726 1681 1726

1672 1658 1674 1672

v(C =C)Ar 1597 1595 1500 1598 1535 1595 1535
1440 1500 1444 1498 1489 1487 1440

v(C-0-C) 1255 1246 1253 1246 1253 1249 1251
v(C-0) 1195 1174 1136 1155 1138 1193 1128
1091 1036 1033 1037 1031 1035

Tabela 19. Principais bandas de absor¢des dos derivados (HE10-16).

Composto v HEO09 HE10 HE11 HE12 HE13 HE14 HE15 HE16

(cm-1)

v(N-H) 3275 3290 3321 3327 3302 3340 3352 3282
v (C —H)Ar 3020 3078 3059 - 3062 - - 3078
v(C—H)AIif. 2926 - 2902 2939 2949 2983 2970 2852

v(C=0) 1716 1720 1718 1716 1722 1705 1697 1726

1674 1670 1687 1689 1707 1687 1660
1697

v(C =C)Ar 1529 1500 1544 1597 1541 1543 1537 1556
1444 1400 1413 1436 1413 1446 1498 1442

v(C-0-C) 1253 1251 1253 - 1253 1251 1247 1251
v(C -0). 1234 1130 1145 1234 1280 1280 1234 1226
1138 1035 1068 1090 1146 1146 1090 1132
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Espectro 148. Espectro de IV (KBr) do HEOL.
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Espectro 150. Espectro de IV (KBr) do HEO3.
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Espectro 151. Espectro de IV (KBr) do HEOA4.
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Espectro 152. Espectro de IV (KBr) do HEO5.
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Espectro 153. Espectro de IV (KBr) do HE06
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Espectro 154. Espectro de IV (KBr) do HEO7.
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Espectro 155. Espectro de IV (KBr) do HEO9.
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Espectro 156. Espectro de IV (KBr) do HE10.
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Espectro 158. Espectro de IV (KBr) do HE12.
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Espectro 159. Espectro de IV (KBr) do HE13.
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Espectro 160. Espectro de IV (KBr) do HE14.
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Espectro 161. Espectro de IV (KBr) do HE15.
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Espectro 162. Espectro de IV (KBr) do HE16.
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5.4 Discussdo das avaliac6es bioldgicas

5.4.1 Estudos in silico

5.4.1.1 Estudo in silico das propriedades fisico-quimicas dos derivados da piperina

As propriedades fisico-quimicas determinadas teoricamente dos novos derivados HE1-
16 estdo apresentadas na Tabela 20 e indicam que todos os derivados devem possuir uma boa

permeabilidade da membrana plasmatica.

Tabela 20 - Propriedades fisico — quimicas dos amidos ésteres HEOQ1-16.

Derivados da ALH DLH MM cLogP TPSA (A?)
piperina
HEO1 5 1 351,35 3,46 73.86
HEO02 7 1 396,35 2,54 119,68
HEO3 5 1 379,41 4,22 73,86
HE04 5 1 365,38 3,81 73,86
HEQ5 5 1 430,25 4,19 73,86
HEQ6 5 1 385,80 4,07 73,86
HEQ7 5 1 393,43 4,65 73,86
HEQ9 7 1 430,80 3,15 119,68
HE10 6 1 381,38 3,39 83,09
HE11 8 1 419,35 4,31 73,86
HE12 8 2 430,43 2,23 142,40
HE13 7 1 409,39 3,38 100,16
HE14 7 1 423,42 3,78 100,16
HE15 7 1 437,44 4,24 100,16
HE16 5 1 357,40 3,31 73,86

ALH: aceptores de ligacBes de hidrogénio; DLH: doadores de ligagbes de
hidrogénio; MM: massa molecular em g mol?; ¢ LogP: lipofilicidade; TPSA: area
de superficie polar.

Os numeros de aceptores de hidrogénio variam entre 5 e 8 e 0 nimero de doadores de
ligagbes de hidrogénio variam entre 1 e 2, portanto obedecem a regra de Lipinski, onde o
numero de aceptores de ligagdo de hidrogénio < 10 e o niimero de doadores de ligagdo de
hidrogénio < 5. Outro aspectro observado ¢ que as massas molares dos derivados analisados
esta abaixo de 500 g/mol e o cLogP (lipofilicidade) esta abaixo de 5 em todos os derivados,
ambas caracteristicas respeitam a regra dos cinco. Com excecdo do derivado HE12, todos os
compostos apresentaram TPSA inferior a 140 A?, o qual indica uma boa permeabilidade da
molécula na membrana plasmatica celular (VEBER et al., 2002).

Na Tabela 21 estdo apresentados os resultados para a solubilidade, nimero de rotacGes

rotativas, porcentagem de absorcdo e drug-likeness dos amido ésteres sintetizados. A
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solubilidade em agua é uma caracteristica importante para a absorcao e distribuicdo de farmacos
no organismo. Os valores de Log S representam a solubilidade de acordo com a escala:
insoltvel < -10 < pouco soluvel < -6 < moderado < -4 < solavel < -2 < muito solavel < 0 <
altamente soltvel (ALI et al., 2012). Foi observado que os valores de LogS das 16 moléculas
analisadas apresentaram valores entre -4,32 e -5,62, que indica solubilidade moderada nos

liquidos bioldgicos.

Tabela 21. Solubilidade, NLR, porcentagem de absor¢édo e drug-likeness dos derivados HE
(01-16).

Derivados da LogS NLR % ABS Drug-likeness
piperina
HEO1 -4,42 8 83,52 -0,62
HEO02 -4,88 9 72,50 -0,79
HEO3 -4,93 9 83,52 -0,43
HEO04 -4,77 8 83,52 -0,56
HEQ5 -5,26 8 83,52 -0,43
HEQ6 -5,16 9 83,52 -0,12
HEQ7 -5,30 9 83,52 0,17
HE09 -5,62 9 72,50 -0,90
HE10 -4,44 9 80,33 -0,29
HE11 -5,20 9 83,52 -0,62
HE12 -4,32 9 59,87 -0,54
HE13 -4,57 10 74,44 -0,06
HE14 -4,87 11 74,44 0,01
HE15 -5,14 12 74,44 0,28
HE16 -4,49 8 83,52 0,24

LogS — coeficiente de solubilidade determinado pelo método Ali (ALl et al., 2012); NLR
— numero de ligagOes rotativas; %0ABS — porcentagem de absor¢do oral, valor tedrico
obtido com o auxilio da equacdo %ABS= 109-(0.345 x TPSA); Drug-likeness em valor
quantitativo foi calculado no Molsolf (http://www.molsoft.com).

Os resultados indicam que todos os derivados apresentam uma absorcdo de moderada a
alta (62 a 84 %), exceto o derivado HE12 que apresentou absor¢éo de 59,87. A determinagéo
da %ABS depende da area de superficie polar molecular topoldgica (TPSA), que é um
parametro relacionado com o transporte molecular passivo atraves das membranas e permite a
predicdo tedrica da absorcdo gastrointestinal humana e da passagem pela barreira
hematoencafélica (SHITYAKOV et al. 2013). O numero de ligacGes rotativas, ndo é tdo
considerada para os parametros de Linpiski (Regra dos 5) mais para Muegge e colaboradores
(2001) o NLR é um parametro para avaliar o drug-likeness. Os NLR ficaram entre 8 e 15. Para
esse autor, os valores de NLR tem que ser menor ou igual a 15 (NLR < 15), portanto, nenhum
composto violou a regra (MUEGGE et al, 2001).

O drug-likeness, € um importante indice que indicam se um determinado composto tem

similaridade com farmacos disponiveis comercialmente, e consequentemente se um composto
140


http://www.molsoft.com/

serd um bom candidato a fa&rmaco. Na tabela 21 observa-se que s6 os compostos HEO7; HE14;
HEI1S5 e HEI16, apresentaram valores positivos para o “drug-likeness”, indicando assim que os
derivados investigados possuem fragmentos e/ou propriedades fisicas com a maioria dos
farmacos comerciais.

As moléculas com valores de drug-likeness positivos foram analisadas utilizando o
gréafico de correlacdo Bioavailability Radar plotado no programa Swiss ADME (Figura 15).
Apenas a Molécula HE16 ndo ultrapassou os limites da area plotada, podendo afirmar que é a

molécula que apresenta as melhores condi¢des para biodisponibilidade se administrada por via
oral.

Figura 15. Gréafico do radar de biodisponibilidade dos compostos HEO7, HE14, HE15 e HE16

— apresenta a correlacdo entre tamanho da molécula, flexibilidade, solubilidade, lipofilicidade,
saturacdo e polaridade.

HEO7 HE14

HE15 HE16

Legenda: Limites da area rosea: LIPO (lipofilicidade) -0,7 < XLogP3 < +5,0;
SIZE (Tamanho da molécula) 150 g/mol < MM <500 g/mol; POLAR (polaridade)
20 A2 < TPSA < 130 A% INSOLU (Insolubilidade) 0 < Log S < 6; INSATU
(insaturacdes) 0 < Fragdo Csp? ou Csp < 0,25 FLEX (flexibilidade) 0 < NLR <9
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5.4.1.2 Estudo in silico de toxicidade dos derivados da piperina

Os estudos in silico com o objetivo de prever possiveis propriedades toxicologicas tem
ganho destaque, complementando os estudos in vitro e in vivo. As analises in silico tem a
vantagem de avaliagbes mais rapidas, baixo custo e até mesmo a reducdo de ensaios
toxicoldgicos em animais. A Tabela 22 apresenta os resultados de testes in silico de toxicidade
dos derivados sintetizados da piperina. Os riscos considerados foram: mutagénico,

tumorogénico, irritante e reprodutivo.

Tabela 22. Analise de toxicidade dos derivados da piperina.

Compostos Toxicidade
Mutagénico Tumorogénico Irritante Reprodutivo
Piperina - - - +++
HEO1 - - - 4+
HEO02 - - - 4+
HEOQ3 - - ++ o+
HEO04 - - . i
HEQ5 - +++ - +++
HEO06 - - - 4+
HEO7 - i i =
HE09 - - - T+
HE10 - - - 4+
HE11 - - - T+
HE12 - - - 4+
HE13 - - - 4+
HE14 - . i Ew
HE15 - - . iy
HE16 - - i

Legenda: (-)—ndo  (+++)—Alta (+)—baixa  (++)—média

Em todos os candidatos observamos um efeito reprodutivo de alto risco proveniente das
insaturacdes entre o anel aromatico e a carbonila da piperina, efeito que se repete nos seus
derivados. O composto HEO3 apresenta um possivel risco irritante médio. O composto HEO5
apresenta um risco alto para o efeito tumorogénico. Com excecdo das moléculas HEO3 e HE05

as demais apresentam o efeito reproduttivo proveniente da amida natural piperina.
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5.4.1.3 Estudo in silico das interacdes da piperina e seus derivados com proteinas e

enzimas

Além dos parametros fisico-quimicos tambem foi realizado a analise quanto a interacao
destas novas moléculas com as protéinas e com as enzimas hepéaticas (Tabela 23),
principalmente as isoformas da enzima citocromo P-450 oxidase, denominadas comumente
como CYP, as quais sdo responsaveis pela metabolizacdo de xenobidticos (HOLLENBERG,
2002).

Essa familia de enzimas , quando inibida por quaisquer moléculas alteram as condi¢6es
de biotransformacdo, podendo acarretar interacbes medicamentosas por combinacdo de
fragmentos de farmacos diversos (HOLLEMBERG, 2002). Essas intera¢cdes poderdo ocasionar
tanto uma inativacdo como uma potencializacdo de um determinado farmaco, levando a mesmo
um aumento de sua toxicidade (HUANG et al., 2008).

Tabela 23. Comportamento farmacocinético dos protétipos mediante padrdes de absorcéo,
interacdo com p-GP e inibicéo das isoformas da enzima citocromo P-450 oxidase.

Composto AGI BHE p-GP  CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

HEO1 Alta S N S S S N S
HEO02 Alta N N S S S N S
HEO3 Alta S N S S S N S
HEO04 Alta S N S S S N S
HEO5 Alta S N S S S N S
HEO06 Alta S N S S S N S
HEO7 Alta S N S S S N S
HEO09 Alta N N S S S N S
HE10 Alta N N S S S N S
HE11 Alta N N S S S N S
HE12 Baixa N N S N S N S
HE13 Alta N N S S S N S
HE14 Alta N N S S S S S
HE15 Alta N N S S S S S
HE16 Alta S N S S S N S

LEGENDA: S-sim N -—ndo

AGI — Absorcéo pelo gastrointestinal (alta — quando a absorgéo ocorre passivamente)

BHE — permeia a barreira hematoencefalica (Sim — molécula capaz de atravessar a barreira)

p-GP — associagdo com a p-glicoproteina (Sim — a molécula associa-se a proteina como um substrato)
CYP...- isoformas da enzima cromossomo P-450 oxidase (Sim: inibidor da enzima /N&o: ndo inibe a enzima).

A absorc¢éo gastrointestinal foi alta em todos os derivados, com exce¢do do derivado

HE12, o qual foi demostrado pelo estudo fisico-quimico onde seu TPSA foi de 142,40, com
uma absorc¢éo teorica de 59,87%. Outro parametro exposto na Tabela 23 é a interacdo com a
p-glicoproteina, que segundo Azevedo e colaboradores (2009), trata-se de um produto do gene
multirresistente a farmacos (MDR1), agindo como uma bomba de efluxo dependente de ATP a
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qual transporta farmacos e demais xenobidticos para fora das células hepaticas, renais,
gastrointestinais, das células das barreiras hemato-teciduais, cerebrais e tumorais. Portanto esta
envolvida de forma intrinseca com todos os parametros ADME dos diversos farmacos. A
associacdo da molécula do farmaco com a p — glicoproteina como substrato podera acarretar na
sua atuacdo homeostésica, deixando assim a proteina indisponivel para outros processos
bioldgicos, diminuindo a sua biodisponibilidade. Porém a relacdo de farmacos de dificil
excrecdo com essa proteina € de extrema importancia para evitar a bioacumulacdo e
consequentemente efeitos adversos. Na Figura 16 observa-se o BOILED-Egg plotado no
programa SwissADME, no qual relaciona a area superficial topologica polar (TPSA) com o
LogP (lipofilicidade).

Figura 16. Gréafico da Correlacdo entre WLogP e TPSA, na forma de BOILED-Egg, para 0s
derivados da piperina.
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Legenda: BHE AGI O pGp+ O p-GP-

Nota: BHE — moléculas na &rea amarela do gréafico sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica

AGI — Moléculas absorvidas passivamente pelo trato gastrointestinal

p-GP+ - Moléculas que se associam a p-glicoproteina

p-GP- - Moléculas que ndo se associam a p-glicoproteina
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Todas as moléculas analisadas apresentaram na forma de p-GP-, que é de interesse da
indUstria farmacéutica, devido a ligacdo de farmacos as proteinas plasmaéticas limitarem a
concentracdo dos mesmos nos tecidos e nos alvos farmacologicos.

Outra andlise importante ¢ a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
(BHE), a qual foi avaliada e exposta na tabela 23 e na Figura 16. A capacidade de um composto
ultrapassar a barreira hematoencefalica sé € importante quando o alvo farmacoldgico é alguma
funcdo cerebral, como exemplo os psicofarmacos. Se ndo for para essa funcao, podera surgir
efeitos colaterais tais como sonoléncia, cefaleia, vertigem, perca parcial da visao, entre outros.
As moléculas na area amarela do grafico apresentam essa capacidade de ultrapassar tanto a
BHE (as moléculas: HEO1, HE03, HEO4, HEO5, HE06, HEO7 e HE16) como o trato
gastrointestinal.

A absorcdo pelo trato gastrointestinal é de grande importancia, pois esta caracteristica
esta ligada diretamente com a possibilidade de o farmaco ser administrado por via oral. A area
branca do gréafico da Figura 16 é a &rea onde que quase exclusivamente engloba todos os
derivados com excecdo do HE12, o qual se encontra na area cinza. Moléculas plotadas na area
cinza apresentam dificuldades de absorcdo. Para Daina e colaboradores (2016), as moléculas
que ficam plotadas fora do gréfico de correlacdo sdo consideradas como fora dos padrdes para

um possivel candidato a farmaco.

5.4.2 Resultado dos ensaios de toxicidade pré-clinica aguda e de atividade antitumoral in
vivo do HE02 e HEO3

5.4.2.1 Resultados da toxicidade pré-clinica aguda

O Quadro 1 mostra que o composto HEO2 ndo induziu nenhum efeito toxico em
nenhuma das doses testadas, exceto nas ultimas 4h, os animais que receberam a dose de 2000
mg/kg apresentaram diarreia. O Quadro 2 mostra que o composto HEO3 induziu, nos primeiros
30 minutos, alguns efeitos como contorgdes abdominais, abducéo das patas do trem posterior e
forca para agarrar diminuida, nas duas doses testadas. Na dose de 300 mg/kg, foi observado
ainda efeitos do tipo escalar. E na maior dose (2000 mg/kg) também foram observados efeitos
depressores do SNC como resposta ao toque diminuido. Apos 30 minutos ndo foi observado
nenhum efeito em ambas as doses. Ainda, o tratamento com as doses de 300 mg/kg e 2000

mg/kg de HEO2 provocou mortes em apenas 2 animais experimentais do grupo de 2000 mg/kg.
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Assim, com base no Guia n. 423 da OECD 2001, a DLs foi estimada em torno de 1000mg/kg
e a amostra é considerada e classificada na categoria 4 da “Globally Harmonized Classification
System” (GHS). O tratamento com HEO3 nas doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg ndo provocou
mortes nos animais experimentais nas doses testadas. Assim, com base no Guia n. 423 da
OECD, a DLso foi estimada em torno de 5000 mg/kg e a amostra é considerada ndo classificavel

ou classificada na categoria 5 da “Globally Harmonized Classification System” (GHS).

Quadro 1. Efeitos da administracdo i.p. de doses Unicas de HEO2 em camundongos.

Grupo M/T Efeitos
Controle 0/3 Nenhum
300 mg/kg 0/3 Nenhum
Experimento 1 0/3 Nenhum

2000 mg/kg
Experimento 2 2/3 Diarréia

M/T — NUmero de animais mortos/nimero de animais tratados

Quadro 2. Efeitos da administracdo i.p. de doses Unicas de HEO3 em camundongos.

Grupo M/T Efeitos comportamentais
Controle 0/3 Nenhum
Forca para agarrar diminuida, contorcGes
Experimento 1 0/3 abdominais, escalar
HEO3
(300 mg/kg) Experimento 2 0/3 Contor¢des abdominais, abducéo das patas do trem
posterior
Contorc¢des abdominais, resposta ao toque
diminuido, abdugdo das patas do trem posterior,
HEO03 Experimento 1 0/3 forga para agarrar diminuida
(2000 mg/kg) Contorc¢des abdominais, resposta ao toque
Experimento 2 0/3 diminuido, for¢a para agarrar diminuida

M/T — NUmero de animais mortos/nimero de animais tratados
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5.4.2.2 Atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE)

Os resultados obtidos nos estudos in vivo foram expressos em media + erro padrdo da
média (e.p.m.) e analisados empregando-se o teste t-Student ndo pareado, para analise de duas
populacdes distintas, e teste de anélise de variancia (ANOVA) one-way, para a comparagao de
mais de duas amostras, seguido do teste de Tukey (para variaveis paramétricas). Os resultados
foram considerados significativos quando p < 0,05.

Em relacéo aos parametros volume e massa tumoral, ndo foram observados diminui¢éo
significativa nos animais tratados com HEO02. Com relacdo ao HEO3 foi observado uma
diminuicdo significativa nos animais tratados nas doses de 12,5 e 25 mg/kg. Em relacdo aos
parametros viabilidade e total celular, foi observado uma diminuicdo significativa nos animais
tratados com HEO2 e HEO3 em todas as doses experimentais. Ndo houve diferenca significativa
entre as doses de 12,5 e 25 mg/kg de HEO2 e HEOQ3, apresentando, potente atividade antitumoral
in vivo frente CAE. Além disso, o0 HEO3, nessa linhagem tumoral e nas concentragdes de 6,25
e 12,5 mg/kg, reduziu os parametros avaliados semelhante ao 5-FU, utilizado como controle
positivo nesse ensaio. JA& 0 HEO2 ndo conseguiu obter parametros semelhantes ao 5-FU. Os

resultados estéo apresentados na Figura 17 e 18.
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Figura 17. Efeito do tratamento com HEO02 e 5-FU em camundongos transplantados com CAE.
A: massa tumoral. B: volume tumoral. C: viabilidade celular. D: total celular. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisados por ANOVA
seguido de Tukey. ?p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 18. Efeito do tratamento com HEO03 e 5-FU em camundongos transplantados com CAE.
A: massa tumoral. B: volume tumoral. C: viabilidade celular. D: total celular. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisados por ANOVA
seguido de Tukey. ®p < 0,05 comparado ao grupo controle. °p < 0,05 comparado ao grupo HE03
(6,25 mg/kg).
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5.4.2.3 Atividades antiangiogénicas do HEO2 e HEO3

Ocorreu uma reducdo significativa na microdensidade dos vasos apenas no grupo
tratado com 12,5 mg/kg de HEO2. Uma reducéo significativa na microdensidade dos vasos foi
observada nos grupos tratados com HEO3 em ambas as doses. Os resultados apresentados na
Figura 19 e 20 mostram que o HEO2 e HEO3, respectivamente, apresentam acao
antiangiogénica.

Figura 19. Efeito do tratamento com HEO2 e 5-FU na microdensidade dos vasos peritoneais de
camundongos transplantados com CAE. A: Microdensidade dos vasos. Determinado pela area
ocupada por vasos sanguineos dividido pela area total selecionada. B: Imagem representativa
da membrana peritoneal dos camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisado por ANOVA
seguido de Tukey. ?p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 20. Efeito do tratamento com HEO3 e 5-FU na microdensidade dos vasos peritoneais de
camundongos transplantados com CAE. A: Microdensidade dos vasos. Determinado pela area
ocupada por vasos sanguineos dividido pela &rea total selecionada. B: Imagem representativa
da membrana peritoneal dos camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisado por ANOVA
seguido de Tukey. ?p < 0,05 comparado ao grupo controle.
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5.4.3 Resultados da atividade antibacteriana e antifingica da piperina e seus derivados
(HE01-16)

Na tabela 24 estdo mostrados os resultados da avaliagéo da atividade antibacteriana e
antifngica dos produtos, na concentracdo de 1024 a 16 pg/mL, onde foi observado que todas

as cepas testadas ndo apresentaram sensibilidade aos produtos usados nos ensaios biologicos.

Tabela 24. Resultados da avaliacdo da Concentracdo Inibitoria Minima/CIM (ug/mL) dos
compostos contra cepas bacterianas e flngicas.

Q 1 1
=18 [8 o [8 |g |2 |3
O I > o : = s i
S < < :: = < 5 S
@) L o @™ w | - - @ * 3
Produto | 28| 88| €3 2 28| 5 a
< |ES|E8| 8¢5 |E8|E |2
s (2 |z |2 |2 |g |g |=
Sl e |9 |6 o |6 |T
HEO1 + + + + + + + +
HEQ2 + + + + + + + +
HEOQ3 + + + + + + + +
HEO4 + + + + + + + +
HEQ5 + + + + + + + +
HEQ6 + + + + + + + +
HEQ7 + + + + + + + +
HEQ09 + + + + + + + +
HE10 + + + + + + + +
HE11l + + + + + + + +
HE12 + + + + + + + +
HE13 + + + + + + + +
HE14 + + + + + + + +
HE15 + + + + + + + +
HE16 + + + + + + + +
Meio de cultura - - - - - - . _
Micro-organismo + + + + + + + +
Cloranfenicol 100 pg/mL - - N (U U (U U —
Nistatina 100UI/mL | ----—= | === | ----- - - _ R
Fluconazol 50 pug/mL | ===-m= | moeem | emmm | emeoe | oo | e | eeee- -

(-): Nao houve crescimento do microrganismo; (+): Crescimento do micro-organismo; (-----): controle
ndo usado nos ensaios.

Os resultados mostram que 0s compostos ndo apresentaram atividade sobre o
crescimento dos microrganismos utilizados nos ensaios de atividade antimicrobiana, no caso,
sdo considerados de fraca atividade ou inativos, conforme os critérios de Holetz et al., 2002;
Sartoratto et al., 2004; Houghton et al., 2007.
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Secao Experimental



6. SECAO EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAIS

Todos os solventes e reagentes utilizados foram obtidos de fontes comerciais continham
grau P.A ou espectroscopico. Os que ndo apresentavam a qualidade adequada foram purificados

e secos quando necessarios.

v" Solventes: acetato de etila, diclorometano, tetrahidrofurano (THF), etanol, éter etilico,
metanol, n-propanol, dimetilformamida (DMF), trietilamina, &cido acético.

v Reagentes: anilinas substituidas, 4acido sulfdrico concentrado, &cido para-
aminobenzoico, ciclohexalamina, bicarbonato de sédio, hidroxido de potassio, cloreto

de cloroacetila.

6.2 EQUIPAMENTOS

Para os espectros de infravermelhos (V) foram obtidos nos espectrémetros FTIR
modelo IRPrestige-21, e foram realizados no Laboratério de Combustiveis e Materiais
(LACOM - UFPB). As determinacdes dos pontos de fusdo foram feitas em placa de
aquecimento MQAPF-3 e néo sofreram correcbes (LPBS-DQ/UFPB). Os espectros de RMN
de H (200, 400 e 500 MHz) e *C (50, 100 e 125 MHz) unidimensional e bidimensional foram
realizadas no LMCA (Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analises da UFPB)
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna e os solventes: dimetilsulfoxido
(DMSO-ds) e cloroférmio (CDCIs) na solubilizacdo das amostras. Os deslocamentos quimicos
(6) foram medidos em unidade de parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
em Hertz (Hz). As Ja as analises elementares CHNS (Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio e
Enxofre), foram realizadas no instrumento Carlo Erba, modelo E-1110 (Central Analitica do

Departamento de Quimica Fundamental da UFPE).
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6.3 PREPARACAO DOS COMPOSTOS INTERMEDIARIOS

6.3.1 Isolamento da amida piperidinil do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-
pentadiendico (piperina) (1) (Ikan, 1991)

SORaa®

Numa aparelhagem de Soxhlet foram colocados 10 g de pimenta-do-reino e 150 mL de

etanol a 95%. O sistema foi mantido em refluxo por aproximadamente 2 horas. Apds concentrar
0 extrato em evaporador rotatorio, foi entdo adicionado ao mesmo 10 mL de uma solucao
alcoolica de KOH 10% e depois filtrou o material precipitado. A solucdo alcoodlica foi
adicionada uma pequena quantidade de agua, suficiente para que 0 meio se tornasse turvo. Apds
um periodo de 72 horas em repouso, formou-se um precipitado amarelo que foi filtrado sob
pressao reduzida. O sélido obtido foi lavado com uma pequena quantidade de agua gelada,

seguido de éter etilico gelado. Foram obtidos 0,3 g.

Caracterizagéo:
Ponto de fusdo: 126-128°C (Lit.: 125-127°C). IV (KBr, cm™): 2939 (C — Ha); 1631 (C = O);
1581-1442 (C = Car.); 1249 (O — CH2 — 0); 930 (C — Har).

6.3.2 Preparacdo do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E),4(E)-pentadiendico (acido
pipérico) (2)

Num baldo de 50 mL de capacidade foi feita uma suspenséo de 2,20 g (7,72 mmol) de

piperina em 22 mL de solucdo alcodlica de KOH 20%. A mistura reacional foi mantida sob
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refluxo e agitagdo por 20 horas. Ap6s o termino da reagdo, a mistura foi filtrada, lavada com
etanol e seca. O precipitado formado foi solubilizado em agua e acidificado com HCI 10% até
0 pH 3. O precipitado formado com a uma coloracdo amarelada foi filtrado a pressao reduzida,

lavada com &gua, seco e recristalizada em etanol. Foram obtidos 1,64 (92,43%).

Caracterizagéo:
Ponto de fusdo: 217-218 °C (216-217 °C). IV (KBr, cm™): 3448 (O-H), 2922 (C — Hai); 1678
(C =0); 1604-1419 (C = Car.); 1257 (O — CH2— 0); 929 (C — Har).

6.3.3 Preparacao dos precursores das acetamidas Al13. Al4 e 15 atraves de esterificagdo

do acido paraminobenzoéico (PABA)

rR-O (o)
NH,
H,SO,
HO + ROH T
Refluxo
o NH,
R = CH; (ESM), CH,CH; (ESE), CH,CH,CH; (ENP)

Procedimento Geral

Em um baldo de 250 mL adicionou 1,2 g de &cido p-aminobenzoico, 15 mL do
respectivo alcool (etanol, metanol ou n-propanol), a mistura reacional foi agitada até que a
maioria do solido se dissolvesse (nem todo o sélido se solubiliza), adicionou-se lentamente 0,5
mL H2SO4 concentrado, conectou o baldo a um condensador e levou ao aquecimento até o
refluxo, deixando-o por um periodo de 1-2h refluxando. Apos esse periodo deixou a mistura
esfriar e a alcalinizou com cuidado com uma soluc¢do de Na2COs até o pH 8-9, o0 sélido formado

foi filtrado e lavado com agua. Rendimentos obtidos entre 55-68 %
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4 - aminobenzoato de metila (ESM) (precursor A13)

RMN IH (200 MHz - CDCls): 7,83 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3,3°); 6,62 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-4,4°);
3,84 (s, H-6); 3.84 (s, NH). RMN 13C (6, 50 MHz, CDCls): 167,34 (C-1); 119,56 (C-2), 131.65
(C-3,3); 113,85 (C-4,4°); 151,03 (C-5); 51.71 (C-6).

Espectro 163. Espectro de RMN *H (CDCI3, 200 MHz) do 4 - aminobenzoato de metila
ESM).
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Espectro 164. Espectro de RMN *C — APT (CDCls, 50 MHz) do 4 - aminobenzoato de metila
(ESM).
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4 - aminobenzoato de etila (ESE) (precursor Al4)

3
HN 75

RMN *H (200 MHz - CDCls): 7,85 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3,3"); 6,63 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-4,4°);
4,31 (g, 2H, H-6); 1,35 (t, 3H, H-7); 3.64 (s, 2H, NH). RMN 13C (5, 50 MHz, CDCls): 166,90
(C-1); 120,08 (C-2), 131.64 (C-3,3’); 113,88 (C-4,4); 150,88 (C-5); 60.45 (C-6); 14,53 (C-7).
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Espectro 165. Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) do 4 - aminobenzoato de etila (ESE).
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Espectro 166. Espectro de RMN C — APT (CDCls, 50 MHz) do 4 - aminobenzoato de etila
(ESE).
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4 - aminobenzoato de n-propila (ENP) (precursor Al5)

RMN *H (200 MHz - CDCls): 7,85 (d, J = 7.1 Hz, 2H, H-3,3"); 6,65 (d, J = 7,2 Hz, 2H, H-4,4");
4,21 (t, 2H, H-6); 1,74(m, 2H, H-7); 0,99 (t, 3H, H-8); 4.04 (s, 2H, NH). RMN 23C (5, 50 MHz,
CDCl3): 166,90 (C-1); 120,46 (C-2), 131.60 (C-3,3’); 114,15 (C-4,4"); 150,42 (C-5); 66.07 (C-
6); 22,26 (C-7); 10,64 (C-8).

Espectro 167. Espectro de RMN H (CDCls, 200 MHz) do 4 - aminobenzoato de n-propila
(ENP).
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Espectro 168. Espectro de RMN 3C — APT (CDCls, 50 MHz) do 4 - aminobenzoato de n-

propila (ENP).
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6.3.4 Preparacéo das 2-cloro-N- (aril ou alil) acetamida (Al1-16)

Procedimento geral

A amina aromatica (ou alifatica) substituida (0,02 mol) foi solubilizada, juntamente com
a trietilamina (0,024 mol), em tetraidrofurano a 0°C. Em seguida adicionou-se lentamente
cloreto de cloroacetila (0,024 mol) e a mistura reacional foi deixada em agitagdo vigorosa por
vinte horas a temperatura ambiente. Apds este tempo concentrou-se a mistura a pressdo
reduzida e o residuo foi lavado com agua destilada gelada. O precipitado formado foi filtrado e

em seguida recristalizado com metanol. O rendimento destas reacdes varia entre 73 a 95%.

2-cloro-N-acetamida (Al):

Rendimento: 93 %, p.f. 133 — 135 °C, IV (KBr, cmY): 3267, 3205, 3143 (N-H), 3098, 3049 (C-
Har), 2947, 2862 (C-H), 1672 (C = 0), 1604, 1496 (C = Car), 1290, 1250 (C — CI), 1078, 858
(CHar), 750 (NH), 557, 499 (C — Car). RMN *H (200 MHz, CDCl): 6 4,16 (s, 2H, H-2), 7,15
(t, J = 7.3 Hz, 1H, H-6), 7,33 (t, J = 7,8 Hz, 2H, H-5-5") 7,52 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H-4,4") 8,28
(s, 1H, NH). RMN 3C (50 MHz, CDCls): 9 164,01 (C-1), 136,77 (C-3), 129,22 (C-5,5), 125,35
(C-6), 120,27 (C-4,4), 43,00 (C-2).
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Espectro 169. Espectro de IV (KBr) da acetamida Al.
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Espectro 170. Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) da acetamida Al.
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Espectro 171. Espectro de RMN C — (CDCls, 50 MHz) da acetamida Al.
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2-cloro-N-(p-nitrofenil)acetamida (A2):

Rendimento: 80 %, p.f. 188 — 190 °C, IV (KBr, cmY): 3277, 3227, 3163 (N-H), 3109, 3070 (C-
Har), 2939, 2825 (C-H), 1688 (C = O), 1624, 1506 (C = Car), 1597, 1570, 1338 (NOy), 1294,
1255 (C— CI), 1172, 869, 850 (C — N de ArNO5), 1111, 829 (CHar), 748 (NH), 526 (C — Car).
RMN 'H (200 MHz, DMSO-ds): 6 4,36 (d, J = 2.3 Hz, 2H, H-2), 7.85 (dt, J = 10,2 e 2,7 Hz,
2H, H-4,4") 8,26 (dt, 2H, H-5,5") 10,92 (s, 1H, NH). RMN 3C (50MHz, DMSO-ds): J 165,62
(C-1), 144,61 (C-3), 142,62 (C-6), 125,07 (C-5,5"), 119,10 (C-4,4"), 43,62 (C-2).

163



Espectro 172. Espectro de IV (KBr) da acetamida A2.
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Espectro 173. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da acetamida A2.

g SERINNERLINS Y] 2 noa 8
H @ m s - = - NN @
| ey = Y | S~ |
L
|
|
[ ]
[ |
[
\
| J
i Cl
‘J‘. 1 NH
f
G WAT AN o T Mo ‘_jlL
oSNy =33g=2 5 3
1 3
S SSha ' S ; 4 4
‘ 45 4.?1( )43 4.2
¥ | ppm
I |
SV )"u"ll 5
— —— 5
3 2
84 82 80 78 76
f1 (ppm) NO,
1
|
1
1
’\ | -
N JL.J,,_ R & J / — v -
T T T T
2 2 8 8
= ~N ~ ~
: ; : - : : - : : - : - - - - -
4 13 12 11 10 9 8 5 4 3 2 1 0 1

6
f1 (ppm)

164



Espectro 174. Espectro de RMN C — (DMSO-ds, 50 MHz) da acetamida A2.
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Rendimento: 95 %, p.f. 140 — 142 °C, IV (KBr, cm™): 3308, 3273, 3201 (N-H), 3088, 2965 (C-
Har), 2964, 2868 (C-H), 1668 (C = 0), 1614, 1512 (C = Car), 1292, 1254 (C - Cl), 1118, 864
(C-Har), 740 (N-H), 540, 487 (C — Car). RMN 1H (200 MHz, CDCls): § 1,22 (t, J=7,6Hz 3H,
H-8), 2,63 (m, 2H, H-7), 4,17 (s, 2H, H-2), 7,18 (d, 2H, H-5.5"), 7,44 (d, J= 8,4 Hz, 2H, H-
4.4%), 8,23 (s, 1H, NH). RMN C (50 MHz - CDCls): ¢ 163,89 (C-1), 141,57 (C-6), 134,37
(C-3), 128,56 (C-5,5"), 120,45 (C-4,47), 43,00 (C-2), 28,45 (C-7), 15,72 (C-8).
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Espectro 175. Espectro de IV (KBr) da acetamida A3.
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Espectro 176. Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) da acetamida A3.
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Espectro 177. Espectro de RMN C — (CDCls, 50 MHz) da acetamida A3.
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2-cloro-N- (p-metilfenil) acetamida (A4):

Rendimento: 95 %, p.f. 182 — 184 °C, IV (KBr, cm™): 3307, 3273, 3203 (N-H), 3134, 3089 (C-
Har), 2953 (C-H), 1674 (C = 0), 1616, 1552 (C = Car), 1292, 1252 (C—Cl), 114, 864 (C-Har),
748 (N-H), 505 (C — Car). RMN *H (200 MHz, CDCls): & 2,33 (s, 3H, H-7), 4,17 (s, 2H, H-2),
7,15 (d, J=8,2, 2H, H-5,5"), 7,42 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H-4,4), 8,21 (s, 1H, NH). RMN 3C (50
MHz - CDCls): § 163,86 (C-1), 135,11(C-3), 134,21(C-6), 129,73 (C-5,5"), 120,35 (C-4,4"),
42,66 (C-2), 21,02 (C-7).
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Espectro 178. Espectro de IV (KBr) da acetamida A4.
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Espectro 179. Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) da acetamida A4.
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Espectro 180. Espectro de RMN C — (CDCls, 50 MHz) da acetamida A4.
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2-cloro-N-(p-bromofenil)acetamida (A5):
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3
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Rendimento: 84 %, p.f. 184 — 186 °C, IV (KBr, cm™): 3263, 3194 (N-H), 3124, 3076 (C-Har.),
2999, 2953 (C-H), 1670 (C = 0), 1610, 1550 (C = Car), 1281, 1246 (C — Cl), 1188 (C — Br),
1072, 860 (C-Har), 736 (N-H), 497 (C — Car). RMN *H (200 MHz - DMSO-dg): 5 4,27 (s, 2H,
H-2), 7,55 (m, 4H, H-4,4’ e H-5,5"), 10,45 (s, 1H, NH). RMN 3C (50 MHz - DMSO-ds): &
164,83 (C-1), 137,83 (C-3), 131,71 (C-5,5"), 121,28 (C-4,4), 115,51 (C-6), 43,56 (C-2).
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Espectro 181. Espectro de IV (KBr) da acetamida A5.
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Espectro 182. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da acetamida A5.
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Espectro 183. Espectro de RMN C — (DMSO-ds, 50 MHz) da acetamida A5.
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2-cloro-N-(p-clorofenil)acetamida (A6):
(o}
o
5~ 1 “NH
3
4 4

Rendimento: 76 %, p.f. 170 — 172 °C, IV (KBr, cm™): 3264, 3198 (N-H), 3128, 3080 (C-Har.),
3003, 2951 (C-H), 1668 (C = O), 1612, 1551 (C = C ar), 1281, 1246 (C - CI), 1095 (C - ClI,
ArCl), 1010, 862 (C-Har), 737 (N-H), 567, 501 (C — Car). RMN *H (200 MHz - DMSO-de): 5
4,27 (s, 2H, H-2), 7,40 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-5,5"), 7,63 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-4,4"), 10,45 (s,
1H, NH). RMN 23C (50 MHz - DMSO-de): & 164,81 (C-1), 137,44 (C-6), 128,81(C-5,5"),
127,45 (C-3), 120,92 (C-4,4"), 43,54 (C-2).
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Espectro 184. Espectro de IV (KBr) da acetamida A®6.
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Espectro 185. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da acetamida A®6.
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2-cloro-N-(p-isopropilfenil)acetamida (A7):
o
CI\)L
5~ 1 >NH
3
4 4
5 5
6
.
8 8

Rendimento: 78 %, p.f. 141 — 143 °C, IV (KBr): v/cm™ 3271, 3199 (NH), 3130 (CHar), 2960,
2870 (CHaiit), 1674 (C = O), 1612, 1548 (C = Car.), 1282, 1250 (C - Cl), 1300, 1282 (iCHaiif),
1016, 837 (CHar), 779 (NH), 534 (C — Car). RMN 1H (200 MHz - CDCl3): 6 1,24 (d, J=6,9
Hz, 6H, H-8.,8”), 2,90 (sept, J = 13,8; 6,9 Hz, 1H, H-7), 4,17 (s, 2H, H-2), 7,23 (t, J = 6,6 Hz,
2H, H-5,5"), 7,45 (d, J = 8,4 Hz 2H, H-4,4".), 8.21 (s, 1H, NH). RMN 13C (50 MHz - CDCls):
5 163,87 (C-1), 146,19 (C-6), 134,42 (C-3), 127,16 (C-5,5"), 120,47 (C-4,4’), 43,01 (C-2),
33,76 (C-7), 24,12 (C-8,8’).
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Espectro 187. Espectro de IV (KBr) da acetamida A7.
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Espectro 188. Espectro de RMN *H (CDCls, 200 MHz) da acetamida A7.
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Espectro 189. Espectro de RMN C — (CDCls, 50 MHz) da acetamida A7.
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2-cloro-N-(m-nitro-p-clorofenil)acetamida (A9):

Rendimento: 78 %, p.f. 120 — 122 °C. IV (KBr): vicm™ 3313, 3269 (NH), 3122, 3094 (CHar),
2945, 2881 (CHaiir), 1691 (C = O), 1605, 1544 (C = Cay), 1483, 1404, 1344 (NOy), 1300, 1265
(C— Cl), 1045, 831 (CHar), 895 (C — N de ArNO), 785 (NH), 559 (C — Car). RMN H (200
MHz - DMSO-ds): 8 4,32 (s, 2H, H-2), 7,74 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-5,5"), 7,81 (dd, J=8,9 ¢ 2,4
Hz, 1H, H-4,4"), 8,40 (d, T = 2,3 Hz, 1H, H-4), 10,87 (s, 1H, NH). RMN 3C (50 MHz - DMSO-
de): & 165,54 (C-1), 147,28 (C-5), 138,33 (C-3), 132,20 (C-5), 124,27 (C-4,4"), 119,16 (C-6),

115,76 (C-5,5"), 43,42 (C-2).
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Espectro 190. Espectro de IV (KBr) da acetamida A9.
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Espectro 191. Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 200 MHz) da acetamida A9.
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Espectro 192. Espectro de RMN C — APT (DMSO-ds, 50 MHz) da acetamida A9.
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2 - cloro- N - (p-metdxifenil) acetamida (A10):
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1
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3
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Rendimento: 80 %, p.f. 119 — 120 °C. IV (KBr): v/cm™ 3296, 3199 (NH), 3136, 3072 (CHar),
2956, 2835 (CHaiit), 1666 (C = 0), 1605, 1548 (C = Car), 1346, 1301 (C— Cl), 1248, 1113 (O-
CH-0), 1029, 831 (CHa), 788 (NH), 582, 532 (C — Car). RMN *H (200 MHz - CDCls): &
3,79 (s, 3H, H-7), 4,17 (s, 2H, H-2), 6,88 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H-5,5%), 7,43 (d, J = 8,9 Hz, 2H,
H-4,4"), 8,20 (s, 1H, NH). RMN 3C (50 MHz - CDCls): § 163,89 (C-1), 157,16 (C-6), 129,79
(C-3), 122,22 (C-4,4), 114,34 (C-5,5"), 55,61 (C-7), 42,97 (C-2).
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Espectro 193. Espectro de IV (KBr) da acetamida A10.
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Espectro 194. Espectro de RMN *H (CDCl3, 200 MHz) da acetamida A10.
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Espectro 195. Espectro de RMN 3C — (CDCl3, 50 MHz) da acetamida A10.

7780
7716

163.89

157.16
12979
-—122.22
~—114.34
L
\\TE 53
{55 61

55 .55

—42 97

o]

o
1
5 NH
3
4 4
5 5
6
(o}
.7
II
|
|
[PRREIREIT VRSP RATT | 1) TRy ey T .L " |..L“_.u.~| " ML"‘“.W 1 " Lo e il b ke dogond

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 1%10[ 1%0 li] 80 70 60 50 40 30
ppm

T T T T
20 10 0 -10

2-cloro-N-(p-trifluormetilfenil)acetamida (Al11):

Rendimento: 94%. P.f. 161 — 162°C. IV (KBr): v/cm™3280 (NH), 3140 (CHar), 3093 (CHaiit),
1685 (C = 0), 1556, 1402 (C = Car), 1319, 1259 (C - Cl), 1112 (C — F), 1155, 1064 (O-CHo-
0), 835(CHar), 788 (NH).
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Espectro 196. Espectro de IV (KBr) da acetamida Al1.
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Rendimento: 78%. p.f. 214 - 216°C. IV (KBr): v/icm™ 3323 (NH), 1685 (C = O), 1597, 1546 (C
= Car), 1255, 1186 (C - Cl), 1315, 1151 (S=0), 835 (CHar.), 677 (NH).
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Espectro 197. Espectro de IV (KBr) da acetamida A12.
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Rendimento: 86%. P.f. 143 — 145°C. IV (KBr): v/cm™ 3348 (NH), 3132(CHar.), 2953 (CHaiit),
1712, 1691 (C = O), 1602, 1537 (C = Car), 1436, 1402 (CHair), 1286, 1246 (C-CI), 1172, 1112
(C - 0), 854 (CHar), 765 (NH). RMN *H (500 MHz - CDCls): 9 3.90 (s, 3H, H-6), 4.19 (s, 2H,
H-8); 8,42 (s, 1H, NH); 7,64 (d, J=8,6 Hz, 2H, H-4,4"). 8,02 (d, J=8,5 Hz, 2H, H-3,3"). RMN
13C (125 MHz - CDCls): 6 166.53 (C-1), 164,17 (C-7), 140,92 (C-5), 130,98 (3,3"), 126,72 (C-
2), 119.31 (4,4"), 52,23 (C-6), 43,00 (C-8).
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Espectro 198. Espectro de IV (KBr) da acetamida A13.
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Espectro 199. Espectro de RMN *H (CDCl3, 500 MHz) da acetamida A13.
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Espectro 200. Expansdo do espectro de RMN H (CDCIs, 500 MHz) da acetamida A13 (7,50
— 8,60 ppm).
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Espectro 201. Espectro de RMN *3C — APT (CDCls, 125 MHz) da acetamida A13.
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Espectro 202. Expansao do espectro de RMN 3C — APT (CDCls, 125 MHz) da acetamida A13
(114 — 170 ppm).
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2-cloro-N-(p-benzoato de etila)acetamida (A14):

3 T

o * ; :
CI\)SI\N 5 3
9 H 4

Rendimento: 83%. P.f. 115 — 117°C. IV (KBr): vicm 3273 (NH), 3086 (CHar), 2958 (CHaiir),
1716, 1674 (C = 0), 1604, 1548 (C = Car), 1409, 1365 (CHaiir), 1274, 1251 (C-Cl), 1172, 1101
(C - 0), 831 (CHar), 765 (NH). RMN H (200 MHz - CDCls): § 1,37 (t, J = 7,1 Hz, 4H, H-7),
4.18 (s, 2H, H-9), 4.35 (q, J = 7,1 Hz, 2H, H-6); 7,63 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-4,4"). 8,01 (d, ]=8,7
Hz, 2H, H-3,3"), 8,48 (s, 1H, NH). RMN 13C (50 MHz - CDCl3): § 166.07 (C-1), 164,24 (C-8),
140,88 (C-5), 130,88 (C-3,3"), 126,99 (C-2), 119.28 (C-4,4°), 61,10 (C-6), 43,00 (C-9).
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Espectro 203. Espectro de IV (KBr) da acetamida Al14.
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Espectro 204. Espectro de RMN “H (CDCl3, 500 MHz) da acetamida Al4.
2 32 Iz & PR aRA
-] o oo [ ~ o —— -
| NN Y G ~
| [ 1
| | |
| || | |
.
|
Lo
! | | | | |
3 ) o 6
4
o 07
a N 7
8 N5 3
9 H 4
1
L — __,-)\_. —
i1 1l .
10.5 10.0 8.5 9.0 8.5 8.0 7.3 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

185



Espectro 205. Expanséo do espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) da acetamida A14 (7,1 —
8,7 ppm).
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Espectro 206. Expanséo do espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) da acetamida A14 (1,1 —

4,5 ppm).
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Espectro 207. Espectro de RMN *C — APT (CDCls, 125 MHz) da acetamida A14.
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Rendimento: 85%. IV (KBr): v/cm™ 3271 (NH), 3086 (CHAar), 2964, 2875 (CHaiit), 1720, 1674
(C =0), 1606, 1546 (C = Car.), 1408 (CHaiir.), 1276, 1251 (C-Cl), 1172, 1099 (C — O), 852
(CHac), 765 (NH). RMN *H (200 MHz - CDCls): 6 1,01 (t, 3H, H-8), 1,83-1,72 (m, 2H, H-7),
4,18 (s, 2H, H-10), 4,26 (t, 2H, H-6); 7,63 (d, J=8,4 Hz, 2H, H-4,4"). 8,02 (d, J=8,6 Hz, 2H, H-
3,3"), 8,48 (s, IH). RMN *3C (50 MHz - CDCls): 6 166,12 (C-1), 164,22 (C-9), 140,86 (C-5),
130,90 (C-3,3"), 127,04 (C-2), 119.30 (C-4,4"), 66,70 (C-6), 43,05 (C-10), 22,21 (C-8), 10,60
(C-7).
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Espectro 208. Espectro de IV (KBr) da acetamida A15.
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Espectro 209. Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) da acetamida A15.
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Espectro 210. Expanséo do espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) da acetamida A15 (1,0 —

4,4 ppm).
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Espectro 211. Expanséo do espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) da acetamida A15 (7,1 —

8,6 ppm).
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Espectro 212. Espectro de RMN *C — APT (CDCls, 125 MHz) da acetamida A15.
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Rendimento: 93%. p.f. 109 — 111°C. IV (KBr): vicm™ 3275, (NH), 3078 (CHa), 2941, 2859
(CHaiit), 1649 (C = 0), 1552, 1446 (C = Car.), 1338 (CHaiit), 1244, 1230 (C-Cl), 1151, 1091
(O-CH2-0), 893 (CHar.), 779 (NH).
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Espectro 213. Espectro de IV (KBr) da acetamida A16.
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6.4 PREPARACAO DOS COMPOSTOS FINAIS

6.4.1 Sintese dos compostos 2-oxo0-N-(alil ou arilamina)-piperidinoato de etila (HE01-16)

CI\)J\NH

KOH/EOH _ 1 o LN
18
R,

(HE01-15)
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Procedimento geral

Em um baldo de 50 mL, uma mistura equimolar de &cido pipérico 2 com uma solucéo
de hidroxido de potassio (0,005 mol) em 30 mL de etanol foi agitada a temperatura ambiente
por 20 minutos. Depois o solvente foi evaporado a pressao reduzida e o residuo foi tratado com
a 2-cloroacetamida (A1-16) correspondente (0,005 mol) em DMF (10 mL) a 100 °C durante 24
horas. Apds o termino da reacdo, a mistura foi esfriada, adicionou &gua gelada e o sélido foi
separado por filtracdo a vacuo. O produto bruto foi recristalizado em etanol/agua ou acido

acetico/agua.

(2E, 4E)-2-0x0-2-(fenilamina)-piperidinoato de etila (HEO1)

0
7 13 H 1¢
0-8 AN 1 N 17
o
JET T
09 " o 1 18
10 17

Aspecto: solido amarelo claro.

Rendimento: 66 %, p.f. 200 — 201 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 68,37, H = 4,88, N = 3,99. Analise elementar (%) — exp.: C
=67,39,H=4,86, N = 3,98.

IV (KBr, cm™): 3305 (N-H), 3140(C-Har.), 2955 (C-Haiir), 1683 (C = O), 1597, 1440 (C=C
Ar.), 1255 (C- O - C), 1195 (C - O), 854 (C-Har.), 756 (N-H).

RMN *H (6, 500 MHz - DMSO-ds): 4,75 (s, 2H, H-13); 6,06 (s, 2H, H-12); 6,12 (d, j= 15,2 Hz,
1H, H-2); 6,93 (d, j = 8 Hz, 1H, H-10); 7,09-7,02 (m, 4H, H-4); 7,09-7,02 (m, 4H, H-5); 7,09-
7,02 (m, 4H, H-11); 7,09-7,02 (m, 4H, H-18); 7,25 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-7); 7,34 — 7,29 (m,
2H, H-17,17°); 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,4; 2,9 Hz, 1H); 7,59 (d, J = 7,6 Hz, 2H, H-16,16°); 10,10
(s, 1H, NH).

RMN 3C (5, 125 MHz - DMSO-dg): 165,77 (C-14), 165,31 (C-1), 148,30 (C-9), 147,99 (C-8),
145,96 (C-3), 140,97 (C-5), 138,44 (C-15), 130,35 (C-6), 128,73 (C-17,17"), 124,60 (C-4),
123,49 (C-18), 123,34 (C-11), 119,31 (C-16, 16°), 119,05 (C-2), 108,51 (C-10), 105,77 (C-7),
101,39 (C-12), 62,49 (C-13).
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(2E,4E)-2-0x0-2-(4-nitrofenilamina)-piperidinoato de etila (HE02)

(o}
13 H 16

087 5\3\10 N 17"
12< 6 4 2 /\}f

Aspecto: solido amarelo escuro

Rendimento: 68 %, p.f. 216 - 217 °C.

Anélise elementar (%) — calc.: C = 60,61, H = 4,07, N = 7,07. Anélise elementar (%) —exp.: C
= 60,60, H = 4,05, N = 7,08.

IV (KBr, cm™): 3296 (N-H), 3093 (C-Har), 1678 (C = O), 1595, 1500 (C = C ar), 1342 (NO,)
1246 (C— 0O -C), 1174, 1091 (C-0O), 852 (C-Har.), 748 (N-H).

RMN *H (d, 500 MHz - DMSO-de): 4,81 (s, 2H, H-13), 6,05 (s, 2H, H-12), 6,12 (d, J = 15,2
Hz, 1H, H-2), 6,92 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 7,06 — 7,01 (m, 3H, H-4, H-5 e H-11), 7,24 (d, J
= 1,6 Hz, 1H, H-7), 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,9; 2,4 Hz, 1H, H-3), 7,83 (d, J = 9,4 Hz, 2H, H-
16,16%), 8,22 (d, J = 9,3 Hz, 2H, H-17,17"), 10,74 (s, 1H, NH).

RMN 2C (9, 125 MHz - DMSO-dg): 166,61 (C-14), 165,79 (C-1), 148,34 (C-9), 148,01 (C-8),
146,22 (C-3), 144,60 (C-15), 142,43 (C-18), 141,15 (C-5), 130,34 (C-6), 124,99 (C-17,17"),
124,58 (C-4), 123,40 (C-11), 118,98 (C-16, 16°), 118,82 (C-2), 108,53 (C-10), 105,79 (C-7),
101,42 (C-12), 62,54 (C-13).

(2E,4E)-2-0x0-2-(4-etilfenilamina)-piperidinoato de etila (HE03)

o
7 13 H 1@
6
12< 4 2 1 18 20
09 1 1

10 17 19

Aspecto: sélido amarelo claro

Rendimento: 74 %, p.f. 169-170 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 69,64, H=5,58, N = 3,69. Analise elementar (%) — exp.: C
= 69,66, H=5,56, N = 3,67.
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IV (KB, cm%): 3275 (N-H), 3080 (C-Har), 2956 (C-H), 1716, 1672 (C = O), 1500, 1444 (C =
C ar), 1253 (O-CH2-0), 1136, 1036 (C — 0), 833 (C-Har).

RMN H — (500 MHz, DMSO, 8): 1,15 (t, 3H, H-20), 2,55 (q, 2H, H-19), 4,73 (s, 2H, H-13),
6,05 (s, 2H, H-12), 6,12 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 7,05 — 7,02
(m, 3H, H-4, H-5 e H-11), 7,14 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-17,17"), 7,47 — 7,42 (m, 1H, H-3), 7,25
(d, J =1,7 Hz, 1H, H-7), 10,01 (s, 1H, NH).

RMN 3C — (125 MHz, CDCls, 8): 165,79(C-14), 165,30 (C-1), 148,31 (C-9), 148,01 (C-8),
145,95 (C-3), 136,12 (C-15), 138,94 (C-18), 140,96 (C-5), 130,37 (C-6), 127,92 (C-17,17"),
124,61 (C-4), 123,35 (C-11), 119,45 (C-16, 167, 119,10 (C-2), 108,52 (C-10), 105,79 (C-7),
101,40 (C-12), 62,49 (C-13), 27,57 (C-19), 15,61 (C-20).

(2E,4E)-2-0x0-2-(4-metilfenilamina)-piperidinoato de etila (HE04)

(o]
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Aspecto: sélido amarelo claro

Rendimento: 63 %, p.f. 184 — 185 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 69,03, H = 5,24, N = 3,83. Analise elementar (%) — exp.: C
=69,01, H=5,25, N = 3,84.

IV (KBr, cm™): 3259 (N-H), 3032 (C-Har), 2954 (C-H), 1703, 1658 (C = O), 1598, 1498 (C =
C ar), 1246 (O-CH,-0), 1155, 1033 (C — 0), 817 (C-Har).

RMN *H (6, 500 MHz - DMSO-ds): 2,25 (s, 3H, H-19), 4,73 (s, 2H, H-13), 6,06 (s, 2H, H-12),
6,11 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 7,05 — 7,02 (m, 3H, H-4, H-5 ¢
H-11), 7,11 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-17,17"), 7,48 — 7,42 (m, 3H, H-3 e H-16,16"), 7,25 (d, J = 1,6
Hz, 1H, H-7), 10,02 (s, 1H, NH).

RMN 23C — (125 MHz, DMSO-ds, 6): 165,81 (C-14), 165,29 (C-1), 148,32 (C-9), 148,02 (C-
8), 145,98 (C-3), 135,95 (C-15), 132,45 (C-18), 140,99 (C-5), 130,38 (C-6), 129,15 (C-17,17"),
124,63 (C-4), 123,40 (C-11), 119,34 (C-16, 16°), 119,10 (C-2), 108,54 (C-10), 105,78 (C-7),
101,42 (C-12), 62,51 (C-13), 20,43 (C-19).
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(2E,4E) -2-0x0-2-(4-bromofenilamina)-piperidinoato de etila (HEOQS)

o
7 13 H 16"
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" o 1 18
o
9 10 17 Br

Aspecto: solido amarelo claro

Rendimento: 76%, p.f. 186 — 187 °C.

Anélise elementar (%) — calc.: C = 55,83, H = 3,75, N = 3,26. Anélise elementar (%) —exp.: C
=55,84, H=3,74, N = 3,24.

IV (KBr, cm™): 3251 (N-H), 3039 (C-Ha), 2897 (C-H), 1726, 1674 (C = O), 1535, 1489 (C =
C ar), 1253 (O-CH2-0), 1138, 1037 (C — O), 819 (C-Har).

RMN H (6, 200 MHz - DMSO-ds): 4,74 (s, 2H, H-13), 6,06 (s, 2H, H-12), 6,11 (d, J = 15,2
Hz, 1H, H-2), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 7,05 - 7,01 (m, 3H, H-4, H-5 e H-11), 7,25 (d, J
= 1,6 Hz, 1H, H-7), 7,45 (ddd, J = 15,3; 7,3; 3,0 Hz, 1H, H-3), 7,50 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-
17,17°), 7,56 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-16,16"), 10,26 (s, 1H, NH).

RMN 3C (5, 50 MHz - DMSO-de): 165,81 (C-14), 165,71 (C-1), 148,34 (C-9), 148,02(C-8),
146,10 (C-3), 141,08 (C-5), 137,83 (C-15), 130,36 (C-6), 124,61 (C-4), 123,42 (C-11), 121,62
(C-17,17°), 121,24 (C-16, 16°), 118,98 (C-2), 115,15 (C-18), 108,55 (C-10), 105,79 (C-7),
101,44 (C-12), 62,51 (C-13).

(2E,4E)-2-0x0-2-(4-clorofenilamina)-piperidinoato de etila (HEO6)

o
7 13 H 16
0-8 A AL p 0/\1ﬁ/N 17
12< 6 4 2 18
o
(o 3 11 1 cl

10 17

Aspecto: sélido amarelo

Rendimento: 76%, p.f. 189 — 200 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 62,26, H = 4,18, N = 3,63. Analise elementar (%) — exp.: C
=62,28,H=4,17, N = 3,61.

IV (KBr, cm™): 3325 (N-H), 3113 (C-Har), 2997 (C-H), 1681 (C = O), 1595, 1487 (C = C ar),
1249 (O-CH2-0), 1193, 1031 (C — O), 831 (C-Har), 705 (NH).
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RMN H (8, 200 MHz - DMSO-ds4,75 (s, 2H, H-13), 6,06 (s, 2H, H-12), 6,11 (d, J = 15,3 Hz,
1H, H-2), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 7,06 — 7,00 (m, 3H, H-4, H-5 e H-11), 7,24 (d, J =
1,6 Hz, 1H, H-7), 7.37 (d, J = 8.9 Hz, 2H, H-17,17"), 7,45 (ddd, J = 15,2; 7,6; 2,7 Hz, 1H, H-
3), 7,62 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H-16,16"), 10,24 (s, 1H, NH).

RMN 3C (8, 50 MHz - DMSO-ds): 165,75 (C-14), 166,71 (C-1), 148,30 (C-9), 147,99 (C-8),
146,02 (C-3), 141,01 (C-5), 137,38 (C-15), 130,33 (C-6), 128,65 (C-17,17°), 127,10 (C-18),
124,57 (C-4), 123,34 (C-11), 120,85 (C-16, 16), 118,96 (C-2), 108,49 (C-10), 105,76 (C-7),
101,39 (C-12), 62,46 (C-13).

(2E,4E)-2-0x0-2-(4-isopropilfenilamina)-piperidinoato de etila (HEQ7)

(o)
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Aspecto: solido amarelo claro

Rendimento: 82%, p.f. 175 - 176 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 70,21, H = 5,89, N = 3,56. Analise elementar (%) — exp.: C
=70,25, H =5,85, N = 3,55.

IV (KBr, cm™): 3261 (N-H), 3035 (C-Har), 2956 (C-H), 1726, 1672 (C = O), 1535, 1440 (C =
C ar), 1251 (O-CH2-0), 1128, 1035 (C — O), 828 (C-Har.), 690 (NH).

RMN *H (5, 200 MHz - DMSO-d): 1,16 (d, J = 6,6 Hz, 6H, H-20,20°), 2.82 (m, J = 12,9; 6,4
Hz, 1H, H-19), 4,73 (s, 2H, H-13), 6,10 (d, J = 19,8 Hz, 3H, H-2 e H-12), 7,25 - 6,94 (m, 6H,
H-4, H-5, H-10, H-11, H-17,17°), 7,48 (d, J = 7,4 Hz, 3H, H-3 e H-16,16"), 10,06 (s, 1H, NH).
RMN 13C (6, 50 MHz - DMSO-dg): 165,91 (C-14), 165,42 (C-1), 148,40 (C-9), 148,09 (C-8),
146,10 (C-3), 143,69 (C-18), 141,10 (C-5), 136,27 (C-15), 130,44 (C-6), 126.56 (C-17,17"),
124,69 (C-4), 123.52 (C-11), 119.50 (C-16,16%), 119,16 (C-2), 108,63 (C-10), 105,85 (C-7),
101,51 (C-12), 62,56 (C-13), 32,95 (C-19), 24,01 (C-20,20").
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(2E,4E)-2-0x0-2-(3-nitro-4-clorofenilamina)-piperidinoato de etila (HE09)

o
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Aspecto: solido marrom

Rendimento: 75 %, p.f. 136 - 138 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 55,76, H = 3,51, N = 6,50. Analise elementar (%) — exp.: C
= 55,75, H = 3,53, N = 6,49.

IV (KBr, cm™): 3275 (N-H), 3020 (C-Har), 2926 (C-Haif), 1716, 1674 (C = O), 1529, 1444 (C
= Car), 1253 (O-CH,.0), 1234, 1138 (C - 0), 800 (C-Har.), 725 (N-H).

RMN H (6, 400 MHz - DMSO-ds): 4,78 (s, 2H, H-13), 6,06 (s, 2H, H-12), 6,12 (d, J = 15,2
Hz, 1H, H-2), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 7,07 — 7,01 (m, 3H, H-4, H-5 e H-11), 7,25 (d, J
=1,6 Hz, 1H, H-7), 7,46 (ddd, J = 15,2; 7,1; 3,3 Hz, 1H, H-3), 7,72 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-17"),
7,80 (dd, J =8,9; 2,5 Hz, 1H, H-16"), 8,39 (d, J = 2,5 Hz, 1H, H-16), 10,70 (s, 1H, NH).

RMN C (5, 100 MHz - DMSO-ds): 166,61 (C-14), 165,83 (C-1), 148,41 (C-9), 148,06 (C-8),
147,29 (C-17), 146,32 (C-3), 141,24 (C-5), 138,34 (C-15), 132,17 (16°), 130,38 (C-6), 124,62
(C-4),124,23(17°), 123,50 (C-11), 115,71 (C-16), 118,83 (C-2), 118,88 (C-18), 108,59 (C-10),
105,82 (C-7), 101,48 (C-12), 62,47 (C-13).

(2E,4E)-2-0x0-2-(4-metoxifenilamina)-piperidinoato de etila (HE10)

(o)
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Aspecto: solido amarelo escuro

Rendimento: 87 %, p.f. 190 - 191 °C.

Anadlise elementar (%) — calc.: C = 66,13, H=5,02, N = 3,67. Analise elementar (%) — exp.: C
= 66,11, H=5,04, N = 3,66.
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IV (KBr, cm™): 3290 (N-H), 3078 (C-Har), 1720, 1670 (C = O), 1500, 1440 (C = C a.), 1251
(O-CH2-0), 1130, 1035 (C — ), 835 (C-Har), 702 (N-H).

RMN *H (8, 200 MHz - DMSO-de): 3,71 (s, 3H, H-19), 4,71 (s, 2H, H-13), 6,10 (d, J = 19,2Hz,
2H, H-2 e H-12), 6,96 — 6,84 (M, 3H, H-10 e H-17,17"), 7,04 (d, J = 4,7 Hz, 3H, H-4, H-5 e H-
11), 7,44 (d, J = 17,8 Hz, 3H, H-3 e H-16,16"), 7,25 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-7), 10,00 (s, 1H, NH).
RMN 3C (5, 50 MHz - DMSO-ds): 165,93 (C-14), 165,19 (C-1), 155,48 (C-18), 148,41 (C-9),
148,10 (C-8), 146,10 (C-3), 141,10 (C-5), 131,61 (C-15), 130,45 (C-6), 124,71 (C-4), 123,53
(C-11), 121,02 (C-16, 16°), 119,19 (C-2), 113,97 (C-17,17"), 108,64 (C-10), 105,86 (C-7),
101,52 (C-12), 62,56 (C-13), 55,22 (C-19).

(2E,4E)-2-0x0-2-(4-trifluormetilfenilamina)-piperidinoato de etila (HE11)
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Aspecto: solido amarelo

Rendimento: 90 %, p.f. 193 - 194 °C.

Anaélise elementar (%) — calc.: C = 60,15, H = 3,85, N = 3,34. Anélise elementar (%) — exp.: C
=60,13, H = 3,81, N = 3,33.

IV (KBr, cm™): 3221 (N-H), 3059 (C-Har), 2902 (C-Haif), 1718, 1687 (C = O), 1544, 1413 (C
= Car), 1253(0-CH2-0), 1145, 1068 (C— 0), 1111 (C-F), 839 (C-Har), 729 (N-H).

RMN H (6, 400 MHz - DMSO-ds): 4,79 (s, 2H, H-13), 6,06 (s, 2H, H-12), 6,13 (d, J = 15,2
Hz, 1H, H-2), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 7,04 (m, 3H, H-4, H-5 e H-11), 7,24 (d, J = 1,6
Hz, 1H, H-7), 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,4; 2,8 Hz, 1H, H-3), 7,68 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-17,17")
7,80 (d, J=8,5Hz, 2H, H-16,16%), 10,49 (s, 1H, NH).

(2E,4E)-2-0x0-2-(4-sulfonilfenilamina)-piperidinoato de etila (HE12)

o
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Aspecto: solido amarelo

Rendimento: 70 %, p.f. 215 - 217 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C =55,81, H=4,22, N = 6,51, S = 7,45. Andlise elementar (%)
—exp.: C=55,83, H=4,21, N=6,50, S = 7,46.

IV (KBr, cm™): 3327 (N-H), 2939 (C-H), 1716, 1689 (C = 0), 1597, 1436 (C = C ar), 1234,
1090 (C- 0), 1329, 1145 (S=0), 831 (C-Har), 729 (N-H).

RMN *H (5, 400 MHz - DMSO-ds): 4,78 (s, 2H, H-13), 6,06 (s, 2H, H-12), 6,12 (d, J = 15,2
Hz, 1H, H-2), 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 7,07 — 7,02 (m, 3H, H-4, H-5 e H-11), 7,26 (d, J
= 1,6 Hz, 1H, H-7), 7,27 (s, 2H, NH>), 7,46 (ddd, J = 15,3; 7,0; 3,4 Hz, 1H, H-3), 7,76 (g, J =
9,1 Hz, 4H, H-16,16’ e H-17,17"), 10.48 (s, 1H, NH).

RMN 3C (6, 50 MHz - DMSO-dg): 165,85 (C-14), 166,22 (C-1), 148,38 (C-9), 148,05 (C-8),
146,20 (C-3), 141,39 (C-15), 141,15 (C-5), 138,67 (C-18), 130,38 (C-6), 126,79 (C-17,17"),
124,63 (C-4), 123,47 (C-11), 118,94 (C-2), 118,89 (C-16, 16”), 108,58 (C-10), 105,81 (C-7),
101,46 (C-12), 62,52 (C-13).

(2E,4E)-2-0x0-2-[4-(benzoato de metila)fenilamina]-piperidinoato de etila (HE13)
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Aspecto: s6lido amarelo claro.

Rendimento: 75 %, p.f. 166 - 167 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 64,54, H = 4,68, N = 3,42. Analise elementar (%) — exp.: C
= 64,52, H=4,69, N = 3,43.

IV (KBr, cm™): 3302 (N-H), 3062 (C-Har), 2949 (C-Haif), 1722, 1707, 1697 (C = 0), 1541, 1413
(C=Car), 1280, 1146 (C— 0), 1253 (O-CH2-0), 858 (C-Har.), 773 (N-H).

RMN *H (6, 400 MHz - DMSO-de): 3,82 (S, 3H, H-20), 4,78 (s, 2H, H-13), 6,05 (s, 2H, H-12),
6,12 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 6,93 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 7,05 - 7,01 (m, 3H, H-4, H-5 e
H-11), 7,24 (s, 1H, H-7), 7,45 (dd, J = 14,5; 6,5 Hz, 1H, H-3), 7,72 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-
16,16%), 7,93 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-17,17"), 10,47 (s, 1H, NH).
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RMN 3C (5, 100 MHz - DMSO-de): 166,21 (C-14), 165,83 (C-1), 165,79 (C-19), 148,35 (C-
9), 148,03 (C-8), 146,14 (C-3), 142,85 (C-15), 141,10 (C-5), 130,37 (C-6), 130,34 (C-17,17"),
124,61 (C-4), 124,29 (C-18), 123,41 (C-11), 118,70 (C-16, 16°), 118,95 (C-2), 108,55 (C-10),
105,82 (C-7), 101,44 (C-12), 62,56 (C-13), 51,88 (C-20).

(2E,4E)-2-0x0-2-[4-(benzoato de etila)fenilamina]-piperidinoato de etila (HE14)

o)
o_s 7 5\ 3\ 13 14 H 15 16
6 10 7
AT I s
(0] 9 1 16 18 19 X

10 17
o

Aspecto: solido amarelo.

Rendimento: 84 %, p.f. 155 - 157°C.

Anédlise elementar (%) — calc.: C = 65,24, H = 5,00, N = 3,31. Analise elementar — exp.: C =
65,26, H =5,02, N = 3,33.

IV (KBr, cm™): 3340 (N-H), 2983 (C-Haiif), 1705, 1687 (C = O), 1543, 1446 (C = C ar)), 1280,
1146 (C- 0O), 1251 (O-CH-0), 854 (C-Har.), 765 (N-H).

RMN H (8, 400 MHz - DMSO-ds): 1,30 (t, 3H, H-21), 4,28 (q, 2H, H-20), 4,78 (s, 2H, H-13),
6,05 (s, 2H, H-12), 6,12 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 6,93 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 7,06 — 7,01
(m, 3H, H-4, H-5 e H-11), 7,24 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-7), 7,45 (ddd, J = 15,3; 6,9; 3,5 Hz, 1H,
H-3), 7,72 (d, J=8,9 Hz, 2H, H-16,16"), 7,92 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H-17,17"), 10,49 (s, 1H, NH).
RMN 23C (¢, 100 MHz - DMSO-dg): 166,24 (C-14), 165,89 (C-1), 165,33 (C-19), 148,39 (C-
9), 148,06 (C-8), 146,20 (C-3), 142,84 (C-15), 141,15 (C-5), 130,40 (C-6), 130,33 (C-17,17"),
124,60 (C-4), 124,58 (C-18), 123,48 (C-11), 118,70 (C-16, 16°), 118,97 (C-2), 108,59 (C-10),
105,83 (C-7), 101,48 (C-12), 62,57 (C-13), 60,52 (C-20), 14,23 (C-21).

(2E,4E)-2-0x0-2-[4-(benzoato de n-propila)fenilamina]-piperidinoato de etila (HE15)
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Aspecto: solido castanho

Rendimento: 68 %, p.f. 150 - 152 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 65,90, H = 5,30, N = 3,20. Analise elementar — exp.: C =
65,87, H=5,32, N = 3,22.

IV (KBr, cm™): 3352 (N-H), 2970 (C-H), 1697 (C = 0), 1537, 1498 (C = C ar), 1234, 1090 (C
—0), 1247 (O-CH2-0), 854 (C-Har.), 789 (N-H).

RMN H (g, 400 MHz - DMSO-ds): 1,02 (t, 3H, H-22), 1,84 — 1,74 (m, 2H, H-21), 4,26 (t, 2H,
H-20), 4,81 (s, 2H, H-13), 6,00 (s, 2H, H-12), 6,06 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 6,96 — 6,70 (m,
4H, H-4, H-5, H-10 e H-11), 7,01 (s, 1H, H-7), 7,61 — 7,51 (m, 1H, H-3), 7,65 (d, J = 8,7 Hz,
2H, H-16,16"), 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-17,17°), 8,09 (s, 1H, NH).

RMN 3C (5, 100 MHz - DMSO-ds): 166,19 (C-14), 165,77 (C-1), 165,33 (C-19), 149,15 (C-
9), 148,52 (C-8), 147,58 (C-3), 142,84 (C-15), 141,15 (C-5), 130,94 (C-17,17"), 130,29 (C-6),
126,78 (C-18), 124,00 (C-4), 123,63 (C-11), 119,36 (C-2), 117,91 (C-16, 16°), 108,76 (C-10),
106,07 (C-7), 101,65 (C-12), 63,30 (C-13), 66,67 (C-20), 22,24 (C-21), 10,64 (C-22).

(2E,4E)-2-0x0-2-(ciclohexilamina)-piperidinoato de etila (HE16)
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Aspecto: solido marrom.

Rendimento: 92 %, p.f. 191 - 192 °C.

Analise elementar (%) — calc.: C = 67,21, H = 6,49, N = 3,92. Analise elementar — exp.: C =
67,19, H=6,51, N = 3,94.

IV (KBr, cm™): 3282 (N-H), 3078 (C-Har), 2852 (C-H), 1726, 1660 (C = O), 1556, 1442 (C =
Car), 1226, 1132 (C- 0O), 1251 (O-CH2-O), 856 (C-Har.), 707 (N-H).

RMN H (5, 400 MHz - DMSO-dg): 1,23 — 1.11 (m, 4H, H-17,17), 1,75 — 1,66 (m, 4H, H-
16,16%), 2,14 (s, 1H), 3,83 (qd, J = 11,1 e 6,0 Hz, 1H, H-15), 4,62 (s, 2H, H-13), 5,98 (s, 2H,
H-12), 6,01 (s, 1H, H-2), 6,71 (dd, J = 15,4 e 11,0 Hz, 1H, H-4), 6,78 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-
10), 6,85 (d, J = 15,5 Hz, 1H, H-5), 6,98 (s, 1H, H-7), 6,91 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-11), 7,48
(dd, J =15,2 € 10,9 Hz, 1H, H-3).
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RMN 23C (5, 50 MHz - DMSO-ds): 166,41 (C-14), 165,69 (C-1), 148,98 (C-9), 148,45 (C-8),
146,82 (C-3), 48,07 (C-15), 141,70 (C-5), 130,34 (C-6), 124,10 (C-4), 123,43 (C-11), 118,45
(C-2), 108,69 (C-10), 105,98 (C-7), 101,57 (C-12), 63,03 (C-13), 33,08 (C-16, 16°), 25,54 (C-
17,17°), 24,88 (C-18).

6.5 Estudos in silico

Os parametros da regra dos cinco de Lipinski (cLogP, massa molecular, nimero de
aceptores de ligacGes de hidrogénio e doadores de ligacdes de hidrogénio), area de superficie
polar topoldgica (TPSA) foram calculados utilizando os programas on-line “Molinspiration”

(http://www.molinspiration.com) e SwissADME (http://www.swissadme.ch) enquanto que a

solubilidade aquosa (LogS), druglikeness, drug score e riscos de toxicidade (relacionado aos
efeitos irritantes, risco mutagénico, risco tumorigénico e efeito sobre o osistema reprodutivo)
foram calculados usando-se o0 programa on-line “Osiris Property Explorer”

(http://www.organic-chemistry.org.prog.peo/).

6.6 Ensaios de toxicidade pré-clinica aguda e de atividade antitumoral in vivo do HEO2 e
HEO3

Os ensaios de toxicidade pré-clinica aguda e de atividade antitumoral in vivo foram
realizados no Laboratdrio de Oncofarmacologia (OncoFar), localizado no Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) onde funciona o Programa de Pds-graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB), da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), sob orientacdo da Professora Dra. Marianna Vieira Sobral.

Para isso, foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) pesando entre
30 e 35 g, com faixa etéaria proxima de 60 dias, obtidos do biotério Prof. Thomas George
(IPeFarM/UFPB). Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos sob
condicBes controladas de temperatura (21 + 1 °C), com livre acesso a comida (pellets de racdo
da marca Purina®) e gua potavel disponivel em garrafas graduadas de polietileno, colocadas
nas grades metalicas das gaiolas em sua parte superior. Os animais foram mantidos em ciclo
claro-escuro de doze horas. Antes da realizacéo de qualquer protocolo experimental, os animais
foram colocados no ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de antecedéncia a

execucdo do experimento. Todos os procedimentos experimentais foram analisados e
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previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)/UFPB, sob a
certiddo N° 006/2016 para 0 HEO2 e a certiddo de N° 0801/14 para o HEQ3.

6.6.1 Avaliacdo da toxicidade pré-clinica aguda

Os ensaios de toxicidade pré-clinica aguda em camundongos foram realizados de acordo
com o “Guideline for testing of chemicals” n° 423 da OECD (OECD, 2001). Camundongos,
trés fémeas por grupo, foram submetidos a doses de 300 mg/kg e 2000 mg/kg do HEO2 por via
intraperitoneal (i.p.), e ao grupo controle (n=3) foi administrado apenas o veiculo (12% Tween

80). Para o HEO3, foram utilizada as mesmas condigdes experimentais.

6.6.2 Avaliacdo do HE02 e HEO3 sobre 0 SNC e SNA

Para avaliar possiveis alteraces comportamentais sugestivas de atividade sobre o
Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Auténomo (SNA), apds a administracao
de HEO2 foi realizada observacédo para se detectar sinais toxicos de carater geral nos intervalos:
0, 15, 30 e 60 minutos; ap6s 4 horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo
experimental descrito por Almeida et al. (1999). Com relacdo ao HE03, também foi utilizada a

mesma metodologia descrita anteriormente.

6.6.3 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma Ascitico de
Ehrlich (CAE)

Para avaliar a atividade antitumoral in vivo, células de CAE com cinco a sete dias de
crescimento foram aspiradas da cavidade peritoneal de camundongos e implantadas por via
intraperitoneal (0,5 mL - 2 x 10 células/mL) nos animais experimentais. Vinte e quatro horas
apos o implante, grupo de seis camundongos (fémeas) foram tratados diariamente por via
intraperitoneal com diferentes doses de HEO3 (6,25; 12,5 e 25 mg/kg) e HEQ2 (doses), com o
veiculo (Tween 80 a 12 %) e com o 5-Fluorouracil (5-FU) (Sigma-Aldrich®), 25 mg/kg, durante
nove dias. Com relacdo ao HEO2, foram usadas praticamente as mesmas condigdes
experimentais, exceto a concentracdo de células implantada na cavidade peritoneal (0,5 mL —
4x 10° células/mL) e a concentracdo do veiculo Tween 80 (5%). O HE02 também foi

administrado por via intraperitoneal nas doses de 6,25; 12,5 e 25 mg/kg.
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6.6.4 Avaliacao dos efeitos antitumorais do HEO2 e HEO3

Para avaliar o efeito antitumoral, foi analisado os pardmetros de massa tumoral, volume
do tumor, viabilidade e total celular. Apos a ultima administracdo do HEO3 e HE02, os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical, o liquido ascitico foi coletado da cavidade
peritoneal e o volume foi medido e expresso em mL. Uma aliquota foi retirada para a
determinacéo da viabilidade celular pelo ensaio de excluséo do azul de tripan. A massa do tumor
foi determinada pela diferenca dos pesos dos camundongos antes e depois da retirada do liquido
ascitico e expresso em gramas (g). O total celular (x10" células) foi obtido como o produto do
volume do tumor, expresso em mL, pela viabilidade celular, expressa como a quantidade de

células x 108/mL.

6.6.5 Avaliacdo dos efeitos antiangiogénicos do HE02 e HE03

Para a investigacdo do efeito antiangiogénico os animais foram tratados e eutanasiados
como ja descrito. Apos a coleta das células tumorais, o periténio foi cortado e o revestimento
interior da cavidade peritoneal dos animais tratados com HEO2 (6,25, 12,5 e 25 mg/kg) e HEO3
(6,25 e 12,5 mg/kg), com veiculo e com 5-FU foram examinados e fotografados para
investigacdo da microdensidade vascular peritumoral, com o auxilio do software AVSOFT®, A
microdensidade dos vasos foi determinada pela area ocupada por vasos sanguineos dividido

pela area total selecionada.

6.7 Estudo da atividade antibacteriana e antifingica da piperina e seus derivados (HEO1-
16)

6.7.1 Local de trabalho

Os ensaios laboratoriais referentes a este estudo foram realizados no Laboratdrio de
Pesquisa: Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade
Federal da Paraiba: novembro/2017 sob responsabilidade da Professora Dra. Edeltrudes de

Oliveira Lima.
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6.7.2 Produtos testados

Os compostos abaixo descritos foram submetidos aos ensaios bioldgicos para avaliacao
da atividade antimicrobiana sobre cepas de bactérias, fungos leveduriformes e filamentosos. Os
mesmos foram devidamente solubilizados em dimetil-sulféxido (DMSO) numa proporcdo de
até 10 % e tween 80 a 0,02 %. Em seguida, foram solubilizados com &gua destilada esterilizada
(g.s.p. 2mL) para obter uma emulsdo na concentracao inicial de 1024 pug/mL (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

Compostos: HEO1, HEO2, HEO3, HEO4, HEOS, HEO6, HEO7, HEO9, HE10, HE11,
HE12, HE13, HE14, HE15, e HE16.

6.7.3 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica foram
Brain Heart Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD)- adquiridos da Difco
Laboratories Ltd, USA, France, para manutencéo das cepas. E caldo Brain Heart Infusion (BHI)
e meio RPMI 1640/com L-glutamina e sem bicarbonato para os ensaios de atividade biolégica
(Difco Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sé&o Paulo, Brasil). Todos foram preparados

conforme as descri¢des dos fabricantes.

6.7.4 Microrganismos

Para os ensaios de atividade bioldgica dos produtos testes, foram utilizadas as
seguintes cepas padrao:
- Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-13150, Staphylococcus epidermidis ATCC-12228
e Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853.
- Fungos:
- Leveduras: Candida albicans ATCC-76645 e LM-108; C. tropicalis ATCC-13803 e LM-
18;

- Fungos filamentosos: Aspergillus flavus LM-714.
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Os micro-organismos pertencem a Micoteca do Laboratério de Micologia,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). As cepas foram mantidas em BHI/bactérias e em
ASD/fungos a temperatura de 4°C. Foram utilizados para os ensaios, repiques de 24 — 48 horas
em BHI/ASD, respectivamente, para bactérias e leveduras, incubados a 35 £ 2°C e repiques de
7 — 14 dias em ASD para fungos filamentosos, incubados a 28 + 2°C.

6.7.5 Inéculo

Para preparacdo do indculo, as coldnias obtidas de culturas das cepas de bactérias e
fungos mantidas em BHI/ASD, foram suspensas em solucdo fisioldgica a 0,9 % estéril e
ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrdo de McFarland para obtencdo de 10°
UFC/mL para cepas fngicas e 108 UFC/mL para cepas bacterianas (CLSI, 2015; CLSI?, 2008;
HADACECK; GREEGER, 2000; CLEELAND; SQUIRES, 1991;ANTUNES et al., 2006;
FREIRE et al., 2014).

6.7.6 Concentracao inibitdria minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland; Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008). A determinacdo da CIM das substancias
sobre cepas bacterianas e flngicas foram realizadas através da técnica de microdiluicdo em
caldo em placa para cultura de células (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pocos
com fundo em “U”. Inicialmente, foram distribuidos 100 pL. de RPMI/BHI duplamente
concentrado nos orificios das placas de microdilui¢do. Em seguida, 100 pL da emulsdo dos
produtos preparados foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio
de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois, foi obtida concentragdes de 1024 pg/mL até 16
pg/mL. Por fim, foi adicionado 10 pL das suspensdes das cepas bacterianas e fungicas nas
cavidades, onde cada coluna da placa refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente,
foram realizados os controles: micro-organismos (CBHI + bactérias e RPMI + leveduras ou
fungos filamentosos) e meio de cultura (RPMI/CBHI), para comprovacgéo da viabilidade das
cepas e esterilidade do meio, respectivamente. As placas preparadas foram assepticamente

fechadas e submetidas a incubagdo numa temperatura de 35 = 2°C por 24 - 48 horas para 0s
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ensaios com bactérias e leveduras, ja os fungos filamentosos foram incubados a temperatura de
28 = 2°C por 7 dias.

No caso do ensaio com espécies bacterianas, ap6s o tempo de incubacdo foram
adicionados 20 pL de resarzurina sodica (Sigma-Aldrich®) na concentragdo de 0,01 % (p/v),
reconhecido como indicador colorimétrico de 6xido-redugédo para bactérias. E em paralelo, 20
uL de cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC) a 1% (Sigma-Aldrich®), um indicador calorimétrico
de oxido-reducdo para fungos (GRABE, 1976; DESWAL; CHAND, 1997; DUARTE et al.,
2005). As placas foram novamente incubadas a 35 + 2°C para bactérias e leveduras; e a 28 +
2°C para os fungos filamentosos por 24 - 48 horas. A leitura dos ensaios foi procedida por meio
da visualizagcdo da mudanca de coloragcdo nas cavidades de azul para rosa, nos ensaios com
bactérias, e de incolor para rosa nos ensaios com fungos, indicando crescimento do micro-
organismo. A CIM para cada produto foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir
visualmente o crescimento flngico e/ou verificado pela permanéncia da coloracdo do corante
indicador de crescimento.

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada como ativa ou
inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade; 600-1500
pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/mlL~=fraca atividade ou produto inativo

(HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1 Conclusoes

Foram obtidos o acido piperinico através da piperina (previamente extraida e isolada),
e sintetizados trés derivados do &cido p-aminobenzdico, quinze acetamidas substituidas e, a
partir destes, 15 derivados amido ésteres da piperina, moléculas totalmente inéditas na
literatura.

A metodologia para a sintese dos novos compostos apresentou ser muito eficaz, e os
rendimentos entre 63 a 95% demostram que essas moléculas possuem bons rendimentos. Todos
0S compostos sintetizados, sejam intermediarios ou compostos finais, tiveram suas estruturas
elucidadas e confirmadas por meio de técnicas de infravermelho, RMN 'H e 3C uni e
bidimensionais e para os derivados finais usamos como ferramenta a analise elementar CNHS,
para constatar a formula molecular.

Os estudos in silico dos derivados HEQ1-15 indicam que 0s compostos investigados
devem apresentar boa permeabilidade, boa absorcdo e baixa solubilidade, o Unico fora dos
padrGes para uma biodisponibilidade via oral foi o HE12. J& o efeito de toxicidade todos
apresentaram efeitos reprodutivos provenientes da molécula da piperina, retirando esse efeito
s6 a molécula HEO3 (irritante médio) e o HEO5 (tumorogénico alto) apresentaram outros
possiveis efeitos toXicos.

Pelos estudos experimentais de carcinoma de Ehrlich, podemos inferir que o HEO2 e 0
HEO3 apresentam potente atividade antitumoral e toxicidade menor do que a piperina
administrada por via oral. O tratamento com HEO02 e HEO3 reduziram significativamente a
microdensidade vascular peritumoral, 0 que sugere atividade antiangiogénica. Portanto, é
possivel inferir que os analogos sintéticos da piperina estudados apresentam potente atividade
antitumoral in vivo, com mecanismo que envolve possivelmente a indugéo de apoptose e efeitos
antiangiogénicos, bem como, baixa toxicidade.

Em relagdo as cepas em estudo (bactérias, leveduras e fungos) os novos derivados ndo

apresentaram atividades inibitdrias nas concentrages testadas.
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7.2 Perspectivas

Diante dos bons resultados frente a linhagens de células tumorais apresentados por
algumas moléculas sintetizadas, o estudo da relacdo Estrutura Atividade (SAR) sera realizado
afim de entender melhor esse resultado. Estudos termoanaliticos e cinéticos desses derivados
amidos ésteres através dos processos de decomposicdo térmica a partir de curvas
termogravimeétricas serdo realizados, assim como a determinacdo de ordem de estabilidade
através da temperatura inicial de decomposicao.

Pretende-se ainda avaliar as demais moléculas biologicamente, especificamente a
atividade antitumoral dos derivados, para as moléculas com maiores potencias ou indicativos
de outras atividades biologicas serdo direcionadas para estudos complementares, ressaltando

que ja estdo em andamento para a maioria dos compostos.
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ANEXOS

ANEXO 1: CERTIDAO DO COMITE DE ETICA DE PESQUISA EM ANIMAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “ESTUDO DA TOXICIDADE E POTENCIAL
ANTITUMORAL ANALOGO DA 2-OX0-2-(4 NITROFENILAMINA)-PIPERINOATO DE ETILA”,
protocolo n2 005/2016 sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. Marianna Vieira Sobral
- que envolve a produgdo, manutengdo efou a utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
~ encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 08 de outubro de 2008, do
Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado ad referendum pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Vigéncia do Projeto 2016 3 2018
Espécie/linhagem Camundongos Swiss
Ndmero de animais 140 animais
Peso/idade 60 dias (282 30g)
Sexo Fémeas
Origem Biotério Prof. Thomas George -
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ANEXO 2: PATENTE E PUBLICACAO
PATENTE
Numero de deposito: BR 102016019918-2

Titulo: Compostos Farmacéuticos Anéalogos da Piperina Para Tratamento do Cancer.
Data de deposito: 28/08/2016
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