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RESUMO

Titulo: Sintese de novos diésteres derivados da piperina como potenciais candidatos a agentes
antimicrobianos e antitumorais

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é a especiaria mais consumida no mundo, sendo um
fruto de grande importancia econdmica e farmacéutica. Os efeitos fisiologicos benéficos da
pimenta-do-reino, tais como: alivio da dor e calafrios, tratamento de gripes e resfriados,
reumatismo, entre outros, sdo atribuidos ao seu principal principio ativo, a piperina. Esta, por
sua vez, possui um amplo espectro de atividades biologicas e vem desempenhando um
importante papel como matéria-prima para a sintese de novos compostos com interesse
farmacologico. O objetivo desta pesquisa foi a utilizacdo da piperina, extraida da pimenta-do-
reino, como precursor na sintese de novas moléculas derivadas, a fim de avaliar a
potencialidade antimicrobiana e antitumoral destes compostos. Inicialmente, foram planejados
e sintetizados como intermediarios duas séries de cloro-ésteres substituidos e o sal do acido
pipérico, os quais foram submetidos a reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2)
dando origem a 30 novos diésteres derivados da piperina. Os compostos finais apresentaram
rendimentos entre 50 e 84% e foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de
infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e **C e RMN 2D (COSY,
HSQC, HMBC). A potencialidade bioldgica dos compostos finais foram avaliadas através do
estudo in silico, atividade antimicrobiana in vitro, toxicidade ndo clinica aguda e atividade
antitumoral in vivo. No estudo in silico, apenas 0os compostos 4-(4-iodo-benzoato)-piperato de
butila (DE-05) e 4-(3,5-dinitro-benzoato)-piperato de butila (DE-08) violaram dois dos
parametros de Lipinski, portanto, pode-se inferir que os demais compostos devem apresentar
uma boa biodisponibilidade oral. Na avaliagdo antimicrobiana in vitro foram utilizadas cepas
de bactérias (Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa), fungos leveduriformes
(Candida albicans e C. tropicalis) e fungos filamentosos (Aspergillus fumigatus, A. flavus e
A. niger). O resultado da avaliacdo dos compostos finais mostrou que a substancia 4-(4-metil-
benzoato)-piperato de butila (DE-06) apresentou acdo antimicrobiana mais abrangente,
conseguindo inibir varias cepas com uma concentracdo inibitéria minima (CIM) de 256
ng/mL. Boa parte de todas as substancias se mostrou eficaz contra os fungos leveduriformes,
e apenas uma pequena parcela dessas substancias foi eficaz também contra os fungos
filamentosos. Contudo, nenhum dos produtos finais apresentou atividade antibacteriana. O
composto 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de butila (DE-07) foi submetido a ensaios de
toxicidade ndo clinica aguda, a dose letal (DLsy) foi estimada em 1000 mg/kg, sendo
considerado um composto de baixa toxicidade aguda. O resultado da avaliacdo do efeito
antitumoral in vivo do composto DE-07, em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich (CAE),
mostrou uma reducdo significativa da massa tumoral e dos parametros de viabilidade e total
celular; tais resultados permitem inferir que o composto, no modelo experimental avaliado,
apresenta significativa atividade antitumoral in vivo.

Palavras-chave: Piperina, Diésteres, Atividade antimicrobiana, Antitumoral



ABSTRACT

Title: Synthesis of new piperine-derived diesters as potential candidates for antimicrobial and
antitumor agents

Black pepper (Piper nigrum L.) is the most consumed spice in the world, being a fruit of great
economic and pharmaceutical importance. The beneficial physiological effects of black
pepper, such as: relief of pain and chills, treatment of colds and flu, rheumatism, among
others, are attributed to its main active ingredient, piperine. This, in turn, has a wide spectrum
of biological activities and has been playing an important role as a raw material for the
synthesis of new compounds with pharmacological interest. The objective of this research was
the use of piperine, extracted from black pepper, as a precursor in the synthesis of new
derived molecules, in order to evaluate the antimicrobial and antitumor potential of these
compounds. Initially, two series of substituted chloro-esters and the salt of piperic acid were
planned and synthesized as intermediates, which were submitted to a nucleophilic bimolecular
substitution reaction (Sn2) giving rise to 30 new diesters derived from piperine. The final
compounds showed yields between 50 and 84% and were characterized by infrared (IR)
spectroscopic techniques, 1H and 13C nuclear magnetic resonance (NMR) and 2D NMR
(COSY, HSQC, HMBC). The biological potential of the final compounds were evaluated
through the in silico study, in vitro antimicrobial activity, acute non-clinical toxicity and in
vivo antitumor activity. In the in silico study, only the compounds Butyl 4-(4-iodobenzoate)-
piperate (DE-05) and Butyl 4-(3,5-dinitrobenzoate)-piperate (DE-08) violated two of the
Lipinski parameters, therefore, it can be inferred that the other compounds must present a
good oral bioavailability. In the in vitro antimicrobial evaluation, bacterial strains
(Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa), yeast fungi (Candida albicans and C.
tropicalis) and filamentous fungi (Aspergillus fumigatus, A. flavus and A. niger) were used.
The result of the evaluation of the final compounds showed that the substance Butyl 4-(4-
methylbenzoate)-piperate (DE-06) presented a more comprehensive antimicrobial action,
managing to inhibit several strains with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 256
png/ml. Most of all substances were effective against yeast fungi, and only a small portion of
these substances were also effective against filamentous fungi. However, none of the final
products had antibacterial activity. The compound 4-(4-nitro-benzoate)-butyl piperate (DE-
07) was submitted to acute non-clinical toxicity tests, the lethal dose (LDsg) was estimated at
1000 mg/kg, being considered a low compound acute toxicity. The result of the evaluation of
the in vivo antitumor effect of the compound DE-07, in an Ehrlich ascitic carcinoma (EAC)
model, showed a significant reduction in the tumor mass and in the parameters of viability
and total cell; such results allow us to infer that the compound, in the experimental model
evaluated, has significant antitumor activity in vivo.

Keywords: Piperine, Diesters, Antimicrobial activity, Antitumor



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Formula estrutural da PIPEIiNa. .......cecuiiiiiiiice ettt et re e s be e be e sre e reenee s 29
Figura 2- Representacdo esquematica do efeito da piperina em células cancerigenas..........ccccceeveneee. 33
Figura 3- Estruturas dos compostos intermediarios d-cloro-esteres (1-01 a I-15) .......ccoccovvvveieriennnne 57
Figura 4- Estrutura dos a-cloro-acetatos R-SUDSHIEUIOS .........c.ccveiiiiiiiie i 58
Figura 5- Estruturas e rendimentos dos compostos intermediarios 3-ClOro-€Steres ..........cccoevvevveennens 61
Figura 6- Estruturas e rendimentos dos compostos intermediérios o- cloro acetatos ..............cccue...... 63
Figura 7- Estruturas e rendimentos dos 15 diésteres derivados da piperina (Série I).......c.ccoceeveeeennens 65
Figura 8- Estruturas e rendimentos dos 15 diésteres derivados da piperina (Série Il). ........ccccevrnennee. 66

Figura 9- Efeito do tratamento com DE-07 (50 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) em camundongos
transplantados COM CAE. ... ..ottt et e et e e be et e et e s beesbe e e e eneestaesnee e 97
Figura 10- Efeito do tratamento com DE-07 (50 mg/kg) e do 5-FU (25 mg/kg) na microdensidade

vascular peritoneal de camundongos transplantados cOm CAE..........cccoooiiiieiieii e 98



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Propriedades fisico-quimicas dos compostos intermediarios (1-01 a I-15). .......c.cccevveneee 83

Tabela 2- Solubilidade, porcentagem de absorcdo, drug-likeness e drug-score dos compostos

INEErMEMIANIOS (1501 @ 1-15). ..eueiiiiiiieie ettt sbeere e e e e sreane et e neenne e 83
Tabela 3-Toxicidade tedrica dos compostos intermediarios (1-01 a 1-15)........ccccoovvvineneinininenne 84
Tabela 4- Propriedades fisico-quimicas dos compostos finais (DE-01 a DE-15). ........cccccvevviveneninne. 85
Tabela 5- Solubilidade, porcentagem de absorcdo e drug-likeness e drug-score dos compostos finais
(DE-01 @ DE-15) ...ttt bbbkt e ekttt b et en e e et enas 85
Tabela 6- Toxicidade tedrica dos compostos finais (DE-01 @ DE-15)........ccccocviireininineeeeceens 86
Tabela 7- Propriedades fisico-quimicas dos compostos intermediarios (IE-01 a IE-15)...........c.cc...... 87

Tabela 8-Solubilidade, porcentagem de absorcdo, drug-likeness e drug-score dos compostos

iNtermMediarios (IE-OL @ TE-15) ...ccciiiiiiie ittt st ste e be e be e s be e sbeenbe e beeaeenee s 87
Tabela 9- Toxicidade tedrica dos compostos intermediarios (IE-01 a IE-15) ........ccccoceeviiiieiieinennnenn, 88
Tabela 10- Propriedades fisico-quimicas dos compostos finais (E-01 a E-15). ......c.ccccecevvrveiiernrennne. 88

Tabela 11- Solubilidade, porcentagem de absorcdo, drug-score e drug-likeness dos compostos finais
(SO e ) OSSOSO 89
Tabela 12- Toxicidade tedrica dos compostos (E-01 @ E-12). ......ccccccvvevieiieii i 90
Tabela 13- Resultados da avaliagdo da Concentracéo Inibitdria Minima/CIM (ug/mL) dos compostos
intermedidrios (1-01 a 1-15) contra cepas bacterianas € fingiCas. ...........ccoeveririniisiinire e 91
Tabela 14- Resultados da avaliagcdo da Concentragdo Inibitoéria Minima/CIM (ug/mL) dos diésteres
derivados da piperina (DE-01 a DE-15) contra cepas bacterianas e fUngicas. ...........cccocvvvveviveriverinene. 92
Tabela 15- Resultados da avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) dos compostos
intermedidrios (1-01 a 1-12) contra cepas bacterianas e flngiCas. ...........ccovririreriiiiiiinc e 93
Tabela 16- Resultados da avaliagdo da Concentracao Inibitdria Minima/CIM (ug/mL) dos compostos
finais (E-01 a E-12) contra cepas bacterianas € fUNQICas. ..........ccccoveriririiiieiienesiseee s 94

Tabela 17- Efeitos da administracdo i.p. de doses Unicas de DE-07 em camundongos .............c......... 95



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1- Sintese total da piperina a patir do CateCol...........ccoviiiiiiiiiie e 30
Esquema 2- Abordagem sintética descrita por Sloop para obtencao da piperina...........ccceevvevvevieeennns 30

Esquema 3- Abordagem sintética descrita por Bauer et al para obtencéo da piperina em trés etapas.. 31

Esquema 4- Algumas possibilidades de reagtes da PIPEriNa ...........ccovvereeieerieeneeiee e 35
Esquema 5- Obtencdo de compostos heterociclicos a partir da pipering ..........ccocceeevrereiensieneniennn. 37
Esquema 6- Sintese dos derivados da piperina acoplados com ésteres de aminoacidos ...................... 39
Esquema 7- Sintese do composto piperato de N-(p-nitrofenil) acetamida (HE-02)............cccccvenennn 39
Esquema 8- Obtencéo dos derivados do &cido pipérico e acido 4-etil-pipérico..........ccceevevviiviincnnnns 40
Esquema 9- Obtencdo dos andlogos da piperina derivados do acido dipeptidil-borénico................... 41
Esquema 10- Sintese dos derivados da piperina contendo o grupo benzotiazol .............ccccceevevveriennenn. 42

Esquema 11- Rota sintética para a preparacdo de fenilsulfonil-hidrazonas derivadas da piperina....... 43

Esquema 12- Obten¢do dos compostos heterociclos do sistema 1,2,4-oxadiazol derivados da piperina

Esquema 13- Estratégia para obtengdo dos compostos mesoiénicos do sistema 1,3,4-tiadiazolio-2-

fenilamina derivados da PIPEIING. ......c..oiiiiiieiee e 44
Esquema 14- Esterificacdo do &cido pipérico com alcoois utilizando a reacdo de Steglich................. 44
Esquema 15- A sintese do novo éster derivado da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona.............cccceevevviiennnnnn 45
Esquema 16- Esquema para obtengdo dos ésteres derivados da piperina ..........ccocceevevereveseeniesennenn 45
Esquema 17- Rota sintética para obtengdo do éster derivado do &cido pipérico e do amido. .............. 46
Esquema 18- Esquema geral para sintese dos ésteres derivados da piperina. ..........ccccevvvviivereereennnnn 47
Esquema 19- Esquema para obtencdo dos ésteres derivados da piperina ...........ccccevveverevesveriesiennean, 47
Esquema 20- Estratégia sintética para obtecdo das amidas e ésteres derivados da piperina................ 48

Esquema 21- Estratégia sintética para obtencdo dos ésteres derivados da piperina utilizando P(Ph)3_ 49

Esquema 22- Esquema geral para obtencdo de 8-cloro-ésteres a partir do THF .........cccccooviveiieniennnn, 50
Esquema 23- Exemplos de formas de obtencao dos ésteres derivados do &acido cloro acético. ........... 51
Esquema 24-Analise retro-sintética das molEculas-alVo. ..........cccoovviiiiieiiic v 56
Esquema 25- Reacdo para obtengdo dos S-ClOr0-6StEreS. ......ccvviviiiiiiccie e 61
Esquema 26- Proposta do ciclo catalitico para a sintese dos CIOrOSteres........c.ccvveveevieeveeveeieeneenens 62
Esquema 27- Reacdo para obtengdo dos oi-ClOr0-aCetatos.........ccuevvrriiieeieeseesie e e e 62

Esquema 28- Rota sintética para obtengdo dos novos derivados da piperina...........ccoccevvvvivereeriennean 64



LISTA DE ESPECTROS

Espectro 1- Espectro de infravermelho (ATR) do 4-nitro-benzoato de 4-cloro-butila (1-07)............... 67
Espectro 2-Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) do 4-nitrobenzoato de 4-cloro-butila (1-07)......68
Espectro 3- Espectro de RMN **C — APT — (126 MHz, CDCls) do 4-nitrobenzoato de 4-cloro butila
(07 RSOSSN 69
Espectro 4- Espectro de infravermelho (ATR) do 2-cloro-acetato de propila (IE-03). .........cccccevenee. 70
Espectro 5- Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCI3) do 2-cloro acetato de propila (IE-03)............. 71
Espectro 6- Espectro de RMN °C — APT — (101 MHz, CDClI;) do 2-cloro acetato de propila (IE-03).
............................................................................................................................................................. 71
Espectro 7- Espectro de infravermelho (ATR) do composto DE-07. ........cccceiiiiiiiieni i 73
Espectro 8- Espectro de RMN ‘H (DMSO-d6, 400 MHz) do 4-(4-nitrobenzoato)-piperato de butila
(] =205 OO TORRO 74
Espectro 9- Espectro de RMN **C — APT — (DMSO0-d6, 101 MHz) do 4-(4-nitrobenzoato)-piperato de
DULITA (DE-07). vttt sttt e st et e e s e e Re et e e e e s e e se et e st e e eneeneneeneens 75
Espectro 10- Espectro de RMN *H (DMSO-d6, 500 MHz) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila
(] TSSOSO 76
Espectro 11- Espectro de RMN **C — APT — (DMSO-d6, 126 MHz) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato
A8 DULHTA (DE-LL). .ottt bbb bbbt e bbbt bt e bt 77
Espectro 12- Comparacdo dos espectros na regido IV da piperina, acido pipérico, 1-03 e E-03........... 79
Espectro 13- Espectro de RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) do (2E,4E)-2-propoxi-2-oxo-piperato de
PIOPIIA (E-03). ...ttt b bbbttt 80
Espectro 14-Espectro de RMN **C—-APT—(CDCls, 101 MHz) do (2E,4E)-2-propoxi-2-oxo-piperato de
Q10 01 F T (01 TSRS ESUR 82
Espectro 15- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) da 1-piperoil-piperidina (Piperinay.............. 146
Espectro 16- Espectro de RMN *3C (CDCl,, 101 MHz) da 1-piperoil-piperidina (Piperina)............. 146
Espectro 17- Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-
2(E),4(E)-pentadiendico (ACIAO PIPEIICO). ......ccvivevireiieecierieeeieeeie et 147
Espectro 18- Espectro de RMN *C (DMSO-dg, 400 MHz) do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-
2(E),4(E)-pentadien6ico (ACIAO PIPEIICO). ......c.vuverrceereeieeeeeieeeesee e e sesae s 147
Espectro 19- Espectro de Infravermelho (ATR) do piperato de potassio...........ccovvvreerierenenieeneenes 148
Espectro 20- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do acetato de 4-cloro butila (1-01)............... 148
Espectro 21- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do acetato de 4-cloro butila (1-01).............. 149
Espectro 22- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do benzoato de 4-cloro butila (1-02)............ 149
Espectro 23- Espectro de RMN *C (CDCls, 101 MHz) do benzoato de 4-cloro butila (1-02)........... 150
Espectro 24- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do (4-cloro)-benzoato de 4-cloro butila (1-03).
........................................................................................................................................................... 150



Espectro 26- Espectro de RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) do (4-bromo)-benzoato de 4-cloro butila (1-

04). ovoeeeeeeee ettt ettt e et n e 151
Espectro 27- Espectro de RMN C (CDCl;, 101 MHz) do (4-bromo)-benzoato de 4-cloro butila (I-
0 SRS 152
Espectro 28- Espectro de Infravermelho (ATR) do (4-iodo)-benzoato de 4-cloro butila (1-05). ....... 152
Espectro 29- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do (4-iodo)-benzoato de 4-cloro butila (1-05).
........................................................................................................................................................... 153
Espectro 30- Espectro de RMN **C (CDCl,, 101 MHz) do (4-iodo)-benzoato de 4-cloro butila (1-05).
........................................................................................................................................................... 153
Espectro 31- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do (4-metil)-benzoato de 4-cloro butila (1-06).
........................................................................................................................................................... 154
Espectro 32- Espectro de RMN *C (CDCls, 101 MHz) do (4-metil)-benzoato de 4-cloro butila (1-06).
........................................................................................................................................................... 154
Espectro 33- Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) do (3,5-dinitro)-benzoato de 4-cloro butila (I-
0] OSSOSO 155
Espectro 34- Espectro de RMN **C (CDCls5, 101 MHz) do (3,5-dinitro)-benzoato de 4-cloro butila (I-
0] OSSOSO PSRRI 155
Espectro 35- Espectro de Infravermelho (ATR) do (4-cloro, 3-nitro)-benzoato de 4-cloro butila (1-09).
........................................................................................................................................................... 156
Espectro 36- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do (4-cloro, 3-nitro)-benzoato de 4-cloro butila
(L0 ) USSR 156
Espectro 37- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do (4-cloro, 3-nitro)-benzoato de 4-cloro
DULHTA (1509). .ot b bbbttt n bbb 157
Espectro 38- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do cinamato de 4-cloro butila (1-10). .......... 157
Espectro 39- Espectro de RMN **C (CDCl,, 101 MHz) do cinamato de 4-cloro butila (1-10). ......... 158
Espectro 40- Espectro de Infravermelho (ATR) do (3-nitro)-cinamato de 4-cloro butila (1-11)......... 158
Espectro 41- Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) do (3-nitro)-cinamato de 4-cloro butila (1-11).
........................................................................................................................................................... 159

Espectro 42- Espectro de RMN *3C (CDCls, 126 MHz) (3-nitro)-cinamato de 4-cloro butila (1-11).159
Espectro 43- Espectro de Infravermelho (ATR) do (4-triflour-metil)-cinamato de 4-cloro butila (1-12).

........................................................................................................................................................... 160
Espectro 44- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do (4-triflour-metil)-cinamato de 4-cloro butila
() OSSR 160
Espectro 45- Espectro de RMN **C (CDCl,, 400 MHz) do (4-triflour-metil)-cinamato de 4-cloro
oL U (22 USSR 161
Espectro 46- Espectro de Infravermelho do 3-(2-tienil-acrilato)-de 4-cloro butila (I-13).................. 161
Espectro 47- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 3-(2-tienil-acrilato)-de 4-cloro butila (1-13).
........................................................................................................................................................... 162



Espectro 49- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-(4-metoxifenil)- acetato-de 4-cloro butila (1-14).

........................................................................................................................................................... 163
Espectro 50- Espectro de RMN *H (CDCl,, 400 MHz) do 2-(4-metdxifenil)- acetato-de 4-cloro butila
(3 OSSR 163
Espectro 51- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do 2-(4-metoxifenil)- acetato-de 4-cloro butila
(3 USSP 164
Espectro 52- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato de 4-cloro butila
(I-15). oottt 164
Espectro 53- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato de 4-cloro
o 1= W (L) OSSR 165
Espectro 54- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do 2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato de 4-cloro
o0 =B (L) OSSO 165
Espectro 55- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de metila (IE-01)........... 166
Espectro 56- Espectro de RMN *3C (CDCls, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de metila (IE-01)........... 166
Espectro 57- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de etila (IE-02). ............. 167
Espectro 58- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de etila (IE-02). ............ 167

Espectro 59- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de isopropila (IE-03i). ...168
Espectro 60- Espectro de RMN *3C (CDCls, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de isopropila (IE-03i)...168
Espectro 61- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de butila (IE-04)........... 169
Espectro 62- Espectro de RMN *C (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de butila (IE-04)........... 169
Espectro 63- Espectro de RMN *H (CDCl3, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de isobutila (IE-04i). .....170
Espectro 64- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de isobutila (IE-04i). ....170
Espectro 65- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de pentila (IE-05). ......... 171
Espectro 66- Espectro de RMN *C (CDCls;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de pentila (IE-05). ........ 171
Espectro 67- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de isopentila (IE-05i).....172
Espectro 68- Espectro de RMN *3C (CDCls,, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de isopentila (IE-05i). ..172
Espectro 69- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de hexila (IE-08). .......... 173
Espectro 70- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de hexila (IE-06). ......... 173
Espectro 71- Espectro de RMN *H (CDCl,, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de cicloexila (IE-06c)....174
Espectro 72- Espectro de RMN “*C (CDCls, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de cicloexila (IE-06c)...174

Espectro 73- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de octila (IE-08). ........... 175
Espectro 74- Espectro de RMN *3C (CDCl,, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de octila (IE-08). .......... 175
Espectro 75- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de decila (IE-10). .......... 176
Espectro 76- Espectro de RMN *3C (CDCls,, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de decila (IE-10). ......... 176

Espectro 77- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de dodecila (IE-12)........ 177
Espectro 78- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de dodecila (IE-12)....... 177
Espectro 79- Espectro de RMN *H (CDCls;, 500 MHz) do 2-cloro-acetato de fenila (IE-14). .......... 178
Espectro 80- Espectro de RMN *C (CDCls;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de fenila (IE-14)........... 178
Espectro 81- Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) do 2-cloro-acetato de cinamila (IE-15). ...... 179
Espectro 82- Espectro de RMN *C (CDCl;, 126 MHz) do 2-cloro-acetato de cinamila (IE-15). ....179



Espectro 83- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-acetato-piperato de butila (DE-01)................. 180
Espectro 84- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-acetato-piperato de butila (DE-01).180
Espectro 85- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 4-acetato-piperato de butila (DE-01).

........................................................................................................................................................... 181
Espectro 86- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-acetoxi-piperato de butila (DE-02). ............... 181
Espectro 87- Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-acetoxi-piperato de butila (DE-02).
........................................................................................................................................................... 182
Espectro 88- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-benzoato-piperato de butila (DE-02).
........................................................................................................................................................... 182
Espectro 89- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila (DE-03).
........................................................................................................................................................... 183
Espectro 90- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila
(] 0 TSR RSSRS 183
Espectro 91- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 126 MHz) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila
(] 20 ST 184
Espectro 92- Espectro de correlagdo homonuclear (COSY) do 4-(4-cloro)-piperato de butila (DE-03).
........................................................................................................................................................... 184
Espectro 93- Espectro de correlagdo heteronuclear (HSQC) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila
(] 0 OSSR 185
Espectro 94- Expansdo do espectro de correlagdo heteronuclear (HSQC) do 4-(4-cloro-benzoato)-
piperato de BULIIA (DE-03).......ccoiiiieiece ettt ettt e sbe e be e s r e b esta e s re e s teesteesreenteenns 185
Espectro 95- Espectro de correlagdo heteronuclear (HMBC) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de
DULTHA (DE-03). ...ttt bbbt bbbttt b et b et e nn e 186
Espectro 96- Expansdo do espectro de correlagdo heteronuclear (HMBC) do 4-(4-cloro-benzoato)-
piperato de DUtila (DE-03)......c..oiiiiiieieiiiie ettt 186
Espectro 97- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-bromo-benzoato)-piperato de butila (DE-04)
........................................................................................................................................................... 187
Espectro 98- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-(4-bromo-benzoato)-piperato de butila
(] 0 USSR 187
Espectro 99- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 4-(4-bromo-benzoato)-piperato de
DULHIA (DE-04). ....eeiteeeeeee e bbbt bbbt bbbt b et e bbb 188
Espectro 100- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-iodo-benzoato)-piperato de butila (DE-05).
........................................................................................................................................................... 188
Espectro 101- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 500 MHz) do 4-(4-iodo-benzoato)-piperato de butila
(] 01 ISP 189
Espectro 102- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 126 MHz) do 4-(4-iodo-benzoato)-piperato de butila
(0] =0 OO 189

Espectro 103- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-metil-benzoato)-piperato de butila (DE-06).



Espectro 104- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-(4-metil-benzoato)-piperato de butila

(DE=0B). ...ttt ettt ettt ettt b e bt h e b ettt Re e Re b et abeRe et et et eneereerenre st e e e 190
Espectro 105- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-(4-metil-benzoato)-piperato de
DULITA (DE-08). ....vveeeieieeee ettt ettt sttt s ettt e e e seebe st et ese e s e e te st e s eneenesnenre e ene e 191
Espectro 106- Expanséo do espectro de RMN *H do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de butila (DE-07).
........................................................................................................................................................... 191
Espectro 107- Espectro de correlacdo homonuclear (COSY) do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de
DULTIA (DE=07). .ottt bbbttt bbbt bbbt b et e e bttt 192
Espectro 108- Espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de
DULITA (DE-07). ¢ttt et sttt s ettt et e s e e be st e e sseseebe st e e enseneanenee e ene e 192
Espectro 109- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 4-(4-nitro-benzoato)-
piperato de BULITA (DE-07)......cccuiiie et e et sae st e sae e sree e sn e e snee e snaeesnbeeanreeannns 193
Espectro 110- Espectro de correlagcdo heteronuclear (HMBC) do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de
DULIHE (DE-07). ottt ettt ettt s b e e st e e te e be et e e be e s be e st e e sbeesbesseesaeeateesteesteenteenes 193
Espectro 111- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do 4-(4-nitro-benzoato)-
Piperato de DULHA (DE-07)......ccuiiiiiiieieitiie bbbt 194
Espectro 112- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(3,5-dinitro-benzoato)-piperato de butila (DE-
0] S SSRTSON 194
Espectro 113- Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-(3,5-dinitro-benzoato)-piperato de
DULTHA (DE-08). ...ttt bbbt bbbttt b et e it bt b n e 195
Espectro 114- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-(3,5-dinitro-benzoato)- piperato de
DULITA (DE-08). ...ttt et sttt s ettt e e e s e et et et e ssese et e st et enseneanesre e ene e 195
Espectro 115- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-cloro,3-nitro-benzoato)-piperato de butila
(] 0 PSS 196
Espectro 116- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do 4-(4-cloro, 3-nitro-benzoato)-piperato
de DULIIA (DE-09). ...iiiiiieccie ettt ettt st e st e e te e be et e e been b e e be e be e beerae e e araenrae s 196
Espectro 117- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 126 MHz) do 4-(4-cloro, 3-nitro-benzoato)-piperato
A8 DULTHTA (DE=09). ....eiieiiiieiieittitt ettt b bttt b ettt b e n e 197
Espectro 118- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-cinamato-piperato de butila (DE-10). .......... 197
Espectro 119- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do 4-cinamato-piperato de butila (DE-10).
........................................................................................................................................................... 198
Espectro 120- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 126 MHz) do 4-cinamato-piperato de butila (DE-
10 ) PSS 198
Espectro 121- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila (DE-11).
........................................................................................................................................................... 199

Espectro 122- Expanséo do espectro de RMN *H 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila (DE-11). 199
Espectro 123- Espectro de correlagdo homonuclear (COSY) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de
oL W TS 200
Espectro 124- Expansdo do espectro de correlacdo homonuclear (COSY) do 4-(3-nitro-cinamato)-
PIperato de DULHA (DE-L11)......ccoiiiiiieieiteitieie ettt 200



Espectro 125- Espectro de correlagdo heteronuclear (HSQC) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de

DULHA (DE-LL). .ottt b bbbttt b et b et 201
Espectro 126- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 4-(3-nitro-cinamato)-
PIPerato de DULIHA (DE-11).......ce oottt ettt ettt te et e ee et e eseeeneesreesneesneesaeeneeenee 201
Espectro 127- Espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de
DULITA (DE-L11). oottt sttt s ettt s ettt e st e b e et et e e neeneanenr et ene e 202
Espectro 128- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do 4-(3-nitro-cinamato)-
PIperato de DULHA (DE-L11)......cciiiiiiiieieitiitiei ettt 202
Espectro 129- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-triflourmetil-cinamato)-piperato de butila
(] ) TSRS 203
Espectro 130- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-(4-triflourmetil-cinamato)-piperato
A8 DULIHA (DE-12). ...e.eeuieieiie ettt ettt et s e st e et e ne e s e e besae e neenensenneeeneas 203
Espectro 131- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101MHz) do 4-(4-triflourmetil-cinamato)-piperato
0E DULIIA (DE-12). ..ottt sttt et et e st e e te e be et e e be e s be e sbeebeenbeerbeaneeareenreeas 204
Espectro 132- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(3-(2-tienil-acrilato)-piperato de butila (DE-
1 ) PSP SSPRS 204
Espectro 133- Espectro de RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-(3-(2-tienil-acrilato)-piperato de
(o011 =W OSSR 205
Espectro 134- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-(3-(2-tienil-acrilato)-piperato de
DULTA (DE-13). ..ttt bbbt bbbt ettt b et e e bt 205
Espectro 135- Espectro Infravermelho (ATR) do 4-(2-(4-metoxifenil)-acetato)-piperato de butila (DE-
PSS 206
Espectro 136- Espectro de RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) do 4-(2-(4-metdxifenil)-acetato)-piperato de
(o011 =W (0 PSS 206
Espectro 137- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do do 4-(2-(4-metdxifenil)-acetato)-piperato
0E DULIIA (DE-14). ..ottt ettt ettt et e s bt e be e be et e e beesbe e beebeenbearaesneeareenreens 207
Espectro 138- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato)- piperato de
DULTA (DE-15). ..ottt bbb bbbttt ettt e bbb 207
Espectro 139- Espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz) do 4-(2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato)-
piperato de BULITA (DE-15)......cccciiiiiieiie e se e se e et te e esree e srae e s n e e snee e sneeesntaesneeennenes 208
Espectro 140- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 4-(2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato)-
Piperato de DULIA (DE-15).....ccciiiiieiecie ettt et e et e st re e teesteesreenae e 208
Espectro 141- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-met6xi-2-oxo-piperato de etila (E-01). ........ 209
Espectro 142- Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-metoxi-2-oxo-piperato de etila (E-
01 OSSPSR 209
Espectro 143- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-metdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
01 RSOSSN 210
Espectro 144- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-etoxi-2-oxo-piperato de etila (E-02)............. 210

Espectro 145- Espectro de RMN 'H (DMSO-ds 400 MHz) do 2-etdxi-2-oxo-piperato de etila (E-02).



Espectro 146- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 2-et6xi-2-oxo-piperato de etila (E-02).

........................................................................................................................................................... 211
Espectro 147- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-propéxi-2-oxo-piperato de etila (E-03). ....... 212
Espectro 148- Espectro de correlacdo homonuclear (COSY) do 2-propdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
0 ) TR SOSTSORSRPSROSTRTRSON 212
Espectro 149- Espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 2-propéxi-2-oxo-piperato de etila(E-
01 ) OSSPSR 213
Espectro 150- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 2-propoxi-2-oxo-
PIPErato de BLHA(E-03)......cciiiiie ittt e it e reenre e 213
Espectro 151- Espectro de correlacéo heteronuclear (HMBC) do (2E,4E)-2-propdxi-2-oxo-piperato de
PIOPIIA (E-03). ..ttt b bbbt b et n bt n e 214
Espectro 152- Expanséo do espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do (2E,4E)-2-propoxi-2-
0X0-piperato de Propila (E-03). .....c.ooiiiiieieie s 214

Espectro 153- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-isopropdxi-2-oxo-piperato de etila (E-03i)...215
Espectro 154- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) do 2-isopropoxi-2-oxo-piperato de etila

(SO TSRS 215
Espectro 155- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 2-isoprop6xi-2-oxo-piperato de etila
(SO OSSR 216
Espectro 156- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-but6xi-2-oxo-piperato de etila (E-04). ......... 216
Espectro 157- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) do 2-butdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
0 OSSOSO 217
Espectro 158- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-butdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
0 OO 217
Espectro 159- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-isobutdxi-2-oxo-piperato de etila (E-044i).....218
Espectro 160- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) do 2-isobutdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
0 OSSOSO 218
Espectro 161- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-isobutdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
D) 1ttt ettt a e he et L e AR e Re et e et et e Rt eR e et et et eneeReebe et et e e ereerenrerenean 219
Espectro 162- Espectro Infravermelho (ATR) do 2-pentdxi-2-oxo-piperato de etila (E-05). ............ 219
Espectro 163- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-pentoxi-2-oxo-piperato de etila (E-
015 TSSOSO PSRRI 220
Espectro 164- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-pentdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
0 SRS 220
Espectro 165- Espectro Infravermelho (ATR) do 2-isopentdxi-2-oxo-piperato de etila (E-05i)........ 221
Espectro 166- Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) do 2-isopent6xi-2-oxo-piperato de etila (E-
0 ) SRRSO 221
Espectro 167- Espectro de RMN *C (CDCls, 126 MHz) do 2-isopentdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
0 ) OSSOSO 222



Espectro 169- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-hexioxi-2-oxo-piperato de etila (E-06).

Espectro 171- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-cicloexidxi-2-oxo-piperato de etila (E-06c). 224
Espectro 172- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-cicloexidxi-2-oxo-piperato de etila

(S0 TR PSS 224
Espectro 173- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-cicloexi6xi-2-oxo-piperato de etila
(S0 USSP 225
Espectro 174- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-octdxi-2-oxo-piperato de etila (E-08)........... 225
Espectro 175- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-octdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
0] OSSOSO 226
Espectro 176- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-octoxi-2-oxo-piperato de etila (E-
0] SO 226
Espectro 177- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-decoxi-2-oxo-piperato de etila (E-10).......... 227
Espectro 178- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-dec6xi-2-oxo-piperato de etila (E-
10 ) TSR 227
Espectro 179- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 2-decéxi-2-oxo-piperato de etila (E-
10 ) USRS 228
Espectro 180- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-dodecdxi-2-oxo-piperato de etila (E-12)......228
Espectro 181- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-dodecoxi-2-oxo-piperato de etila (E-
1 PSSP 229
Espectro 182- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-dodectxi-2-oxo-piperato de etila (E-
1 OSSR 229
Espectro 183- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-fenoxi-2-oxo-piperato de etila (E-14) .......... 230

Espectro 184- Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) do 2-fendxi-2-oxo-piperato de etila (E-14)230
Espectro 185- Espectro de RMN **C (CDCl;, 126 MHz) do 2-fendxi-2-oxo-piperato de etila (E-14)

........................................................................................................................................................... 231
Espectro 186- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-cinamioxi-2-oxo-piperato de etila (E-15).....231
Espectro 187- Espectro de RMN *H (CDCl;, 500 MHz) do 2-cinamidxi-2-oxo-piperato de etila (E-15)
........................................................................................................................................................... 232



5-FU

% ABS
ADMET
ALH
Alif.
APT
Ar.
CCD
CDCl;
CIM
cLopP
COSsY
d

dd

ddd
DLso
DLH
DMSO-ds
HMBC
HSQC
v

J

LogS

MHz
MM
OECD
ppm
qt

TPSA

LISTAS DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Deslocamento quimico
Comprimento de onda
5-fluorouacil
Porcentagem de Absorgédo
Absorcao, Distribuicdo, Metabolizacdo, Excrecdo e Toxicidade
Aceptores de Ligacao de Hidrogénio
Alifatico
Attached Proton Test
Aromaético
Cromatografia de Camada Delgada
Cloroformio deuterado
Concentracdo Inibitéria Minima
Lipofilicidade
Homonuclear Correlation Spectroscopy
Dubleto
Duplo dubleto
Duplo duplo dubleto
Dose letal media
Doadores de Ligacao de Hidrogénio
Dimetilsulfoxido deuterado
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Single Quantum Correlation
Espectroscopia na Regido do Infravermelho
Constante de acoplamento
Solubilidade
Multipleto
Mega Hertz
Massa Molecular
Organization for Economic Co-operation and Development
Partes por milh&o
Quinteto
Quarteto
Singleto
Tripleto
Topological Polar Surface Area



SUMARIO

L INTRODUGAOD .....c.ooieeeeeteeee ettt sttt ettt ettt sttt 25
2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA ........ooooeeveeeeereseeeeeeses s nsies s snses s 28
2. L GBNEIO PIPEY ..ottt bbbt b bbbt 28
2.1.1 PIMENta-00-TEIN0 ....c.eeieiiieie e 28

7 1T 1 - PSS RUROPPSPPN 28
2.2.1 Estratégias sintéticas para obtengao da Piperina...........ccocevevvvereneeneseienennnn 29
2.2.2 Potencialidades farmacoldgicas da piperina...........ccccceeeveveeveiiieveeve e, 31
2.2.2.1  ALIVIAAUE @NTICANCET .....ccvoiviiii i 31

2.2.2.2  Atividade antimiCrobiana ...........ccovveieiiiiie e 34

2.2.3 Versatilidade da piperina na sintese de novas moléculas bioativas.................. 34
2.2.4 Atividades biologicas dos derivados da pipering ...........cccceeeveeveevieceeveenene 38
2.25 Esteres derivados da PIPEriNG ............ccceveeeveeveeeeeeieeeseeeesesesseeseseese s sessesen s 44
2.3CH0N0 BSTEIES ...ttt bbbttt bbbt 49
2.3.1 RO [0 (0B c T (=] £SO TRPRPRPSI 49
2.3.2. O-ClOr0-ACETALOS ... eveeveerierie ettt ettt bbbt b re s 51
2.4Estudos in silico no planejamento de FArMacCoS..........cccovoeeiiennieee e 51

3. OBUIETIVOS. ..ot e et e et e e et e e e b e e ebe e e abe e e anreeeaneeeennes 54
3. L ODJEEIVOS GEIAIS ...ttt ettt bttt e bbb bt 54
3.20DJEtIVOS BSPECITICOS: ....viiviieieiieieie ettt bbb 54

4. ESTRATEGIA SINTETICA ..ottt sttt sseens 56
4.1Planejamento das MOIECUIAS AIVO ...........ccveviveiiiiciece e 56
4.2 Planejamento dos intermMediarioS-Chave ..........cccceieieii e 57
4,21, O-ClOT0 BSLEIES ...c.viviiiieieeiieieie ettt bbbttt bbb e e nes 57
4.2.2. Lo O [0 (0 JF- 1] = (o 1SR PPRSTR 57

5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........coomiieiieineieississis s 60
5.1Sintese dos cOMPOSLOS INTErMEdIANIOS .........ceiviiriiiiieiie e 60
51.1 Extracdo da piperina a partir da pimenta-do-reino (Piper nigrum, L.)............. 60
512 Sintese do ACIAO PIPAIICO .....cviuiiiieiie e e 60
5.1.3 Preparacao dos cloretos de ACIA0........ccevveveeiiiieie e 60
514 SiNteSe A0S G-CIOTO-ESIEIES .....ocviiiveiierieieie e 60
515 Sintese d0S 0-ClOr0-ACETALOS. ........ccverieieieiesie et 62
5.2Sintese dos Diésteres: Obtencao das moléculas alvo...........c..cccovvveveiieii e, 63
5.3Determinacao STIULUNAL...........coiiiiiiiiiii e 66
53.1 Determinacéo estrutural dos compostos intermediarios...........cccccvevveverieennenn, 66

5.3.1.1 Determinacdo estrutural dos intermediarios d-cloro-ésteres...........c.ccccvenuene. 66



5.3.1.2 Determinacdo estrutural dos intermediarios a-cloro-acetatos...................... 69

5.3.2 Determinacéo estrutural dos compostos finais............cccccevveveiieci e, 72
5.3.2.1 Determinacao estrutural dos diesteres (SErie 1) .......ccocuvvvervrvnvrieninseeenne 72
5.3.2.2 Determinacdo estrutural dos diésteres (Série I1).......c.ccovvevviiiiiieiieiieiiennn, 78

R = 0 o (o1 =] o] (oo ol LSS 82

54.1 EStUAOS 1N STHICO....cviiiiee e 82

5.4.1.1 Estudos in silico dos compostos intermediarios &-cloro-ésteres — (1-01 a I-
L) S SSSSRSS 82

5.4.1.2 Estudos in silico dos compostos finais — Série | — (DE-01 a DE-15)............ 84
5.4.1.3 Estudos in silico dos compostos intermediarios a-cloro-acetatos — (1-01 a I-

1 ) SRS PRSSSSI 86

5.4.1.4 Estudos in silico dos compostos finais — Série Il — (E-01 a E-15) ............... 88
54.2 Estudos antimicrobianos...........cooveiiiiiiiie e 90

5.4.2.1 Avaliacdo antimicrobiana dos compostos intermediarios 3-cloro-ésteres — (I-
O ) TSSO 90
5.4.2.2 Avaliacdo antimicrobiana dos diésteres finais — Série | — (DE-01 a DE-15)91
5.4.2.3 Avaliacdo antimicrobiana dos compostos intermediarios a-cloro-acetatos—
(IE-0L @ TE-12)..eiiieicieieee ettt 93
5.4.2.4 Auvaliacdo antimicrobiana dos diésteres finais — Série Il — (E-01 a E-12)....94

54.3 Estudos de toxicidade ndo clinica aguda e atividade antitumoral in vivo do DE-
07 ettt E e r et et et e tenreene e neenes 95

5.4.3.1 Resultados da toxicidade ndo clinica aguda em camundongos .................... 95

5.4.3.2 Atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma Ascitico de Ehrlich

(7 AN = TSRS 96

5.4.3.3 Atividade antiangiogénica do composto DE-07Erro! Indicador ndo definido.
6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ..o ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee s 100
8.1 CONCIUSOES ...ttt sttt sttt e e st et e s beereesreenbeeneesneenne s 100
B.2 PEISPECTIVAS ...eevvveeieiieeie ettt e et e et et e s te e teesaesse e te e e e nreenteaneeaneenre s 101
7. METODOLOGIA ...t bbb bbb eneas 103
T LEQUIPAMENTOS ....ecvveieeieeie ettt e s ta e e ta e teeneessa e teeneesreeteeneesneenneas 103
7.2 0Obtencao dos compostos INTErMEIANIOS. .......cvvvrvereieiiiiceeeee e 103
7.2.1 Isolamento da amida 1-Piperoil-piperidina (piperind) (1)......ccccccevvriverrennnnn 103
7.2.2 Preparagdo do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E),4(E)-pentadiendico-acido
PIPEIICO (2) vttt b ettt bbb 104

7.2.3 Preparacao do piperato de POtaSSio (3)......ccceeveerreiieieeriesiese e see e 104



7.2.4 Preparacéo do cido 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila)acético (Ftalglicina) (4)...104

7.2.5 Metodologia geral para obtencao dos cloretos de 4cido (5) .......cccevvevvvreennnnn 105
7.2.6 Metodologia geral para obtengdo dos d-cloro-ésteres (1-01 — 1-15) ............... 105
7.2.7 Metodologia para obtencdo dos a.-cloro acetatos substituidos (IE-01 a IE-15)111
7.2.7.1  Obtencéo dos a-cloro acetatos utilizando esterificacdo de Fisher ............. 112
7.2.7.2 Sintese dos a-cloro acetatos substituidos via cloreto de acido................... 114
7.3Sintese doS COMPOSLOS FINAIS ........cviuirieiiiiiiee e 117
7.3.1 Metodologia geral para obtencdo dos diésteres derivados da piperina .......... 117

7.3.1.1 Obtencdo dos diésteres derivados dos &-cloro-ésteres (Diésteres Série 1) . 118

7.3.1.2 Obtencdo dos diésteres derivados dos a-cloro-acetatos (Diésteres Série 11)125

7 AESTUAOS DIOIOGICOS ...ttt 133
7.4.1. EStUAOS 1N SHHICO.....viiiiiiiiicce s 133
74.2 Atividade AntIMICroDIANA .........ccviiiiiiieiee e 133

7.4.2.1  MeI0S U8 CUIUIA ..c.veeeie e 133
7.4.2.2  IMICIO-OrJANISMIOS. ....vveiireeiieiireesteesteesieesteeste e e e e saeeabeesseeabeesrreesraeanaeenseeas 134
7.4.3 Ensaios de toxicidade ndo clinica aguda e atividade antitumoral in vivo do DE-
07 e bR bt e et bbbt nen 134

7.4.3.1 Avaliacdo de toxicidade ndo clinica aguda...........c.cccccevvverveveiieseeseeeee 135

7.4.3.2 Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma

Ascitico de ERrlich (CAE) ..o 135

7.4.3.3 Avaliacdo dos efeitos antiangiogénicos do DE-07 ..........ccccevvvviviennennnn, 136
REFERENCIAS. ..ottt teee et tes sttt s st s st en st san st snassnannensans 138
ANEXOS ...ttt et bR bt e et ettt ne et s 146

ANEXOS I: Espectros de 1V, RMN de *H e *C e RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC) ... 146
ANEXO I1: Certiddo da Comissio de Etica no Uso de Animais para camundongos Swiss

IMIUS MUSCUIUS). .ttt sttt ettt e e st et e e neesbeeeeeneenreenee e 233
ANEXO IlI: Fluxograma de realizacao do teste de toxicidade aguda com uma dose inicial
(o LI 0[O T T PSSR 234
ANEXOS 1V: Patentes & PUDIICAGOES..........coviiiiiiiieeie e 235



CAPITULO 1

INTRODUCAOQ




Capitulo 1: Introducéao
_ |

1. INTRODUCAO

Antes dos produtos sintéticos, as plantas ja eram utilizadas como fontes de moléculas
biologicamente ativas, sendo utilizadas in natura ou na forma de chés, infusGes, xaropes e
6leos, concentrando estas substancias desde a medicina arcaica. Os avangos cientificos
permitiram isolar e identificar os principios ativos de muitas plantas, e a Quimica vem se
encarregando de reproduzir em laboratorio tais moléculas, possibilitando a potencializacdo de
suas atividades bioldgicas e aplicacdes.

Entre as plantas investigadas até hoje, as espécies da familia Piperaceae vém
demostrando um enorme potencial terapéutico.® A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é uma
das espécies mais conhecidas na familia e é considerada a especiaria mais popular do mundo,
ocupando um lugar de destaque como a principal especiaria comercializada para atender a
indUstria alimenticia, medicinal, de perfumaria e cosmética.>** Segundo a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), o Brasil esta entre 0s trés maiores produtores e
exportadores mundiais de pimenta-do-reino.”

A pimenta-do-reino tem sido utilizada como tempero popular desde a antiguidade, mas
além do sabor, ela apresenta uma ampla gama de aplicacdes na medicina popular e moderna.?
A Piper nigrum L. é utilizada no tratamento de vérias doengas, incluindo: tosse, resfriados,
gripes, dores musculares, febres, calafrios, reumatismo, exaustdo e dispnéia, também sendo
utilizada como estimulador de apetite, anti-inflamatério, entre outras aplicacdes
terapéuticas.®’ Os efeitos fisioldgicos benéficos da pimenta-do-reino séo atribuidos em grande
parte ao seu principal principio ativo, a piperina, uma amida natural de férmula molecular
C17H19NO3, que pode ser extraida com rendimentos de 3-7% a partir dos frutos de diversas
espécies do género Piper.®?

A piperina possui um amplo espectro de atividades bioldgicas tais como: atividade
antioxidante, anticancer, antimicrobiana, antiinflamatéria, imunomoduladora, hepatoprotetora,
antiasmatica, anticonvulsivante, antimutagénica, antitumoral, antidepressiva, antitireoidiana
entre outras.'®** A piperina tem recebido uma enorme atencdo nas duas Ultimas décadas, e
vem sendo considerada como uma molécula bioativa extremamente versatil.** A estrutura da
piperina possibilita diversas alteracdes quimicas, e isso vem desempenhando um importante
papel na sintese de novos compostos derivados com aplicacao terapéutica para varias doencas.

Os derivados da piperina apresentaram atividade anti-inflamatéria,® anticancer,*

5

antimicrobiana,'® antidiabética,*® antichagassica,” antivitiligo,’® entre outras propriedades

farmacologicas. Muitos dos derivados apresentaram atividades biologicas superiores a propria
—_ |
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piperina, fazendo com que aumentasse o interesse na descoberta continua de novas moléculas
derivadas desta amida natural.

A investigacdo das propriedades quimicas e bioldgicas da piperina e de seus derivados
ganharam mais importancia nas ultimas décadas. De fato, a cada ano o nimero de trabalhos
cientificos com esses compostos aumenta consideravelmente. Como pode ser verificado na

base de dados Scifinder Scholar® (http://www.cas.org/products/ scifinder/) que registra 5392

artigos com a palavra “Piperine” como entrada, sendo destes 3543 artigos publicados nos
ltimos 10 anos (2011-2021), demonstrando a relevancia deste composto na quimica de
produtos naturais.

Na busca por novos farmacos, muita atencdo é dada aos produtos naturais. Produtos
naturais e seus analogos estruturais tém historicamente feito uma grande contribuicdo para a
farmacoterapia, especialmente para o tratamento do cancer e de doencas infecciosas.™

O surgimento e a disseminacdo de micro-organismos resistentes aos medicamentos
disponiveis, como também, a incidéncia e a mortalidade por céncer estdo crescendo
mundialmente a niveis alarmantes. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a
resisténcia antimicrobiana é uma das 10 principais ameacas a salde publica global que a
humanidade enfrenta, e o cancer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo,
sendo responsével por 9,6 milhdes de mortes em 2018.2%' Além da resisténcia aos
medicamentos disponiveis, a toxicidade e os custos da terapia sdo outros fatores que
dificultam o tratamento adequado, bem-sucedido e seguro contra essas doencas. Diante disto,
aumenta a necessidade de pesquisas para o0 desenvolvimento de novos farmacos antitumorais
e antimicrobianos que sejam mais seguros, eficazes e com menos efeitos colaterais do que os
medicamentos atualmente disponiveis.

Tendo em vista estes aspectos, este trabalho se insere numa linha de pesquisa que visa
a utilizacdo da piperina, extraida da pimenta-do-reino, como fonte para obtencdo de novos

compostos derivados com potenciais atividades antimicrobianas e antitumorais.

[
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Género Piper

A familia Piperaceae forneceu a muitas civilizacfes do passado e do presente uma
enorme fonte de farmacos e temperos alimentares. Alguns membros da familia Piperaceae
estavam entre as primeiras plantas cultivadas, e as espécies do género Piper sdo plantas
medicinais importantes utilizadas em vérias areas da medicina.?*%

O género Piper possui mais de 700 espécies amplamente distribuidas nas regibes
tropicais e subtropicais do mundo. A pimenta-do-reino (P. nigrum) e a pimenta longa (P.
longum) sdo as espécies mais conhecidas na familia Piperaceae e vém sendo utilizadas

medicinalmente ha séculos.?

2.1.1 Pimenta-do-reino

A pimenta-do-reino (P. nigrum) é originaria da india e foi introduzida no Brasil por
imigrantes japoneses na década de 1930. Em geral, ela € cultivada em muitas regides tropicais,
como o Brasil, Indonésia e a india.** Segundo a Embrapa, a producéo brasileira em 2018 foi
de 102 mil toneladas, assegurando a posi¢cdo do Brasil entre 0s trés paises com maior producao
e exportacdo de pimenta-do-reino no mundo.’

No mundo globalizado da agricultura, a pimenta-do-reino (P. nigrum) tem ocupado
um lugar de destaque como a principal especiaria comercializada para atender a indudstria
alimenticia, medicinal, de perfumaria e cosmética.® Suas sementes sio utilizadas ha séculos
como condimento no preparo de alimentos, e na medicina popular dada suas acdes
terapéuticas sobre o organismo.? Muitas das atividades associadas aos frutos da pimenta-do-
reino sdo atribuidas ao seu principal principio ativo, a piperina, que é responsavel pela

pungéncia da pimenta-do-reino e da pimenta longa.?®

2.2 Piperina

Em 1820, o fisico e quimico dinamarqués Hans Christian @rstedt, buscando o
isolamento de "novos alcalis", relatou um novo alcaloide da pimenta (Piper nigrum L.), que
ele chamou de Piperina.”’ A piperina (1-piperoil-piperidina) é uma amida natural com a
formula molecular C17H1gNO; (Figura 1). E um composto bioativo verséatil, encontrado em
quase 2000 espécies do género piper.®

A estrutura da piperina pode ser dividida em trés partes: (a) uma por¢do aromatica
contendo um anel metilenodioxi, (b) uma cadeia alifatica e insaturada, e (c) o anel de
piperidina ligado a carbonila.

)
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Figura 1- Estrutura da piperina.

Subunidade B
—
\ \ -
%—J %_J
Subunidade A Subunidade C

Fonte: Adaptado de Ferreira et al, (2012).28

A piperina foi o primeiro composto farmacologicamente ativo isolado de diferentes
membros da familia Piperaceae, sendo também o alcaloide mais abundante presente na
pimenta.?® Um aspecto importante é a sua abundancia, o qual pode ser extraido da pimenta-
do-reino e pimenta longa com rendimentos em torno de 3-7% a partir de seus frutos secos.*

Véarios métodos sdo utilizados para isolar a piperina pura dos outros componentes da
pimenta do reino, tais como: extracdo com solventes, extracdo por soxhlet, técnicas de ultra-

som, micro-ondas e extracdo com fluido supercritico.®

2.2.1 Estratégias sintéticas para obtencao da piperina

Além da possibilidade de obtencdo da piperina a partir dos frutos secos da pimenta-do-
reino, diferentes grupos de pesquisa vém trabalhando no desenvolvimento de rotas sintéticas
que viabilizem a obtencdo da piperina em bons rendimentos. Neste topico, detalhar-se-do
apenas alguns dos trabalhos presentes na literatura.

Um exemplo de rota sintética para obtencdo da piperina foi descrita por Ladenburg e
colaboradores em 1894, que obtiveram a piperina através do piperonal preparado a partir do
catecol (reacdo de Reimer-Tiemann), seguido da reacdo da condensagdo com di-iodometano
(CHzly) na presenca de base. Na sequéncia, ocorre uma reacdo de Claisen-Schmidt do
piperonal com o acetaldeido na presenca de hidroxido de sédio, formando assim um
cinamaldeido derivado. O produto é aquecido com anidrido acético na presenca de acetato de
sodio (reacdo de Perkin) para produzir acido pipérico. O acido pipérico é convertido no seu
cloreto de acido, reagindo com o pentacloreto de fosforo (PCls), que em seguida reage com a

piperidina em solucdo de benzeno para produzir a piperina (Esquema 1).*
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Esquema 1- Sintese total da piperina a patir do catecol

o o]
HO
D CHClyNaod  HO _CHle :©)L o N H
Reagdo de NaOH NaOH
HO Reimer-Tiemann HO < a 0
Catecol
Piperonal Reagéio (CH3C0),0
de Perkin | CH3CO,Na

o PCI5 XX
S Q ‘—<
o iperina Acido Pipérico

Fonte: Adaptado de Okwute, (2013).%

Outra metodologia para obtencdo da piperina foi descrita por Sloop em 1995, tendo
como etapa-chave uma reacdo de Emmons-Horner do piperonal com o fosfonato adequado.
Apos hidrolise do éster metilico e preparacdo do respectivo cloreto de acila, a piperina foi

obtida pela reacdo deste com a piperidina, com rendimento global de 50%, (Esquema 2).%®

Esquema 2- Abordagem sintética descrita por Sloop para obtencao da piperina

o o
0o N-bromosuccinimida P(OC,Hs), Eto’#\/\)J\o/
4>
N0 cel OEt
4 (E)-4-bromo-but-2-enoato de metila (o]
It H
2NaOCH, / CH30H o
o Plperonal
1)C|)J\n/CI
Ol NS 0> j@/\/\)L ) NaOCH, / CHyOH oj@/\/\)L
-2
o +
Piperina 2) N-H 2) H;0
k C

Fonte: Adaptado de Sloop, (1995).%

Bauer e colaboradores®” sintetizaram a piperina, com estereosseletividade completa,

em apenas trés etapas utilizando como precursor a 2-pirona. Através de uma reacdo
fotoquimica a 2-pirona sofre uma ciclizagdo dando origem a lactona do ciclobuteno. A sintese
baseia-se em um ataque nucleofilico estereosseletivo de um cuprato gerado in situ sobre a
lactona do ciclobuteno. O ciclobuteno passa por uma abertura de anel através de uma reacao
4r-eletrociclica, atraves de um movimento conrotatério, para formar o acido pipérico como
um unico diastereoisdmero. A Ultima etapa consiste na sintese do cloreto do acido pipérico e a
reacdo com a piperidina, formando a piperina com 95% de rendimento. A rota sintética

utilizada esté apresentada no Esquema 3.
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Esquema 3- Abordagem sintética descrita por Bauer et al para obtengdo da piperina em trés etapas

0 MgBr
I
(o}

3a
o

hv, E,0 0 LCLCuwCN o oAy,
-15°C m -78Ca-40°C_ ( o
N - - s
| >95% 0 >95% o Acido pipérico

(o) o unico isémero
2-pirona
SOCl,, DCM
piperidina

>95%

Piperina

Fonte: Adaptado de Bauer et al, (2019).?

A sintese de alto rendimento pode ser facilmente modulada no anel arila e na porcéao

amida para a sintese de uma ampla gama de anélogos de piperina.?’

2.2.2 Potencialidades farmacoldgicas da piperina

Apos seu isolamento e caracterizagdo completa, as propriedades bioldgicas da piperina
foram extensivamente estudadas e mostraram uma gama interessante de atividades
farmacoldgicas.>® Podemos citar sua atividade anti-oxidante, anticonvulsiva, antimicrobiana,
antiparasitaria, neuroprotetiva, anticancer, entre outras.*® Atualmente, devido ao seu amplo
espectro de atividades bioldgicas, a piperina esta abrindo caminho para se tornar uma
estrutura privilegiada para o desenvolvimento de novos compostos bioativos com aplicacdo

terapéutica para diversas doencas.

2.2.2.1 Atividade anticancer

A incidéncia e a mortalidade por cancer estdo crescendo mundialmente de maneira
extremamente rapida. Dados da OMS mostram que o cancer é a segunda principal causa de
morte em todo o mundo e foi responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018.%

A resisténcia das células cancerigenas aos medicamentos é um fenémeno muito
complexo e um desafio no campo da quimioterapia do cancer.®” Embora muitos tipos de
canceres sejam inicialmente suscetiveis a quimioterapia, com o tempo eles podem
desenvolver resisténcia atraves de varios mecanismos. Alguns métodos de resisténcia a drogas
sdo especificos da doenga, enquanto outros, como o efluxo (observado em micrébios e em
canceres humanos resistentes a farmacos) é evolutivamente conservado. Além do efluxo, eles
podem desenvolver resisténcia atraves de outros mecanismos, tais como mutacdes no DNA e

alteracbes metabélicas que podem promover a inibicao e degradaco das drogas.®
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Na busca por novos farmacos que possam ser utilizados no tratamento do céncer,
muita atencdo € dada aos produtos naturais. Cerca de 74% dos compostos anticancer sao
naturais ou derivados de produtos naturais, podemos citar como exemplos 0s quimioterapicos
Topotecano, Docetaxel, Vindesina, Etoposideo e Vinorelbina.*

Fitoquimicos derivados de especiarias, incluindo pimentas, sdo considerados
importantes para o desenvolvimento de potenciais agentes antitumorais.** A piperina, que
pode ser isolada de espécies como Piper nigrum e Piper longum, pode ser considerada um
potencial agente anticancer, podendo aumentar a efic4cia da quimioterapia em pacientes.*’

Nas células cancerigenas, a superexpressdao das bombas de efluxo, como a
glicoproteina-p (P-gp), reduz o acumulo de drogas quimioterapicas dentro do tumor e a
capacidade desses agentes atingirem seu alvo. A piperina € um potente inibidor da P-gp,
podendo reverter a resisténcia das células cancerigenas a maltiplos farmacos, atuando como
intensificador de biodisponibilidade para muitos agentes quimioteréapicos.**

Os efeitos anticancerigenos da piperina, em conjunto com seu efeito inibitdrio sobre a
P-gp, ganharam atencdo consideravel na tentativa de descobrir novos agentes
anticancerigenos naturais que podem superar a resisténcia a maltiplas drogas na quimioterapia
do cancer.”’ Li e coloboradores ** mostraram que a piperina consegue combater a resisténcia a
maltiplos farmacos em células cancerigenas resistentes & Doxorrubicina. A piperina também
torna as células multirresistentes de cancer de pulméao e cancer de mama sensiveis aos agentes
quimioteréapicos convencionais.*?

Wojtowicz e colaboradores® investigaram o efeito do tratamento com piperina em
linhagens de células de cancer de ovério resistentes a Paclitaxel (PAC) e Topotecano (TOP).
Os resultados mostraram que a piperina aumentou o efeito citotdéxico destes agentes
quimioterapicos em todas as linhagens de células resistentes testadas.

Foi relatado que a piperina suprime o crescimento do tumor e metastase em cancer de
Mama,*® também induz morte celular apoptética em melanoma humano, cancer de pulmdo,
em linhagens celulares de carcinoma colorretal e inibe a proliferacdo de células cancerigenas
da préstata humana através da indugéo de parada do ciclo celular.**

Em geral, ainda estdo sendo realizadas investigacdes para elucidar o mecanismo
subjacente de acdo anticancer da piperina.® A Figura 2 mostra uma proposta sobre o efeito da

piperina em células cancerigenas.
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Figura 2- Representacdo esquematica do efeito da piperina em células cancerigenas
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Fonte: Adaptado de Chinta et al, (2015)."

Como podemos observar, a piperina age inibindo a glicoproteina-P (P-gp), uma
proteina de efluxo da membrana plasmatica, que atua bombeando farmacos do interior para o
exterior celular. Esse bombeamento reduz a quantidade do farmaco no citosol e, como
consequéncia, diminui a fracdo do farmaco disponivel para ligagdo ao seu alvo. Outro
importante mecanismo de acdo relacionado a piperina diz respeito ao aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS), envolvidas em danos ao DNA. Como consequéncia desse efeito,
vias pré-apoptéticas sdo estimuladas, a exemplo da p53, a “guardia do genoma”, bem como
ocorre inibi¢cdo de moléculas-alvo importantes para a progressao do ciclo celular, tais como as
ciclinas D1, B1 e A, culminando na parada do ciclo. Tais eventos levam a ativacdo da
apoptose e morte da célula tumoral. Tem-se demonstrado que vias de sinalizacao e fatores de
transcricdo, intrinsecamente relacionados a proliferacéo, progressédo e sobrevivéncia do tumor
(como AKT e NF-«xB, por exemplo) sdo inibidos pela piperina. Tais vias estdo envolvidas, por
exemplo, na ativacdo da expressdo de proteinas como as metaloproteinases de matriz (MMP)
e COX-2 envolvidas no processo de metastase tumoral. Com a inibicdo das vias de
sinalizacdo e fatores de transcri¢do, ocorre diminuicdo das MMP e COX-2, e com isto ocorre

a inibicdo da metéstase.
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2.2.2.2 Atividade antimicrobiana

O numero de micro-organismos resistentes a medicamentos esta aumentando a niveis
alarmantes. A crise de resisténcia aos antibidticos tem sido atribuida principalmente ao uso
excessivo e inadequado desses medicamentos. Atualmente, hd ainda um sério agravante:
0 uso indevido de antibioticos durante a pandemia de Covid-19, que pode levar a aceleracdo
do surgimento e disseminacao da resisténcia microbiana, fazendo com que o tratamento eficaz
para infecgOes causadas por micro-organismos resistentes se torne cada vez mais desafiador
para os sistemas de satide publica. **%

Micro-organismos como bactérias e fungos tém a capacidade genética de transmitir e
adquirir resisténcia aos medicamentos.® Os agentes patogénicos resistem & acdo
antimicrobiana por meio de mecanismos como: reducéo da acessibilidade do medicamento ao
seu alvo molecular, diminuicéo da captacao celular e aumento do efluxo da droga, resultando
em uma concentracgdo baixa e ineficaz do medicamento, ou mutagdes que alteram seus alvos
moleculares, tornando o antibiético inatil.*®

Por ser um potente inibidor da P-gp a piperina aumenta a biodisponibilidade de varias
drogas sintéticas e naturais como por exemplo o quimioterapico Sulfadiazina e os antibidticos
Estreptomicina, Rifampicina, Pirazinamida e Isoniazida.’® Este efeito é observado quando
alguns medicamentos sdo co-administrados com a piperina, resultando assim numa maior
concentracdo plasmética dos farmacos, aumentando sua eficiéncia.>

Apesar das numerosas propriedades terapéuticas demonstradas pela piperina, as suas
atividades farmacologicas séo limitadas pela sua baixa solubilidade em meio aquoso e porque
seu uso em altas concentragfes pode ser toxico para 0s sistemas nervoso central e
reprodutivo.”® Como a estrutura da piperina possui Varios centros reativos, ela se torna um
importante candidato a modificacBes quimicas na tentativa de otimizacdo dos seus efeitos

bioldgicos e/ou obtencdo de compostos derivados com menor toxicidade.

2.2.3 Versatilidade da piperina na sintese de novas moléculas bioativas

Ao planejar o uso de produtos naturais como farmacos ou mesmo como matéria-prima
para sintese de novos compostos, geralmente ha uma limitagdo devido ao fato de que
metabdlitos especiais de origem vegetal sdo biossintetizados em pequenas quantidades e
normalmente sdo isolados de forma trabalhosa. A piperina € uma excecdo, devido a sua
abundancia e facilidade de isolamento,** além de possuir funcionalidades possiveis de sofrerem
variadas manipulaces sintéticas.
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Como mostrado na Figura 1, a estrutura piperina pode ser dividida em trés partes: (a)
uma porcdo aromatica contendo um anel metilenodioxi, (b) uma cadeia alifatica insaturada e
(c) o anel piperidina acoplado a carbonila. Todas essas partes foram exploradas pelos
quimicos em uma tentativa de sintetizar varios derivados da piperina com propriedades
bioldgicas melhoradas.>

A estrutura da piperina nos permite aplicar varias reagdes bases da quimica organica,
como por exemplo reacbes de reducdo com LiAlIH;, NaBH4 reacdo de hidrogenacdo
catalisada com Pd/C, hidrélise para obtencdo de acido carboxilico, reacdes para obtencdo dos
derivados de &cido, além de varias outras reacdes possiveis. Tais estruturas podem servir
como intermediarios para a sintese de varios compostos derivados com diversas aplicacdes
relevantes. Algumas metodologias relatadas na literatura para a preparacdo de derivados da

piperina (1) estdo esbocadas no Esquema 4.

Esquema 4- Algumas possibilidades de reac6es da piperina
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A abordagem a envolve a hidrolise da amida para formacédo do acido pipérico (2), o

qual pode ser empregado para diversas aplicacbes em sintese organica, dando varias
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possibilidades de compostos derivados. A reacdo envolve uma hidrolise basica utilizando
solucdo etandlica de KOH 20% seguida de acidificacio com solugdo 10% de HCL® A
abordagem b faz uso do NaBH, como agente redutor do grupo carbonila, para gerar a amina
terciaria derivada da piperina (3).> A abordagem c trata-se, também, de uma reducdo
quimiosseletiva, através da hidrogenacdo catalitica utilizando o catalizador de Pd/C, sendo
possivel reduzir seletivamente as ligagcdes duplas alifaticas da piperina, formando o composto
(4). Outra reacao possivel é a quebra do anel 3,4-metilenodioxi da piperina, como mostrado
na abordagem d. Essa reacdo ocorre através da reacdo com o tribrometo de boro, formando o
3,4-dihidroxifenil correspondente (5).>* A partir do intermediario (2), é possivel realizar uma
série de reacBes. Alguns exemplos sdo mostrados nas abordagens e, f, g, h, i e j. Na
abordagem e, temos a reacdo do acido pipérico (2) com alcoois em presenca de DCC/DMAP,
para formacdo de ésteres (6) que, através da reducdo com LiAlIH, em presenca de AICls, é
possivel obter um alcool alilico (7), que pode ser oxidado com MnO, ao aldeido
correspondente (8),>* que é um intermediario aplicavel em diversas sinteses. A abordagem h
consiste na formacdo do cloreto de acido (9) que pode ser convertido em muitos outros tipos
de compostos pelos mecanismos de substituicdo nucleofilica acilica. A abordagem i envolve a
formacéo de amidas (10) através da reacdo de aminas com o &cido pipérico (2) na presenca do
cloridrato  de  1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida  (EDC.HCI) e  1-
hidroxibenzotriazol (HOBL), as quais também podem ser obtidas a partir da reacdo do cloreto
de acido (9) com aminas variadas. A abordagem j consiste na hidrogenacdo catalitica com
Pd/C do intermediario (2), reduzindo as duplas alifaticas gerando o acido carboxilico
correspondente (11) que, dentre vérias possibilidades, através da reacdo de nitragdo utilizando
HNOg3conc), gera o acido carboxilico com o grupo nitro substituinte (12).%°

Outro exemplo de aplicacdo da piperina na sintese organica € sua utilizacdo na
obtencdo de compostos heterociclicos. Os compostos carbonilicos o, B-insaturados sdo
considerados como o ndcleo principal para sintetizar muitos compostos heterociclicos
importantes. Logo, a piperina pode ser um material de partida para obtencdo destes
compostos. No Esquema 5 temos algumas reacdes para obtencdo de compostos heterociclicos

derivados da piperina.
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Esquema 5- Obtengdo de compostos heterociclicos a partir da piperina
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Através da reacdo direta da piperina com a hidrazina (I), fenil-hidrazina (II), ureia

(111, tioureia (I'V) e hidroxilamina hidroclorada (), é possivel obter os compostos 13, 14,
15, 16 e 17 respectivamente.®™ Apés a hidrélise basica da piperina (i), para obtencéo do acido
pipérico (2), seguido da reacdo com cloreto de oxalila (ii), para sintese do seu cloreto de acido
(9), podemos obter compostos heterociclicos dos sistemas 1,3,4-oxadiazdis, 1,2,4-oxadiazdis,
triazois e compostos mesoidnicos. A abordagem (V1) envolve a reagdo do cloreto do acido
pipérico (9) com a 1,4-difenil-tiosemicarbazida, sendo possivel obter o composto mesoidnico
(18).*° A abordagem (V1) mostra a reacdo com a benzamidoxima formando o derivado 1,2,4-
oxadiazélico (19).°°® Na abordagem (VI11) temos a reacdo do cloreto de &cido (9) com a
hidrazina, formando a hidrazida (20), que serve como precursor de varios compostos. Alguns
exemplos sdo mostrados nas abordagens 1X, XI e XII. A reacdo do intermediario (20) com
dissufeto de carbono (IX), forma o intermediario (21) que quando submetido a refluxo com
solucéo etanolica de KOH seguido da reacdo com haletos de alquila (X) forma os compostos
1,3,4-oxadiaz6is(22).>" A abordagem (X1) mostra a reacdo da hidrazida do &cido pipérico (20)
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com CS;, em solucdo alcodlica de KOH, seguido da reacdo para substituicdo no nitrogénio
formando os 1,3,4-oxadiazois-2-tionas N-substituidos (23).*® Na abordagem (XI1) temos a
reacdo da hidrazida (20) com diferentes isotiocianatos formando as carbotioamidas (24) que
reagem com solucéo de NaOH,q) (X111) dando origem aos triazois correspondentes (25).
Diante disso, a piperina pode ser considerada como uma fonte para obtencdo de
arcaboucos estruturais interessantissimos, pois, através de uma série de rea¢Bes quimicas é

possivel construir inimeros derivados com potenciais atividades biologicas.

2.2.4 Atividades bioldgicas dos derivados da piperina

A andlise estrutural de compostos naturais e sua capacidade de sintetiza-los
permitiram que os quimicos modificassem esses compostos a fim de suprimir ou melhorar
certas caracteristicas como solubilidade, eficiéncia ou estabilidade no corpo humano.*®

Na literatura, encontram-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 seus derivados e andlogos. Varios destes derivados foram
mais ativos do que a prépria piperina, e isto implica que rotas sintéticas para obtencdo de
novos analogos e derivados desta amida natural s&o altamente desejéaveis. °**’.

Podemos citar como exemplo da potencialidade dos derivados da piperina, o trabalho
realizado por Rao e colaboradores,” que sintetizaram novos derivados da piperina a partir do
acoplamento do acido pipérico (2) com ésteres de (D e L) aminoacidos. Os compostos alvos
(26) foram preparados através da reagdo utilizando acido borico em quantidade catalitica e
refluxo em tolueno. A amidacdo catalisada por acido borico se mostra bastante vantajosa.
Alguns estudos recentes empregam o acido boérico como um catalisador verde, barato e
acessivel, além de permitir a formacdo direta de amidas a partir de &cidos carboxilicos e
aminas em geral.®* Nesta reacdo, o 4cido bérico ativa a carbonila do acido pipérico, reduzindo
a densidade eletrénica no carbono carboxilico, tornando-o mais eletrofilico e mais propenso a
adicdo nucleofilica da amina. Desta forma, os autores obtiveram os produtos finais com

rendimentos entre 70-88% (Esquema 6).
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Esquema 6- Sintese dos derivados da piperina acoplados com ésteres de aminoacidos
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Fonte: Adaptado de Rao et aI, (2012).%

As atividades citotoxicas destes novos derivados foram avaliadas frente as seguintes
linhagens de cancer humano: neuroblastoma (IMR-32), mama (MCF-7), préstata (PC-3, DU-
145), célon (Colo-205) e figado (HEPG-2). Os resultados mostraram que a maioria dos
derivados apresentaram atividade citotdxica superior a piperina. Verificou-se que os ésteres
de L-aminoacidos foram mais eficazes que os D-aminoacidos, e que os aminoacidos alifaticos
sdo mais eficazes do que os aromaticos. Analogos com cadeia lateral heteroaromética também
foram bons agentes citotdxicos. Pelos resultados obtidos, a histidina (26p) e a glicina (26a)
podem ser identificadas como a melhor cadeia lateral possivel entre os aminoacidos
analisados contra as linhagens de cancer testadas. ®

Santos e colaboradores®® sintetizaram um novo amido-éster derivado da piperina,
denominado HE-02 (27). Inicialmente, a piperina foi convertida a 4cido pipérico, que reagiu
com solucéo etandlica de KOH para obtencdo do piperato de potéssio (I11), que atuou como
nucledfilo na reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) (V) com a 2-Cloro-N-(4-
nitrofenil acetamida, obtida a partir da reacdo da p-nitro-anilina com o cloreto de cloro

acetila (1V). Desta forma, eles obtiveram o HE-02 com 68% de rendimento (Esquema 7).

Esquema 7- Sintese do composto piperato de N-(p-nitrofenil) acetamida (HE-02)
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Fonte: Adaptado de Santos et al, (2018)63

Eles avaliaram os efeitos antitumorais e toxicolégicos in vivo do HE-02, utilizando o

modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich. O mecanismo foi feito com a concentragéo de 12,5
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mg/kg de peso de animal. Apds nove dias de tratamento com HE-02, eles observaram
inibicdo significativa do crescimento tumoral considerando o parametro de viabilidade
celular. Além disto, 0 HE-02 ndo induziu dano hepatico nas condicdes avaliadas, além de
produzir baixa citotoxicidade em eritrécitos de camundongos. Com este estudo pode-se
concluir que a molécula apresenta potencial atividade antitumoral via mecanismos
antiangiogénicos e imunomoduladores, e que a substituicdo do anel piperidina por um
amidoéster no HE-02 reduziu a toxicidade do composto em relagdo ao composto original .*®
Shankar e colaboradores® sintetizaram amidas derivadas do acido pipérico, obtido a
partir da hidrolise basica da piperina extraida da pimenta-do-reino, e do acido 4-etil-pipérico,
que teve como precursor o piperonal. Os acidos pipérico e 4-etil-pipérico foram acoplados a
dipeptideos ciclicos (Lys-Pro) e (Orn-Pro) a partir da reacdo de amidacdo feita na presenca da
carboimida EDC.HCI e N-metilmorfolina (NMM). Desta forma, foram formados os produtos
28 e 29, derivados do &cido pipérico, e os produtos 30 e 31 derivados do acido 4-etil pipérico.

(Esquema 8).

Esquema 8- Obtencao dos derivados do acido pipérico e acido 4-etil-pipérico
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Fonte: Adaptado de Shankar et al, (2018).%

Eles testaram a atividades dos compostos frente as linhagens celulares de cancer de
mama (MCF-7, MDA-MB-231), cancer de prostata (PC-3), cancer de célon (HCT-116) e
cancer pancreéatico (MIA PaCa-2). Os resultados mostraram que o composto 31 apresentou uma
potente atividade anticancer frente as linhagens MDA-MB-231 (Clsp= 1,3uM), PC-3 (Clso=
3,5uM), MCF-7 (Clsp= 8,9uM), MIA PaCa-2 (Clsp= 9,6uM). Além disso, este composto
apresentou toxicidade minima contra linhagem de células epiteliais mamarias normais (fR-2),
mostrando a seletividade da molécula frente as células tumorais. Os resultados da avaliacéo in
vivo do composto 31 em modelo de cancer de mama ressaltaram seu potencial antitumoral e

antimetastatico em uma dose segura e toleravel de 20 mg/kg.
-—sA 0 — 01
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Venugopal e colaboradores® sintetizaram trés novos analogos da piperina com o 4cido
dipeptidil-bordnico. Inicialmente, a piperina, extraida da pimenta-do-reino, foi hidrolisada a
acido pipérico, este foi submetido a hidrogenacédo catalisada com Pd/C para formar o acido
tetra-hidro-pipérico, e submetido a bromacéo para obtencéo do acido tetra-bromo-pipérico. Os
acidos pipérico, tetra-hidro-pipérico e tetra-bromo-pipérico foram acoplados com o grupo
amino do éster a-amino-acil-fenil-alanina pinanodiol bordnico utilizando a carbodiimida
EDC.HCI e HOBL, que foi escolhido como agente de acoplamento devido a sua seletividade e
pelo subproduto ser soltivel em agua, o qual pode ser lavado para administrar o produto puro.
Em seguida o éster do derivado bor6nico foi submetido a hidrdlise, sendo obtidos os

compostos 32, 33 e 34 com rendimentos entre 80-66%.% (Esquema 9).

Esquema 9- Obtencdo dos analogos da piperina derivados do acido dipeptidil-boronico.

(o]
SOPAE S
(o] Piperina

‘ 1) KOH/EtOH

refluxo
2) Hc'(conc)

Br Br O
Brz

OH PdIC NH4HCOZ
( EtOH, 20-25°C)

Acido tetra-hidro-pipérico

:@/\/\)J\

Acido pipérico

(CH,Cl,, 20-25°C)

0 OH
<

Br Br

Acido tetra-bromo-pipérico

b
(b) (b)
(b)

CH,
EDC.HCI, HOBt

Br Br o
0
NNy < N
)
Sol. 1N, HCI (a
(c) | SO 1N, HCI (aq) CHs Sol. 1N, HCI (aq) (c) MeOH/Hexar(wq)
MeOH/Hexano (€) | MeOH/Hexano (25-30°C)
(25-30°C) (25-30°C)
Br Br o OH
H /
8. 0 N N_B-on
N-B-on o < H 6 2 cH
CH3 o Br Br \( 3
34 CHs

CH3

78% 80% 66%

Fonte: Adaptado de Venugopal et al, (2014).%

Eles testaram as atividades antimicrobiana e anticancer dos compostos. Todos 0s
compostos sintetizados apresentaram atividades anticancer frente as linhagens de cancer de
mama (MCF-7), carcinoma cervical (HelLa) e cancer pancreatico (MIA PaCa-2). Todos 0s

analogos sintetizados foram superiores a piperina em relacdo as propriedades citotoxicas e
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antimicrobianas. O Composto 33 apresentou melhor atividade citotdxica e os menores valores
de Clso. O composto 32 mostrou menor valor de CIM, mostrando uma boa atividade
antifingica. Os resultados mostraram que, para atividade citotoxica, a reducdo das ligacdes
duplas na piperina resultaram em menor atividade, e que a bromacdo das ligagdes duplas
diminuiu ainda mais a atividade anticancer dos compostos derivados. O contrario acontece
para atividade antimicrobiana, em que a reducdo de ligagcbes duplas ou a bromacéo de
ligac6es duplas aumentaram a atividade.®

O desenvolvimento de moléculas conjugadas entre produtos naturais e moléculas
sintéticas surgiu como uma nova abordagem na descoberta de novos agentes bioativos®
Kharbanda e colaboradores® sintetizaram vinte derivados da piperina contendo o grupo
benzotiazol e avaliaram o potencial antidiabético destas substancias. Inicialmente, a piperina
foi convertida a acido pipérico e em seguida reagiu com os benzotiazois substituidos (3a-j) e
(4a-j) formando os compostos (35a-j) e (36a-j) respectivamente. Os resultados mostraram
que nove dos vinte derivados demostraram atividade antidiabética significativamente maior

em comparagao com os padrdes piperina e rosiglitazona, (Esquema 10).

Esquema 10- Sintese dos derivados da piperina contendo o grupo benzotiazol
(o]

1)KOH refluxo, 24h <°:©/\/\)LOH
2)HCI
@/\/\)J\ O ) o HOBt, EDC, r-t

S— X
HOBt, EDC, r.t HNHN—C ]|
H N—<sj® N XR
25 N 4(a-j)

3(a-j)

— H
o} AN -N
o s \ /\ ]©/\/\)LH s
0 SN /L\N R <o _ Z//
< H 36(a-j) 7 )\
o) 35(a-j) =

R

a) 4-Cl, b)5-Cl, c) 6-Cl, d) 6-Br, e) 6-F, f) 4-OCHs , g) 6-OCH , h) 6-OCH,CH; , i) -CH, ), j) -NO,
Fonte: Adaptado de Kharbanda et al, (2016)*

Qu e colaboradores® sintetizaram derivados fenilsulfonil-hidrazona derivados da
piperina a fim de investigar a potencialidade destes compostos como agentes narcoticos
boténicos contra a lagarta oriental, M. Separata. Inicialmente a piperina foi hidrolisada a
acido pipérico (1), seguido da formacdo do piperato de metila (I1), que sofre reducdo na
presenca de LiAIH4/AICI; (111), o alcool primario formado é oxidado com MnO, (IV) para
produzir o aldeido que reage com diferentes fenilsulfonil-hidrazidas (\/) para obtencdo dos
derivados fenilsulfonil-hidrazonas (37a-f). Os resultados mostraram que compostos 37c e 37e
s8o promissores agentes narcoticos botanicos com ampla aplicagdo no campo da quimica dos
pesticidas (Esquema 11).

R
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Esquema 11- Rota sintética para a preparacao de fenilsulfonil-hidrazonas derivadas da piperina

0 amn
<o]©/\/\)L (I) WOH _(IL < D/\/\)‘\O/ —
)
< ]@N\A <OI>WO S <o

X \N/\('S?/R
i

(V)
37(a-f)

37a Ph; 37b: (4-CH;)Ph;37c: (CH,CH,)Ph; 37d: (4-OMe)Ph; 37e: (4-Br)Ph; 37f: (3- NOZ)PhJ

Reagentes e condigdes: (I) KOH, 95% etanol, refluxo, 16h, sol. HCI, 93%. (II) Metanol, H,SOy4, refluxo, 16h, 91%.
! (I11) LiAIH4/AICI3, THF, 0°C, 4h, 58%. (IV) MnO,, THF, refluxo, 4h, 75%. .
(V) fenilsulfonil hidrazidas, etanol, 1-3h, 40-72%.

Fonte: Adaptado de Qu et al, (2015).>*

Soares®® sintetizou novos heterociclicos do sistema 1,2,4-oxadiazéis derivados da
piperina e avaliou suas atividades tripanocidas. O Esquema 12 descreve a estratégia sintética
utilizada para obtencdo dos compostos derivados da piperina. Inicialmente a piperina sofre
uma hidrolise basica seguida da hidrogenacdo catalitica com Pd/C para hidrogenacdo das
ligacbes duplas alifaticas, apos essa etapa, 0 nitro-composto foi preparado através da reacéo
de nitragdo com HNOgzcon Para a formagdo do produto final temos uma reagéo de
substutuicdo nucleofilica acilica dos respectivos cloretos de &cido com a benzamidoxima, em
piridina, que atua como base e solvente nesta reagdo. O resultado da avaliacdo da atividade
destes novos derivados contra a forma epimastigota do T. cruzi mostrou que o oxadiazol 38,

derivado direto da piperina, foi o composto mais ativo da série.

Esquema 12- Obtengéo dos compostos heterociclos do sistema 1,2,4-oxadiazol derivados da piperina

o [o]
1)KOH EtOH X OH 1)Reducdo catalitica <° OH
—_— -
2)HCI 2)Nitragio o X i-:o
=NO;
OH
o N
1 cl |2 | o OH
b ety NH, , Py 1 ala N\
o ) CIJ\( NH, , Py
g .
o-N o-N
\ \
o) XA fo) X
< " §
< X=H 39
0 38 o X  X=NO, 40

Fonte: Adaptado de Soares, (2009).%

Ferreira e colaboradores™ sintetizaram novos compostos mesoidnicos do sistema
1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina derivados e analogos da piperina, afim de avaliar sua atividade
antichagassica. O Esquema 13 mostra a rota de obtencdo dos compostos. A etapa chave desta
sintese envolve a reacdo entre 0s respectivos cloretos de &cidos e a 1,4-difenil-
tiosemicarbazida formando os compostos mesoionicos 41, 42 e 43. Os resultados mostraram
que a molécula 41, apresentou, nas avaliagdes in vivo, diminuicdo da parasitemia a niveis nao

detectaveis, com perfil de atividade tripanocida comparavel ao benzonidazol. Concluindo que
-—sA 0 — 01
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esse novo derivado mesoiénico € um 6timo candidato a farmaco aplicavel ao tratamento da

doenca de Chagas.

Esquema 13- Estratégia para obtencdo dos compostos mesoidnicos do sistema 1,3,4-tiadiazolio-2-
fenilamina derivados da piperina.

Is DY
o o o
<OJ©/W)LO 1)KOH, EtOH <o X oH "Redugo catalitica <0 OH
A —_— -
2)HCI 2)Nitragio X=H
o ) o s ° X X=NO,
o
RIFESCRE Phoy Ay Nopy S y
a ) H H y 9 al2 P"‘NJ\N'N Ph
o’y NN
o
cl
. _
N/"{ cl
+
o) s Ly N/"<
< o] / NH
o Y] <
X=H 42
° X  Xx=No, 43
. J

Fonte: Adaptado de Ferreira et al, (2009).%

2.2.5 Esteres derivados da piperina

A sintese de novos compostos derivados de produtos naturais bioativos abre um amplo
espectro de possibilidades estratégicas no que se refere a modular ou até mesmo inserir novas
atividades. A realizacdo de modificacOes estruturais, como a esterificacdo, por promoverem o
aumento da lipofilia das moléculas, podem ampliar a eficacia farmacologica e/ou contribuir
para a formacdo de novos compostos com propriedades farmacoldgicas distintas.

Choochana e colaboradores®® desenvolveram ésteres derivados do &cido pipérico como
novos compostos de protecdo UV, e realizaram um ensaio de citotoxicidade utilizando células
de fibroblastos de pele humana. Inicialmente, a piperina foi submetida a hidrélise basica para
obtencdo do acido pipérico e os ésteres foram obtidos através da reacdo deste acido com os
alcoois metanol, butanol, propanol, isopropanol e isobutanol através da reacdo de Steglich.
Desta forma, foram obtidos o piperato de metila (84,94%), etila (92,79%), propila (62,39%),

isopropila (84,60%) e isobutila (92,50%) com étimos rendimentos, (Esquema 14).

Esquema 14- Esterificacdo do acido pipérico com &lcoois utilizando a reacao de Steglich.
o

o

DCC, DMAP

—®» 0 X -R
o N-"N"N0H ROH, CH,Cl,, RT  { o
< o 44(a-e)
)

44a: CHy; 44b: CH,CH,; 44c: CH,CH,CH;; 44d:(CH,),CH; 44e: (CH;),CHCH,.

Fonte: Adaptado de Choochana, (2015).%

Os resultados mostraram que o piperato de isopropila (44d) apresentou um alto
potencial para ser um agente de protecdo UV com alto FPS, alta relacdo UVA/UVB, com
baixa citotoxicidade para as células de fibroblastos da pele humana.®®
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Um novo éster derivado da piperina foi sintetizado por Paengsri e Baramee.®” O
composto (45) foi obtido a partir da esterificacdo do 2-hidroxi-1,4-naftoquinona com o cloreto
de acila do acido pipérico, obtido a partir da reacdo do acido pipérico com o cloreto de oxalila

(Esquema 15).
Esquema 15- A sintese do novo éster derivado da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona
o KOH, EtOH
(o] X N refluxo, 24h [o) X OH
4>
<0 O HCl(aq), 0°C <0
o (cociy,
OH
o

o 25°C, 6h
(o] (o]
2-hidroxi-1,4-naftoquinona 0 NN Cl
0 NN - {
( Refluxo, 5h o
o 45 fo)

Fonte: Adaptado de Paengsri e Baramee, (2013).”

Os autores avaliaram a atividade anticancer do novo derivado frente as linhagens de
cancer de mama (MCF-7) e cancer de pulmdo (NCI-H187). O composto 45 apresentou
atividade inibitoria significativa contra as linhagens de céncer testadas, com os valores de
(Cl5p=3,84 pg/mL) para MCF-7 e (Clsp=2,24 pg/mL) para NCI-H187. Além disto, o
composto foi considerado como ndo citotoxico contra células Vero, (uma linhagem
estabelecida a partir de células renais de macaco verde africano)®’, o que demonstra a
seletividade da molécula pelas células tumorais, ndo causando danos as células sadias.

Ali e colaboradores® sintetizaram dezenove ésteres triazois derivados da piperina e
avaliaram suas atividades antiinflamatorias in vivo. Para a sintese dos compostos, inicialmente
a piperina foi hidrolisada a &cido pipérico, que reagiu com o 3-bromo-1-propino, na presenca
de carbonato de cesio em THFseco), gerando o éster (46) que sofre uma reagdo de cicloadicéo
1,3-dipolar com as azidas aromaéticas resultando na sintese dos compostos finais 47(a-s).
Como demonstrado no Esquema 16.%

Esquema 16- Esquema para obtencdo dos ésteres derivados da piperina

o
o 1)EtOH, KOH o B
o] X N refluxo o) NN NoH = <0 X O/\\\
< ) g S oo -
o 2)Hel o THF(seco)
refluxo CH4COONa
NaN;, ArN;
o
R R R R R
47a H 47e 2-F 47i4CH3 47m 2.0-CH; 47q 3,4-di-CH,4 [o] X o N
N
47b 4-F 47t 2-CI 47j O-CHj3 47n 4.0C.H 47r 4-NO < \
2'15 2 N
47c 4-Cl 479 2-Br  ,nacH,  AT0 ,.arel 4TS 300 o 47(a-s)
47d 4-Br 47h 3-CI 2Ms 47 ,4-di- -NO,
4714-0CH; P 34.di-cl
R

Fonte: Adaptado de Ali et al, (2015).2
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Os compostos foram testados quanto sua atividade anti-inflamatoéria in vivo pelo
modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina. Os resultados indicaram que 0s
compostos (47e-g) e (470-q) possuem atividade anti-inflamatéria significativa. Entre os
compostos avaliados, 0 composto 47g apresentou melhor atividade (76,12% as 3h e 80,40%
de inibicdo as 5h) em comparacdo com o fa&rmaco padrdo indometacina (72,05% as 3h e 77,02
as 5h). Os produtos 47e (70,81%), 47f (76,71%), 470 (71,21%), 47p (72,97%) e 47q
(70,27%) também mostraram atividade anti-inflamatoria significativa comparavel a droga
padrdo indometacina em 5 h de inflamac&o, e maior que a piperina que mostrou 54,72% de
inibicdo em 5 h. Os compostos que apresentaram atividade anti-inflamatoria significativa
foram testados quanto sua atividade analgésica in vivo pelo método de teste de contor¢Ges. Os
resultados mostraram que o composto 47g mostrou atividade analgésica (54,09%) em
comparacdo ao medicamento padrdo indometacina (57,43%). Os compostos 47f, 470 e 47p
também mostraram boa atividade analgésica. O estudo de relacdo estrutura-atividade mostrou
que a presenca de grupos retiradores de elétrons no anel aroméatico diminuiu o efeito anti-
inflamatorio in vivo em comparacdo com a presenca de grupos doadores de elétrons. Foi
observada uma melhor atividade anti-inflamatdria in vivo para compostos com o0 grupo
halogénio na posicdo orto do anel aroméatico em comparacdo com o halogénio ligado a
posicéo para. A ordem crescente de atividade encontrada foi F <CI <Br."

Han e colaboradores®® sintetizaram um novo éster derivado da piperina. O processo
sintético incluiu trés etapas que estdo descritas no Esquema 17. Primeiramente, a piperina €
hidrolisada a acido pipérico e em seguida reage com o carbonildiimidazol (CDI) em DMSO
sob atmosfera de N, a 70°C por 4 h. O éster foi obtido pela reacdo entre o acido pipérico
ativado e o grupo hidroxila do amido. A atividade anti-hiperlipidémica do composto 48 foi
avaliada por testes farmacoldgicos e os resultados indicaram que a molécula apresentou alta

atividade anti-hiperlipidémica.
Esquema 17- Rota sintética para obteng&o do éster derivado do acido pipérico e do amido.

o o
1)E{OH, 20%KOH N
<O]©/WJ\[O refluxo s <°]©/\/\)J\OH ?L
2) HCI /7 NN\
o ) o {l\a \:}

DMSO, 70°C
4h, N,

OH OH
0/%/%‘ NP
[o]
s oy © N7
J i <0:©/\/\)L\;’>
H

o
DMSO, 80°C N\
4h, N, * L\} +CO,

Fonte: Adaptado de Han et al, (2008).%
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Sivashanmugam e Velmathi®® substituiram o grupo amida da piperina por ésteres alifaticos
e aromaticos. Inicialmente a piperina foi hidrolisada a acido pipérico, este foi convertido ao
seu respectivo cloreto de acido a partir da reacdo com o cloreto de tionila. O cloreto do &cido
pipérico reagiu com os alcoois e fendis (a-j) formando 12 ésteres derivados da piperina 49(a-l),
(Esquema 18).

Esquema 18- Esquema geral para sintese dos ésteres derivados da piperina.

o o Q i R
. .. [o] AV .
o A N (i) o A oH ﬂ» <O S cl M» < D/\/\)‘\O
<o <0 o o 49(a-l)

(i) NaOH, EtOH, Reflux. (ii) DCM, SOCl,, 0°C. (iii) (a-l), RT

NN
a)Ngy b) ~oH ¢ OH d) oy o) ASNOH ) OH
OH Kk OH, 1) OH

'§30° 58 5" 5

Fonte: Adaptado de Sivashanmugam e Velmathi (2021).%°

Eles avaliaram as propriedades antibacterianas dos compostos sintetizados frente as
cepas de Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis e Staphylococcus epidermidis. Os resultados mostraram
que os derivados apresentaram atividade antibacteriana superior a piperina em todas as
concentracOes avaliadas. Os derivados 49-c, 49-i e 49-j apresentaram melhor atividade entre
todos os derivados para todas as bactérias testadas.

Wang e colaboradores’™ planejaram e sintetizaram uma série de derivados da piperina
acoplados com compostos fenolicos naturais de 6leos essenciais e avaliaram suas atividades
antiflngicas contra varios fungos fitopatogénicos. Os compostos finais 50(a-g) foram obtidos
a partir da reacdo de esterificacdo do acido pipérico com os compostos fendlicos (a-g) na
presenca de DCC, DMAP em acetonitrila, Esquema 19.

Esquema 19- Esquema para obtencéo dos ésteres derivados da piperina

o o 0
<0 A N (i) <O NN OH M» <0:©/\/\)‘\°
o o o 50(a-g)

(/) KOH, EtOH, Reflux, 15h. (ii) Compostos fendlicos naturais (a-g), DCC, DMAP, MeCN, 40°C

a) b) c) @0 d) Z e b I
HO 0> HOQ/\/ HO
HO HO o HO o; HO 0o
~ |
(o)

~

Fonte: Adaptado de Wang e colaboradores (2020).”

Os compostos 50(a-g) tiveram suas atividades antifingicas in vitro avaliadas contra
seis fungos patogénicos de plantas comuns (Rhizoctonia solani, Fusarium graminearum,
-—sA 0 — 01
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Alternaria tenuis Nees, Gloeosporium theae-sinensis, Phytophthora capsici, Phomopsis
adianticola). Os resultados para esta série de compostos mostraram que 0s compostos 50a e
50d apresentam melhor atividade fungicida.

Chavarria e colaboradores™ sintetizaram ésteres e amidas derivadas da piperina, e
avaliaram suas atividades inibitdrias significativas contra hMAO-A e hMAO-B. Em
particular, os inibidores da MAO sdo usados na terapia das doencas de Alzheimer e
Parkinson. A forma de obtencdo dos compostos esta descrito no Esquema 20. A amidacdo do
acido pipérico com anilina ou benzilamina foi mediada por PyBOP, produzindo as amidas 51
e 52. Os ésteres do acido pipérico foram sintetizados seguindo duas estratégias diferentes: o
Composto 53 foi preparado por uma esterificacdo de Steglich entre &cido pipérico e o fenol
utilizando EDC.HCI e DMAP, e o Composto 54 foi sintetizado a partir de uma reacdo de

substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) entre o acido pipérico com o brometo de benzila.
Esquema 20- Estratégia sintética para obte¢do das amidas e ésteres derivados da piperina

o o o
o) X a o) SN bcoud O NNy R
rO OH _,<
< — <
o o o

(51) X= NH; R = C¢H5 (53) X=0; R = C4H5
(52) X=NH; R = CH,C¢H5 (54) X=0; R = CH,C¢Hs

(a) NaOH 2M, MeOH, refluxo, 24h; (b) 1. DMF, DIPEA, PyBOP, CH,Cl,, 0°C, 30min; 2. Benzilamina, rt, durante a noite;
(c) 1. EDC.HCI, DMAP, CH,Cl,, rt, 30 min; 2. Fenol, rt, overnight; (d) K,CO3, DMF, rt, 30min; 2.Brometo de benzila, 80°C, 8h.

Fonte: Adaptado de Chavarria et al, (2019)."*

Os resultados da atividade bioldgica da piperina e seus derivados mostraram que 0
acido pipérico e as amidas 51 e 52 ndo apresentaram atividade inibitoria significativa aos
10uM contra hMAO-A e hMAO-B. Em contraste, os ésteres 53 e 54 exibiram atividades
inibitérias de hMAO relevantes, com valores de Clsy para hMAO-B inferiores a piperina e
dentro da faixa nanomolar (Acido pipérico: Clse= 1,05 uM; Composto 54: Clsp= 169 nM;
Composto 53: Clsp= 156 nM). Os resultados preliminares sobre o perfil biolégico da piperina
e seus derivados sugerem gque modificacdes estruturais do grupo carbonilamida afetam néo
apenas capacidade de inibir hMAOs em concentragdes fisiologicamente relevantes, mas
também a poténcia dos compostos obtidos.”

Sakagami e colaboradores (2017) investigaram a citotoxicidade e atividade anti-HIV
de onze ésteres derivados do &cido pipérico e realizaram uma analise quantitativa de relacédo
estrutura-atividade (QSAR). Os compostos foram sintetizados pelo acoplamento do &cido
pipérico com os alcoois apropriados, na presenca de trifenilfosfina (PhsP) e o0 azocarboxilato

de isopropila, como mostrado no Esquema 21."
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Esquema 21- Estratégia sintética para obtengdo dos ésteres derivados da piperina utilizando P(Ph)s.
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Fonte: Adaptado de Sakagami et al, (2017)"2

Os testes de citotoxicidade foram feitos contra quatro linhagens de células humanas de
carcinoma oral de células escamosas (Ca9-22, HSC-2, HSC-3, HSC-4) e trés de células
mesenquimais normais (HGF, HPLF, HPC). Para atividade anti-HIV, em contraste com 0s
agentes anti-HIV populares (sulfato de dextrano, sulfato de curdlan, azidotimidina, 2', 3'-
didesoxicitidina) (SI = 300-5805), nenhum dos ésteres pipéricos protegeu as células do efeito
citopatico da infeccdo pelo HIV (SI < 1). Os resultados da atividade citotoxica mostraram que
cinco esteres feniletilicos (55c, 55d, 55e, 55f e 55¢g) apresentaram citotoxicidade e
especificidade tumoral relativamente mais altas, sem ou com a introducgdo de grupo hidroxila
ou grupo metoxi no anel benzénico. O éster fenilmetilico (55a) também apresentou maior
especificidade tumoral, mas a remocdo do grupo metoxi (55b) resultou em reducéo
significativa tanto da citotoxicidade quanto da especificidade do tumor e os ésteres com
cadeias laterais mais longas (55h, 55i, 55j, 55k) foram essencialmente inativos. Entre os onze
ésteres derivados do acido pipérico, o0 Composto 55d apresentou a maior citotoxicidade contra
as linhagens celulares de carcinoma oral de células escamosas, mostrando ter uma potente
atividade antitumoral. Tais resultados sugerem que a modificacdo da estrutura do esqueleto
dos ésteres do &cido pipérico pode produzir compostos mais seletivos.”

2.3 Cloro ésteres
2.3.1 &-Cloro-ésteres

A transformacéo de éteres ciclicos em haloésteres € um método direto para a producao
de intermediarios sintéticos bifuncionais, sendo uma reacdo versétil e muito atraente na
sintese organica.” No entanto, o uso de condicdes fortemente acidas frequentemente leva a
formacéo de produtos secundarios. Assim, um catalisador suave e eficiente para a clivagem de
éteres ciclicos e aciclicos com cloretos de 4cido séo altamente vantajosos.”

A clivagem do tetrahidrofurano (THF) com cloretos de acila para formacdo de ésteres
derivados 4-clorobutila é uma reacéo Util, particularmente na sintese de produtos naturais e de
moléculas polifuncionais onde deseja-se colocar um grupo espacador de 4 carbonos.”® Essa
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reacdo pode ser feita na presenca de cloretos acidos e &cidos de Lewis tais como ZnCl,, FeCls,
SnBr,,CoCly, AlICI3,YCls, LnCls, Mg, Al, Zn, entre outros.” (Esquema 22).

Esquema 22- Esquema geral para obtencéo de 5-cloro-ésteres a partir do THF

(o) (o) .
Catalisador
. Catalisador /~ M _{_ci

Pasha’® realizou a reagdo para obtencdo dos -cloroésteres com diferentes cloretos de
acido na presenca de quantidades cataliticas de pé de zinco, na auséncia de qualquer solvente
adicional, sob condic¢des normais e utilizando um ultrassom em um banho sénico operando a
35 KHz. Foi observado que a reacdo pode ser realizada utilizando quantidades cataliticas de
po6 de zinco, mas que sem pd de zinco a reacdo ndo ocorre. Sob a influéncia do ultrasson a
velocidade da reacdo aumenta e a reacdo se completa de 5 a 50 minutos e os diferentes o-
cloroésteres sdao obtidos com rendimentos de 92% a 96%. Enguanto na reacdo sob condicGes
normais os rendimentos dos produtos variaram entre 76% e 86% e a reacdo levou até 24h para
conclusdo. O que mostra que o método se mostrou bastante simples e economicamente viavel
para a preparacao desses compostos.’®

Pasha e Manjula”™ obtiveram os &-cloroésteres utilizando magnésio como catalisador
para clivagem O-acilativa do THF na presenca de cloretos de acila a 25 °C. O procedimento
se mostrou simples, eficiente, economicamente viavel, livre de solvente e condicbes de
temperatura ambiente, sendo possivel obter os compostos finais com excelentes rendimentos.

Enthaler e Weidauer’’, depois de estudarem as condicdes da reagdo, obtiveram os &-
cloroésteres utilizando ZnCl, (1,0% molar) como catalisador, o éter correspondente e o
cloreto de acido a 70°C durante 2h. Os cloro-ésteres obtidos foram posteriormente
convertidos em §-cianoésteres, que sdo precursores (teis na sintese de produtos naturais.”’

Tang e colaboradores ' sintetizaram uma ampla série de cloroésteres a partir da reacdo
de clivagem de éteres ciclicos e aciclicos com cloretos de acila. A reacdo foi catalisada por
nanoparticulas de éxido de zinco (nano-ZnO) em condig¢Bes livres de solvente e em
temperatura ambiente. O método apresentou vantagens tais como: reutilizagdo do catalisador
e alto rendimento, se mostrando uma metodologia ambientalmente atrativa.’

Os &-cloro-ésteres se mostram intermediérios bastante versateis para a sintese organica,
principalmente na sintese de novos candidatos a farmacos. Por serem obtidos através de uma
reacdo quimiosseletiva ha possibilidade de utilizacdo de uma ampla série de cloretos de acido

com variados grupos substituintes. Além disso, merece destaque a facilidade de realizacdo de

R
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reacbes de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) no carbono da ligagdo C-Cl
possibilitando a sintese de diversos compostos derivados.
2.3.2. a-Cloro-acetatos

O écido cloroacético, formula molecular C,H3;0,Cl, é um composto quimico incolor e
higroscopico. Sendo bastante utilizado como intermediario na sintese organica e como
matéria prima de agentes pesticidas, corantes e farmacos.”® As varias reacdes para formacéo
de derivados de acido carboxilico e a facilidade de substituicdo no carbono da ligacdo C-Cl
sdo caracteristicas que o definem como um excelente intermediario.

Os ésteres derivados do &cido cloro acético podem ser obtidos através da esterificacéo
de Fisher, onde o &cido carboxilico reage com o alcool correspondente em uma reacdo
catalisada por acido, ou a partir da reacdo do respectivo alcool com o cloreto de cloroacetila,

numa reacdo de substituicdo nucleofilica acilica (Esquema 23).

Esquema 23- Exemplos de formas de obtencdo dos ésteres derivados do acido cloro acético.

(o)
o 0 o
ROH ROH soc, c. _J
cl ————> | Cl - ¢l 2
\)J\OH H,S0, (cat.) \)J\o—R \)]\CI I 0!"_
Acido cloro acético OL-Cloro acetatos Cloreto de cloro acetila Acido cloro acético

Os a-cloro ésteres também podem ser utilizados como percussores de novas moléculas
bioativas, sendo possivel a sintese de ésteres substituidos com cadeias alifaticas e aromaticas,
além das diversas possibilidades de substituicbes do grupo a-cloro, o que possibilita a

obtencdo de uma ampla gama de compostos derivados.

2.4 Estudos in silico no planejamento de farmacos

O estudo in silico é uma investigacdo teorica das propriedades farmacocinéticas,
farmacodindmicas e dos efeitos toxicoldgicos (ADMET - Absorcdo, Distribuicdo,
Metabolizacdo, Excrecdo e Toxicidade) apresentados pelos compostos com potencial
bioatividade.?® Propriedades farmacocinéticas indesejéveis ou toxicidade elevada sdo as
principais causas do fracasso de candidatos a medicamentos no estagio de ensaio clinico.®
Logo, a previsdo das propriedades ADMET ajudam na sele¢cdo dos melhores candidatos a
farmacos, aumentando a taxa de sucesso, além de possibilitar reducdo no numero de
experimentos necessarios para selecdo e desenvolvimento dos compostos.®

Uma das abordagens tedricas mais difundidas dos parametros farmacocinéticos no
estudo in silico é a Regra dos Cinco de Lipinski.?® A regra de Lipinski aplica um conjunto de
parametros capazes de identificar compostos com problemas de absorcédo e permeabilidade,

R
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visando avaliar o potencial tedrico que uma molécula possui para ser absorvida por via oral.
Desta forma, foi identificado que, para uma boa absor¢do e permeagdo, 0 medicamento deve
atender a pelo menos trés dos quatro critérios a seguir: aceptores de ligacdes de hidrogénio
(ALH) < 10, doadores de ligacbes de hidrogénio (DLH) < 5, massa molecular (MM) < 500 e
lipofilicidade (clogP) < 5.%

Apl6s uma série de estudos, a Regra dos Cinco foi reformulada e incluiu-se o
parametro area de superficie polar topoldgica (TPSA), que indicou que as moléculas com
TPSA < 140 A? apresentam melhor biodisponibilidade oral e maior velocidade de
permea(;élo.84 Uma boa biodisponibilidade oral é um atributo muito desejavel para moléculas
candidatas a farmacos, pois se refere a fracdo do farmaco administrado que chega a via
sistémica, onde podera encontrar seu receptor-alvo e exercer o efeito terapéutico. Assim, uma
boa biodisponibilidade oral é frequentemente uma consideracdo importante para o
desenvolvimento de moléculas bioativas como agentes terapéuticos.*

Zhao e colaboradores®’ utilizaram os descritores clogP, area de superficie polar
topoldgica, nimero de aceptores e doadores de ligacdes de hidrogénio e descritores de
Abraham, para prever a porcentagem de absorcdo tedrica (% ABS) de um composto candidato
a farmaco. A porcentagem de absorcdo tedrica pode ser calculada utilizando a equacdo
(%ABS = 109 - 0,345 TPSA), onde os candidatos a farmacos séo classificados como tendo:
alta absorcdo com %ABS variando de 100-67%, média absor¢do com %ABS variando de 66-
33% e baixa absorcéo com %ABS variando de 32-0 %.’

Um parametro muito importante para um candidato a farmaco é sua solubilidade
aquosa. A solubilidade aquosa de um composto afeta significativamente a sua absor¢édo e
caracteristicas de distribuicdo, tipicamente, uma baixa solubilidade contribui para uma ma
absorcdo. De acordo com o programa Osiris® (OSIRIS Property Explorer), a maioria dos
medicamentos comerciais possui LogS (mol/L) maior do que -4,00.%

Outras andlises que sdo utilizadas para verificar o potencial tedrico de um candidato a
farmaco sdo os estudos dos potenciais drug-likeness e drug-score. O potencial de drug-
likeness de uma substancia esta relacionado a semelhanca de um composto com outros
farmacos, sendo baseado em propriedades moleculares e caracteristicas farmacoféricas.?® O
potencial de drug-score combina registros de drug-likeness, lipofilicidade, solubilidade, massa
molecular e riscos de toxicidade em um unico valor numérico que pode ser utilizado para
predizer o potencial global de um dado composto como candidato a novo farmaco.

Desse modo, a utilizacdo de métodos in silico tem se mostrado uma oOtima estratégia

Eara acelerar a descoberta de Eossiveis farmacos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Utilizacdo da piperina como precursor na sintese de novos diésteres derivados,
acoplando ao grupo piperinico os d-cloro-ésteres e 0s a-cloro-acetatos bem como a avaliagédo

de suas potencialidades como agentes antimicrobianos e antitumorais.

3.2 Objetivos especificos:

v’ Extrair a piperina a partir da pimenta-do-reino e sintetizar o acido pipérico;

v’ Sintetizar os intermediarios-chave: Obtencdo dos 8-cloro-ésteres e a-cloro-acetatos;

v’ Sintetizar os compostos finais: Obtencdo de novos diésteres derivados da piperina,
tendo como intermediario-chave o sal do acido pipérico acoplado com ésteres de
cadeias alifaticas e aromaticas com diferentes grupos substituintes;

v Caracterizar os compostos por técnicas espectroscopicas de infravermelho, RMN (*H e
3C) e RMN 2D (COSY, HSQC e HMBC);

v' Realizar estudos in silico avaliando o potencial tedrico das propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas das moléculas planejadas;

v Avaliar os diésteres obtidos quanto a sua atividade antimicrobiana in vitro e avaliacao
da toxicidade nédo clinica aguda e potencial antitumoral in vivo.

R
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4. ESTRATEGIA SINTETICA

O uso de estratégias sintéticas € uma etapa fundamental no desenvolvimento de
qualquer projeto ou estudo, pois possibilita uma maior chance de sucesso. Ao planejar a
sintese de moléculas bioativas esse processo se torna fundamental, pois através da inser¢do de
moléculas ou de grupos funcionais auma estrutura molecular bioativa ja conhecida, podemos

alterar o seu efeito terapéutico ou até mesmo ampliar seu espectro de atividades bioldgicas.

4.1 Planejamento das moléculas alvo

Neste trabalho escolhemos a piperina como molécula chave para obtencdo de novos
compostos derivados. Para isto, pretende-se unir ao grupo piperinico os cloro-ésteres
substituidos com cadeias alifaticas e arométicas, formando assim duas séries de diésteres
derivados da piperina. No Esquema 24 temos uma breve analise retro-sintética das moléculas-
alvo planejadas.

Esquema 24-Analise retro-sintética das moléculas-alvo.
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A primeira desconexdo consiste em uma esterificacdo a partir da reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) entre o sal do acido pipérico (3) e o cloro dos
ésteres (7) e (12), formando os compostos (8) e (13) respectivamente. O composto (3) é
formado a partir da reacdo de neutralizacdo do acido pipérico (2) com KOH, o acido pipérico
por sua vez, pode ser obtido a partir da hidrélise bésica da piperina (1). Os compostos (7) sdo
formados a partir da reacao entre os respectivos cloretos de &cidos (5) e o THF (6), os cloretos
de &cido sdo sintetizados a partir da reacdo dos acidos carboxilicos correspondentes (4) com o
cloreto de tionila. O composto (12) pode ser formado através de uma reagdo de substituicdo
nucleofilica acilica entre o cloreto de cloro acetila (10), obtido a partir da reacdo do acido

cloro acético (9) com o cloreto de tionila, e o alcool correspondente (11).

4.2 Planejamento dos intermediarios-chave

4.2.1. 8-Cloro ésteres

No planejamento de novas moléculas bioativas, a variacdo do tamanho da cadeia, a
presenca de ramificacBes, grupos funcionais doadores ou receptores de elétrons podem
influenciar na potencialidade do composto e na seletividade da sua acdo no organismo.
Baseando-se nessas caracteristicas, foram planejados quinze &-cloro-ésteres com diferentes
grupos substituintes (Figura 3), afim de acopla-los ao segmento piperinico. Sendo o0s
intermediarios 1-05, 1-09, 1-11, 1-12, 1-13, 1-14 e 1-15 moléculas ainda n&o relatadas na

literatura.

Figura 3-Estruturas dos compostos intermediarios 3-cloro-ésteres (1-01 a 1-15)

Composto | R1| R2| R3 o 0
I-02 H H H /lLo e~ \x P e T
S
I-03 Cl H H (1-01) (1-13)
I-04 Br H H
I-05 I H H 5 0 o ) o
I-06 CH; | H H 2@-)%/\/\/ \Q\/\L o~
I-07 NO:| H H R (102 2 109) 10
I-08 H | NO; | NO; Ry
I-09 Cl |[NO:| H o) o
1-10 H H - R; PN o
I-11 H |NO;| - R ;Q/d\ Z, :N \)J\O/\/\/m
I-12 CF; | H - ! (-10a1-12) 0 (1-15)

4.2.2. a-Cloro acetatos
Os esteres derivados do &cido cloro acético sdo substancias ja descritas na literatura,

entretanto podem ser utilizadas para a obtencdo de moléculas inéditas com propriedades Uteis
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e relevantes. Neste trabalho, quinze o-cloro-acetatos R-substituidos (Figura 4) foram

planejados, afim de acopla-los com o segmento piperinico.

Figura 4- Estrutura dos a-cloro-acetatos R-substituidos
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos compostos intermediarios
5.1.1 Extracdo da piperina a partir da pimenta-do-reino (Piper nigrum, L.)

A piperina foi extraida da pimenta-do-reino utilizando a metodologia descrita por Ikan*°,
utilizando um aparato de Sohxlet e etanol a 95% como solvente. Ap6s a extracdo e
isolamento, a piperina foi recristalizada e obtida na forma de cristais amarelos com 3,5% de
rendimento, sendo devidamente caracterizada por ponto de fusdo, infravermelho, RMN *H e
RMN *C. Suas caracterizages ndo serdo detalhadas nessa sessdo e seus dados estdo

apresentados no capitulo de metodologia.

5.1.2 Sintese do acido pipérico

Apo6s seu isolamento, a piperina foi submetida a hidrélise basica para obtengdo do
4cido pipérico. A metodologia encontra-se relatada no trabalho de Ikan*°, mas optamos por
utilizar as alteracBes propostas nos trabalhos de Ribeiro® e Ferreira®™, onde foi feita uma
modificagdo no tempo reacional, de 2 horas para 12 horas de refluxo, e aumento na
quantidade de base utilizada. Desta forma, foi obtido o acido pipérico com 94,5% de
rendimento. As caracterizacbes deste composto estdo apresentadas no capitulo de

metodologia.

5.1.3 Preparacao dos cloretos de acido

Neste trabalho, foi utilizado como agente halogenante o cloreto de tionila (SOCI,)
(P.E. 79 °C). Este reagente foi escolhido por se tratar de um agente halogenante barato e, além
disso, os subprodutos da reacdo séo gases, facilitando desta maneira a purificacdo dos cloretos
de &cidos quando necessario. Os cloretos de &cido foram sintetizados e utilizados in situ, suas
formas de obtencdo estdo detalhadas no capitulo de metodologia.

5.1.4 Sintese dos &-cloro-ésteres

A preparacdo dos compostos intermediarios -cloro-ésteres foi baseado na literatura de
Enthaler e Weidauer’’, entre a reacdo de cloretos de acido com o THF na presenca de cloreto
de zinco (ZnCl) como catalisador.

Os intermediérios (1-01 a 1-15) foram obtidos utilizando a rota sintética apresentada
no Esquema 25. Dos 15 ésteres sintetizados, 7 sdo estruturas inéditas na literatura. Os
compostos foram obtidos com bons rendimentos (55,7 a 92,3%) e suas estruturas e

rendimentos estdo descritos na Fiﬁura 5.
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Esquema 25- Reacdo para obtencdo dos 3-cloro-ésteres.
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Figura 5- Estruturas e rendimentos dos compostos intermediérios 8-cloro-ésteres
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No Esquema 26 temos o ciclo catalitico proposto para esta reacdo. Inicialmente, o
ZnCl, é dissolvido em THF e o complexo (I) é formado através de uma reagdo acido base de
Lewis. A coordenacdo do oxigénio do THF ao zinco permite a ativacdo do oxigénio e do
carbono adjacente. Na etapa seguinte, um ligante do THF dissocia e permite a coordenacdo da
carbonila do cloreto de acido. A coordenacdo da carbonila ao zinco torna o carbono
carbonilico ainda mais eletrofilico. O par de elétrons do oxigénio do THF ataca a carbonila do
cloreto de acido, formando um intermediario tetraédrico. Subsequentemente, o cloreto que
estd sendo eliminado do grupo acila ataca o carbono eletrofilico do THF, clivando a ligagéo
C-O. Sendo assim, o grupo acila é transferido para o oxigénio do THF. O cloroester é
eliminado e uma nova molécula de THF se coordena no complexo de zinco, que pode realizar

o proximo ciclo catalitico.”’
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Esquema 26- Proposta do ciclo catalitico para a sintese dos cloroésteres
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Fonte: Adaptado de Enthaler S. e Weidauer, M., (2012).”"

5.1.5 Sintese dos a-cloro-acetatos

Para a preparagdo dos a-cloro-éstere

s foram utilizadas duas metodologias: a primeira via

esterificacdo de Fisher,” prontamente adequada para pequenas moléculas de &lcoois liquidos,

onde o excesso de alcool pode ser removido por rotoevaporagdo, a segunda metodologia

utilizada foi a esterificacdo via cloreto acid

0,% um método mais eficiente para alcoois de

cadeia longa e alta massa molecular. Os intermediarios (IE-01 a IE-15) foram obtidos

utilizando a rota sintética apresentada no Esquema 27.

Esquema 27-Reacdo para obtencdo dos a-cloro-a

R,OH

cetatos

Foram sintetizados 15 a-cloro-ésteres com bons rendimentos (50,5 a 93,2%), suas
estruturas e rendimentos estéo descritos na Figura 6.
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Figura 6- Estruturas e rendimentos dos compostos intermediarios a- cloro acetatos
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5.2 Sintese dos Diésteres: Obtencao das moléculas alvo

Tendo em vista a potencialidade dos compostos derivados da piperina, foram
planejadas duas séries de novos diésteres derivados. A rota sintética utilizada neste trabalho
para obtencao dos diésteres finais esta descrita no Esquema 28, e consistiu em sete etapas: (i)
a primeira etapa foi a extracdo da piperina a partir dos frutos secos da pimenta-do-reino (piper
nigrum, L.), seguido da sua hidrélise basica (ii) e obtencdo do sal do acido pipérico (iii). Para
obtencdo dos compostos intermediarios 6-cloro-ésteres (6) foi realizada a sintese in situ dos
cloretos de acido (iv) seguido da reacdo com THF catalisada por ZnCl, (v). A sintese dos a-
cloro-acetatos (9) foi feita via esterificacdo de Fisher e esterificacdo via cloreto de acido (vi).
A obtencdo dos compostos finais foi feita através da reacdo Sn2 entre 0s d-cloro-ésteres e o
sal do acido pipérico, para obtengdo dos Diésteres Série I, e entre a reacdo Sy2 dos a-cloro-
acetatos e o sal do &cido pipérico formando os Diésteres Série Il (vii). Desse modo, foi
possivel obter os 30 diésteres inéditos derivados da piperina (DE-01 a DE-15) e (E-01 a E-
15).

]
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Esquema 28- Rota sintética para obtencdo dos novos derivados da piperina.
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Todos os diésteres foram obtidos a partir da reacdo utilizando o piperato de potassio
como nucledfilo, DMF como solvente e KI no meio reacional. Optou-se por utilizar um leve

excesso do piperato de potassio para garantir que ndao haja cloro-éster residual, sendo este
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excesso de sal facilmente removido pela adicdo de agua. Outros solventes polares aproticos
podem ser utilizados como solventes da reacdo. O DMF foi escolhido pela facilidade de
precipitacdo do produto pela adicdo de agua. O KI foi utilizado para melhorar o grupo
abandonador (Cl), facilitando a reacdo de substituicdo. A reagcdo se processou sob
aquecimento com o intuito de aumentar a solubilidade do sal do &cido pipérico no solvente,
facilitando deste modo a reacéo.

Na Figura 7 temos as estruturas e rendimentos dos diésteres derivados dos &-cloro-
ésteres (Diésteres Série 1), onde o menor rendimento foi de 50,6% para o0 composto (DE-14) e

0 maior de 84,6% para o composto (DE-08).

Figura 7- Estruturas e rendimentos dos 15 diésteres derivados da piperina (Série I).
4
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Na Figura 8 temos as estruturas e os rendimentos dos diésteres derivados dos a-cloro

acetatos (Diésteres Série 1), onde o menor rendimento foi de 52,3% para o composto (E-06) e

0 maior de 84% Bara 0 comﬁosto SE-O4=.
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Figura 8- Estruturas e rendimentos dos 15 diésteres derivados da piperina (Série I1).
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5.3 Determinacéo estrutural
Os diésteres finais e 0s seus respectivos intermediarios tiveram as suas estruturas
elucidadas por espectroscopia de infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e

3C. Todos os espectros citados neste item est&o apresentados na secéo de Anexos (pag. 146).

5.3.1 Determinacdo estrutural dos compostos intermediarios

5.3.1.1 Determinagdo estrutural dos intermediarios 8-cloro-ésteres

Os compostos intermediarios o-cloro-ésteres (1-01 a 1-15) foram caracterizados e
posteriormente utilizados para sintese dos diésteres finais (DE-01 a DE-15).

Por possuirem basicamente o mesmo esqueleto bésico, os espectros na regido do
infravermelho desses intermediarios sdo bastante similares. A formacdo destes compostos €é
comprovada pelo surgimento dos sinais correspondentes a banda de deformacdo axial do
grupo C=0 de éster em torno de 1712 a 1735 cm™, bandas caracteristicas de estiramento da
ligacdo C-O de ésteres aromaticos e insaturados aparecem em torno de 1050-1300 cm™, como

também sinais de estiramento das Iigagﬁes C=C de aromaético na re(.}iéo de 1600 — 1450 cm™.
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Os sinais correspondentes as deformacdes angulares de CH, aparecem na regido entre 1483 e
1474 cm™ e estiramento e deformacdo da ligagdo C-Cl na regido de 800 cm™ e 1300 cm™
respectivamente.**

As principais absor¢des dos espectros de infravermelho dos compostos intermediarios
(1-01 a 1-15) estdo detalhadas no capitulo de metodologia. Nesta secéo iremos detalhar apenas
os espectros de infravermelho, RMN de *H e RMN *3C do composto intermediario 1-07, cuja
discusséo serve como exemplo do detalhamento estrutural dos demais compostos dessa série.

No espectro de infravermelho do composto 1-07 observa-se as bandas de deformacéo
axial das ligagBes Cgpo-H proximas de 3111 e Csps-H em aproximadamente 2958 e 2868 cm™.
A funcdo éster é caracterizada pelo sinal de estiramento do grupo carbonila (C=0) de éster em
torno de 1720 cm™ e pelas bandas de deformacéo axial da ligagdo C—O de ésteres em torno de
1269 e 1103 cm™. As bandas de deformacdo axial assimétrica e simétrica da ligacdo N=0O
estdo presentes na regido de 1525 e 1348 respectivamente, as bandas de estiramento e

deformacéo da ligagdo C-Cl encontram-se na regido de 1118 e 717 cm™ (Espectro 1).

Espectro 1- Espectro de infravermelho (ATR) do 4-nitro-benzoato de 4-cloro-butila (1-07).
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Os espectros de RMN *H dos compostos intermediérios 1(01-15) apresentam um
multipleto na regido de dy 1,71 — 2,06 ppm com integral para quatro hidrogénios referente aos
hidrogénios metilénicos ligados aos carbonos secundarios do grupo butila (-H,C-CH,-CH,-
CH,-), seguido de um tripleto em torno de oy 3,63 — 3,50 ppm com integral para 2
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hidrogénios, referente aos hidrogénios da ligagéo (-H,C-Cl). Na regiéo de oy 4,50 — 4,07 ppm
observa-se a presenca de um tripleto para dois hidrogénios referente aos hidrogénios da
ligagdo (-HC-O). Os hidrogénios aromaticos foram caracterizados com base nos efeitos
doadores/retiradores dos grupos substituintes ligados ao anel aromaético e seus deslocamentos
estdo apresentados no capitulo de metodologia.

No espectro de RMN *H (500MHz em CDCls) do composto 1-07, é possivel observar
na regido de oy 8,27 — 8,17 ppm a presenca de dubletos de tripletos referentes aos hidrogénios
aromaticos de sistema descrito AA’BB’. Na regido de oy 8,26 ppm referente aos hidrogénios
H-4 e H-4’ e na regido de oy 8,18 ppm referente aos hidrogénios H-3 e H-3’. Os hidrogénios
H-4 e H-4> encontram-se mais desblindados devido ao efeito anisotropico das liga¢bes n do
grupo nitro ligado ao carbono adjacente, somado aos efeitos retiradores de elétrons que este
grupo possui: efeito retirador de elétrons por ressonancia e por efeito indutivo, este altimo
devido a eletronegatividade do nitrogénio e a carga formal positiva a ele atribuida.”

Na regido de oy 4,40 ppm observa-se um tripleto referente aos dois hidrogénios
metilénicos H-6. O tripleto em Jy 3,60 ppm refere-se aos 2 hidrogénios metilénicos (H-9),
que estdo ligados ao carbono da ligacédo (C-Cl). Em Jy 2,05 — 1,86 ppm observa-se a presenca

de um multipleto referente aos 4 hidrogénios metilénicos (H-7, H-8), (Espectro 2).
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No Espectro de RMN 3C APT (126 MHz, CDCls) do composto (1-07) foram
observados nove sinais de carbono-13, além dos trés sinais referentes ao solvente deuterado.
O sinal referente ao carbono do grupo carbonila (C-1) esta registrado em Jc 164,6 ppm, em dc
150,6 ppm temos o sinal referente ao carbono C-5, seguido do sinal referente ao carbono C-2
em Jc 135,6 ppm. Em Jc 130,7 ppm temos o sinal correspondente aos carbonos C-3 e C-3’ e
em oc 123,5 ppm o sinal referente aos carbonos C-4 e C-4’. O sinal referente ao carbono C-6,
que esta ligado ao oxigénio do grupo éster, aparece em oc 65,1 ppm, seguido do sinal
correspondente ao carbono C-9 em J¢ 44,4 ppm. Os sinais correspondentes aos carbonos C-8
e C-7 aparecem em d¢c 29,2 ppm e d¢c 26,1 ppm, respectivamente (Espectro 3).

Espectro 3- Espectro de RMN *C — APT — (126 MHz, CDClI;) do 4-nitrobenzoato de 4-cloro butila
(1-07).
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5.3.1.2 Determinagéo estrutural dos intermediarios a-cloro-acetatos

Os compostos intermediarios a-cloro-acetatos 1E(01-15) foram caracterizados e
posteriormente utilizados para sintese dos diésteres finais E(01-15). A formacdo destes
compostos é comprovada pela auséncia da banda de estiramento da ligagdo O-H em torno de
3400 cm™, surgimento dos sinais referentes a banda de C=0O de éster em torno de 1750 a 1760
cm™ e pelas bandas de deformacdo axial da ligacio C—O na regido de 1050-1300 cm™. A

por¢do alquilica da molécula estd caracterizada pelas bandas de deformacdo axial C-H na

regiéo de 2845 a 2971cm™. As bandas de estiramento e deformagéo da Iiﬁagéo C-Cl aﬁarecem
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na regido de 800 e 1300 cm™ respectivamente. As principais absorcdes dos espectros de
infravermelho dos compostos 1E(01-15) estdo detalhadas no capitulo de metodologia.

Por possuirem estruturas similares, podemos observar que o0s sinais referentes aos
compostos 1E(01-15) s&o semelhantes aos sinais referentes ao composto 1E-03, desta forma,
os espectros de infravermelho, RMN *H e **C deste composto serdo detalhados nesta secéo.

No espectro de infravermelho do composto (IE-03) a por¢édo alquilica da molécula
estd caracterizada pelas bandas de vibracdo de deformacdo axial C-H proximas de 2970 e
2883 cm™ e deformagdo angular em aproximadamente 1465 cm™. A funcdo éster é
caracterizada pelo sinal referente ao grupo carbonila (C=0) em torno de 1755 cm™ e pelas
bandas de deformacdo axial da ligagdo C—O de ésteres alifaticos em torno de 1359 e 1184 cm’
! As bandas referentes a estiramento e deformacao da ligagdo C-Cl ocorrem na regido de 790

e 1290 cm™ respectivamente, Espectro 4.

Espectro 4- Espectro de infravermelho (ATR) do 2-cloro-acetato de propila (IE-03).
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No espectro de RMN 'H (400MHz em CDCIs) do composto (IE-03), podemos
observar um tripleto na regido de oy 4,17 — 4,13 ppm com integral para dois hidrogénios
referente aos hidrogénios metilénicos H-3. Na regido de dy 4,06 ppm observa-se um singleto
com integral para dois hidrogénios referentes aos hidrogénios H-2. Em torno de oy 1,74— 1,65
ppm a presenca de um sexteto referente aos hidrogénios metilénicos H-4 que acoplam com os
hidrogénios H-3 e H-5, e um tripletlo na regido de oy 0,97 — 0,94 ppm referente aos trés
hidrogénios metilicos H-5 (Espectro 5).
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Espectro 5- Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCI;) do 2-cloro acetato de propila (IE-03).
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No Espectro de RMN *C APT (101 MHz, CDCls) do composto (IE-03) é possivel
observar em dc 167,4 ppm o sinal referente a carbonila (C-1). Em d¢ 67,8 ppm temos o sinal
referente ao carbono C-3, que estd ligado ao oxigénio do éster. O sinal referente ao C-2

aparece em o¢c 41,0 ppm, C-4 em dc 21,9 ppm e C-5 em o¢ 10,2 ppm (Espectro 6).

Espectro 6- Espectro de RMN **C — APT — (101 MHz, CDClI,) do 2-cloro acetato de propila (IE-03).
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5.3.2 Determinacéo estrutural dos compostos finais

A caracterizacdo dos compostos finais foi interpretada com a comparacdo entre 0s
compostos obtidos e seus respectivos precursores ja conhecidos, essa visao geral nos permite
observar as alteracdes apresentadas pelos espectros de infravermelho, RMN *H e **C. Por se
tratarem de diésteres, para ajudar na elucidacdo de suas estruturas, foram utilizados para
alguns compostos as técnicas de RMN (2D) COSY, HSQC e HMBC.

5.3.2.1 Determinacdo estrutural dos diésteres (Série I)

Os espectros de infravermelho dos diésteres DE(01-15) mostram a presenca dos
grupos aromaticos e alifaticos indicada através da deformacdo axial das ligagdes C—H entre
3103 e 3014 cm™ juntamente com a deformacdo angular fora do plano em torno de 862 — 702
cm™ para os grupos aromaticos e pela deformacéo axial em torno de 2964 — 2858 cm™ para 0s
grupos alifaticos. As deformaces axiais das ligacbes C=C foram observadas na regido de
1620-1442 cm™. As absorcdes dos grupos carbonilas (C=0) dos diésteres DE(01-15)
apareceram entre 1745 e 1695 cm™. A banda de deformagcdo axial da ligagido C—O aparece em
torno de 1236 e 1016 cm™. Em torno de 1250 cm™ observa-se a banda referente ao anel
metilenodioxi (O-CH,-O), um sinal caracteristico para 0s compostos derivados da piperina.

Os espectros de infravermelho dos compostos DE (01-15) estédo na se¢do de Anexos e
suas principais absorgdes estdo detalhadas no capitulo de metodologia.

Por possuirem estruturas e absorc6es similares, as bandas observadas para 0s espectros
de infravermelho dos compostos DE(01-15) sdo semelhantes as do composto DE-07, desta
forma, o espectro de infravermelho deste composto seré detalhado nesta secéo.

No espectro de infravermelho do diéster (DE-07) observa-se a deformacgéo axial das
ligaces C—H entre 3016 e 2900 cm™. Observa-se também o surgimento de duas bandas de
C=0 de éster em torno de 1712 e 1695 cm™, a conjugacdo do grupo carbonila com o grupo
arila e com o segmento olefinico movem a banda de estiramento C=0 de éster normal (1750 —
1735 cm™) para frequéncias mais baixas, como pode ser observado. A banda de deformacéo
axial da ligagdo C—O aparece em torno de 1136 e 1020 cm™, em 1249 cm™ tem-se a banda
referente a ligacdo (O-CH,-O) do anel metilenodioxi. Observa-se também sinais de C=C de
aromatico na regido de 1604 — 1444 cm™. As bandas de deformacéo axial assimétrica e
simétrica da ligacdo N=0 esto presentes na regi&o de 1523 e 1315 cm™ respectivamente. Os
sinais referentes a mono substituicdo de anel aromético aparece na regido de 713 cm™*
(Espectro 7).
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I%jpectro 7- Espectro de infravermelho (ATR) do composto DE-07.
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As atribuigdes dos deslocamentos quimicos para os hidrogénios e carbonos dos
diésteres DE(01-09) e DE(14-15) foram feitas através da comparacdo com a estrutura de
grupos semelhantes ao composto DE-07, e as atribuicdes para os deslocamentos quimicos
observados nos espectros de RMN *H e “*C-APT dos compostos DE(10-13) foram feitas
através da comparacdo com a estrutura de grupos semelhantes ao composto DE-11. Tais
compostos foram caracterizados neste trabalho pelo uso de técnicas de RMN 2D (COSY,
HSQC e HMBC), que levaram aos assinalamentos inequivocos dos atomos de hidrogénio e
carbono para os novos derivados da piperina. Desta forma, os espectros dos composto DE-07
e DE-11 serdo detalhados nesta segéo.

No espectro de RMN *H do composto DE-07 (Espectro 8), sdo observados sinais
referentes a onze hidrogénios nas regides aromaticas e olefinicas entre oy 8,35 — 5,97 ppm.
Dentro da regido olefinica em oy 6,06 ppm, observa-se a presenca de um singleto para dois
hidrogénios referente aos hidrogénios do anel metilenodioxi (H-12). Na regido de Jy 5,98
ppm um dubleto (J 15.2 Hz) referente ao hidrogénio H-2. Na regido de oy 4,39 — 4,16 ppm a
presenca de dois tripletos referente aos hidrogénios H-13 e H-16. Na regido de oy 1,86 — 1,75
ppm tem-se um multipleto referente a sobreposi¢do de dois quintetos com integral para 4
hidrogénios, referente a H-14, H-15.

Para a distin¢do dos hidrogénios metilénicos H-13 e H-16, tendo em vista que ambos

encontram-se Iigados diretamente ao oxigénio do éster, utilizamos o eseectro bidimensional
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de correlagbes heteronucleares a longa distancia (HMBC), onde é possivel observar os
acoplamentos entre *H e *C distantes a 2 e 3 ligaces, permitindo assinalar os hidrogénios H-
13 e H-16 e atribuir seus acoplamentos, além de assinalar sem equivocos a carbonila de cada
sub-unidade éster.

No espectro bidimensional HMBC do composto DE-07 o sinal de carbono em dc
166,2 ppm acopla com os sinais de H-2 [dy 5,98 ppm] e H-13 [Jy 4,18 ppm], mostrando que
este sinal corresponde a carbonila do segmento piperinico (C-1), sendo portanto o tripleto
mais blindado referente aos hidrogénios H-13. O sinal de carbono em Jc 164,3 ppm acopla
com os sinais dos hidrogénios H-19 e H-19° [oy 8,19 ppm] e H-16 [on 4,38 ppm],
correspondendo a carbonila (C-17), mostrando que a carbonila mais protegida corresponde a
carbonila ligada ao segmento aromatico, (Espectro 111, Anexos pag. 194).
Espectro 8- Espectro de RMN *H (DMS0-d6, 400 MHz) do 4-(4-nitrobenzoato)-piperato de butila
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No espectro bidimensional (*H, *H-COSY) é possivel observar a presenca de
correlagdes como: o hidrogénio H-3 [0y 7,35 ppm] com H-2 [dy 5,98 ppm]; os hidrogénios
H-13 [0y 4,17 ppm] e H-16 [y 4,37 ppm] com a sobreposicdo dos quintetos referentes aos
hidrogénios H-14 e H-15 [0y 1,80 ppm]. Ainda nesse espectro, pode-se observar as
correlagBes entre os hidrogénios aromaticos em posi¢do para em relacdo ao substituinte
nitro no anel, entre H-19 e H-19° [y 8,19 ppm] com H-20 e H-20’ [y 8,34 ppm] de
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sistema descrito AA’BB’, (Espectro 107, Anexos pag. 192).

Para atribuic&o inequivoca dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN *C APT
do composto DE-07,(Espectro 9), foram utilizados os espectros de RMN 2D HMBC e HSQC.

No espectro bidimensional de correlacio direta (*H,**C-HSQC) foi possivel atribuir os
acoplamentos entre os sinais de hidrogénios metilénicos de H-13 [y 4,18 ppm] com o
carbono C-13 [d¢c 63,4 ppm]; e entre o sinal oy 4,38 ppm referente aos hidrogénios H-16 com
o carbono C-16 [dc 65,2 ppm]. Além dos seguintes acoplamentos: Olefinicos (84/8¢c): 5,98
(H-2)/ 119,7 (C-2); 7,35 (H-3)/ 145,1 (C-3); 6,98 (H-4)/ 124,6 (C-4); 6,98 (H-5)/ 140,5 (C-5);
Alifaticos (8u/dc): 6,06 (H-12)/ 101,4 (C-12); 1,80 (H-15)/ 24,9 (C-15); 1,80 (H-14)/ 24,8 (C-
14) e Aromaticos (du/dc): 7,21 (H-7)/ 105,7 (C-7); 6,92 (H-10)/ 108,5 (C-10); 6,98 (H-11)/
123,2 (C-11), 8,19 (H-19, H-19’)/ 130,4 (C-19, C-19°), 8,34 (H-20,H-20")/ 123,8 (C-20, C-
20%). (Espectro 108, Anexos pag. 192).

Espectro 9- Espectro de RMN *C — APT — (DMSO-d6, 101 MHz) do 4-(4-nitrobenzoato)-piperato de
butila (DE-07).
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No espectro de RMN *H do composto DE-11, s&o observados sinais nas regides de dy
8,54 — 5,98 ppm referente aos treze hidrogénios aromaticos e olefinicos e em Jy 6,04 ppm o

singleto para os hidrogénios do anel metilenodioxi (H-12). Na regido de oy 4,21 — 4,16 ppm
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observa-se a presenca dos dois tripletos referente aos hidrogénios H-13 e H-16 e em oy 1,77 —
1,70 ppm a sobreposicao dos sinais referentes aos hidrogénios H-14 e H-15, (Espectro 10).

No espectro bidimensional HMBC do composto DE-11 o sinal de carbono em dc
166,2 acopla com os sinais de H-2 [y 5,99 ppm], H-3 [ 7,36 ppm] e H-13 [y 4,16 ppm],
mostrando que este sinal corresponde a carbonila do segmento piperinico (C-1). O sinal em Jc
165,8 ppm acopla com os sinais dos hidrogénios H-19 [0y 7,78 ppm], H-18 [Jy 6,84 ppm] e
H-16 [on 4,21 ppm], correspondendo a carbonila (C-17). Desse modo, pode-se assinalar sem
equivocos os sinais referentes aos hidrogénios metilénicos H-13 e H-16 e os sinais das
carbonilas de cada sub-unidade éster, (Espectro 127, Anexos pag. 202).

Espectro 10- Espectro de RMN *H (DMSO-d6, 500 MHz) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila
(DE-11).
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No espectro bidimensional (*H, *H-COSY) do composto DE-11 observa-se correlacdes
(®J) entre os hidrogénios alifaticos H-13 [dy 4,16 ppm] com H-14 [éy 1,75 ppm]. Os
hidrogénios H-14 acoplam com H-15 [dy 1,75 ppm] e H-15 com H-16 [Jy 4,21 ppm] e vice-
versa. Ainda nesse espectro, podemos verificar correlagdes importantes entre os hidrogénios
arométicos do segmento piperinico, na posicdo orto (*J) referente ao H-10 [8 6,91 ppm] com
H-11 [8y 6,98 ppm] e em posicdo meta (*J) entre o H-11 [y 6,98 ppm] com H-7 [54 7,19
ppm]. Semelhantemente foram observadas correlagdes entre hidrogénios arométicos do anel

aromatico da outra sub-unidade ésterI na Eosigéo meta “Ui referente ao H-21 |6H 8I54 Egml
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com H-23 [0y 8,23 ppm], e do H-21 [64 8,54 ppm] com H-25 [64 8,19 ppm], os demais em
posicéo orto (°J) de H-23 [84 8,23 ppm] com H-24 [54 7,69 ppm] e de H-24 [54 7,69 ppm]
com H-25 [64 8,19 ppm] e vice-versa, (Espectro 123, Anexos pag. 200).

O espectro bidimensional de correlacio direta (*H, **C-HSQC) permitiu estabelecer as
seguintes correlagdes: Olefinicos (6n/dc): 5,99 (H-2)/ 119,7 (C-2); 7,36 (H-3)/ 145,1 (C-3);
6,98 (H-4)/ 124,5 (C-4); 6,98 (H-5)/ 140,5 (C-5); 6,84 (H-18)/ 121,0 (C-18) e 7,78 (H-19)/
142,0 (C-19); Alifaticos (6u/dc): 6,04 (H-12)/ 101,4 (C-12); 4,16 (H-13)/ 63,4 (C-13); 1,75
(H-14)/ 24,9 (C-14); 1,75 (H-15)/ 24,9 (C-15) e 4,21 (H-16)/ 63,9 (C-16) e Aromaticos (du/dc):
7,19 (H-7)/ 105,7 (C-7); 6,91 (H-10)/ 108,5 (C-10); 6,98 (H-11)/ 123,2 (C-11), 8,54 (H-21)/
123,0 (C-21); 8,22 (H-23)/ 124,6 (C-23); 7,69 (H-24)/ 130,3 (C-24); 8,19 (H-25)/ 134,1 (C-25),
(Espectro 125, Anexos pag. 201).

Nos espectros de RMN *3C dos compostos finais DE(10-13) observa-se a presenca de
duas carbonilas muito préximas, o que se deve a ambas estarem conjugadas com um
segmento olefinico e aromatico. Através do espectro bidimensional HMBC foi possivel
assinalar as duas carbonilas dos compostos e atribuir os acoplamentos entre **C e 'H distante

2 e 3 ligacBes. O Espectro 11 mostra o espectro de RMN *C APT do composto DE-11.

Espectro 11- Espectro de RMN *C — APT — (DMSO-d6, 126 MHz) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato
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5.3.2.2 Determinacao estrutural dos diésteres (Série II)

No espectro de infravermelho destes compostos a presenca dos grupos aromaticos e
alifaticos € evidenciada através das deformaces axiais das ligaces C—H na regido de 3080 a
2787 cm™. Observa-se ainda as deformacdes axiais das ligagdes C=C na regi&o de 1612 e 1450
cm™. As absorcdes dos grupos carbonilas (C=0) aparecem em torno de 1776 a 1697 cm™. As
bandas de deformacdo axial da ligagdo C-O dos ésteres aparecem na regido de 1300 e 1050
cm™, e na regido de 1250 cm™ a banda referente ao anel metilenodioxi. Os espectros de
infravermelho dos diésteres E(01-15) estdo na secdo de Anexos, e suas principais absorcdes
estdo detalhadas no capitulo de metodologia.

No Espectro 12, € possivel comparar as alteracGes sofridas nos espectros de
infravermelho apos cada etapa de sintese para obtencdo do composto E-03. Ao comparar 0s
espectros de infravermelho da piperina e do &cido pipérico a principal mudanca observada é o
surgimento da banda de estiramento da ligagdo O-H do &cido entre 2380 — 3237 cm™
juntamente com a banda de estiramento da carbonila de acido (C=0) em sistema conjugado,
que aparece em torno de 1676 cm™. Apés a formacdo do diéster (E-03) observa-se
desaparecimento da banda caracteristica de O-H e das bandas correspondentes as deformacdes
axiais da ligacdo C-Cl em aproximadamente 775 cm™, além do surgimento de duas bandas de
carbonila de éster em torno de 1745 e 1714 cm™, as bandas referentes ao estiramento
simétrico e assimétrico da ligacdo C—O aparecem em torno de 1100 — 1300 cm™, e na regido
de 1255 cm™ a banda referente ao anel metilenodioxi que é um sinal caracteristico dos

compostos derivados da piperina.*
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Espectro 12- Comparagdo dos espectros na regido IV da piperina, &cido pipérico, 1-03 e E-03.
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As atribuicbes dos deslocamentos( qui)micos dos hidrogénios e carbonos nos
espectros de RMN *H e *C dos diésteres E(01-15) foram feitas através da comparagéo com
a estrutura do composto E-03, que foi elucidada pelo uso de técnicas de espectroscopia de
RMN 'H e *C — APT e RMN (2D) COSY, HSQC e HMBC. Desta forma, os espectros do

composto E-03 serdo detalhados nesta se¢éo.
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No Espectro de RMN 'H do composto E-03 foram observados sinais nas regides
aromaticas e olefinicas entre o4 = 7,52 — 6,00 ppm referente a sete hidrogénios. Na regido de
on 7,49 ppm (J 15.2, 10.8 Hz) observa-se a presenca de duplos dubletos referentes ao
hidrogénio H-3, seguido por um singleto para H-7 [y 6,99 ppm]. O dubleto referente ao
hidrogénio H-11 aparece na regido de Jy 6,91 ppm (d, J 8.1 Hz). Em Jy 6,85-6,65 ppm
observa-se a presenca de um multipleto referente aos hidrogénios H-4, H-5 e H-10. Na
regido de oy 6,02 ppm (d, J 15.2 Hz, 1H) observa-se um dubleto referente ao hidrogénio H-
2. Em 6 = 5,98 ppm a presenca de um singleto para dois hidrogénios (H-12) referente aos
hidrogénios do anel metilenodioxi. Na regido de oy 4,69 ppm observa-se um singleto, com
integral para dois hidrogénios, referente aos hidrogénios metilénicos H-13, seguido de um
tripleto em oy 4,14 ppm para os hidrogénios H-15. Na regido de oy 1,68 ppm tem-se um
sexteto referente aos hidrogénios H-16, e em J4 0,94 ppm um tripleto referente aos
hidrogénios H-17, (Espectro 13).

Espectro 13- Espectro de RMN 'H (CDCls;, 500 MHz) do (2E,4E)-2-propdxi-2-oxo-piperato de
propila (E-03).
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No espectro bidimensional de correlacdo homonuclear (*H, ‘H-COSY), para o
composto E-03 observa-se as correlagdes entre o tripleto dos hidrogénios H-15 [y 4,14 ppm]

eo muItiBIeto Bara 0S hidrogénios H-16 |5H 1,67 BBml; entre 0 muItiBIeto H-16 |5H 1,67 BBml
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com o tripleto H-15 [0y 4,14 ppm] e o tripleto de H-17 [y 0,94 ppm]. Observa-se ainda as
correlacdes entre o duplo dubleto referente ao hidrogénio H-3 [y 7,49 ppm] com o dubleto
referente ao hidrogénio H-2 [y 6,02 ppm] e com os hidrogénios H-4 e H-5 [Jy4 6,85-6,65
ppm]. (Espectro 148, Anexos pag. 212).

A partir do espectro bidimensional (HMBC) do composto E-03, foi possivel assinalar
sem equivocos a carbonila de cada sub-unidade éster presentes no composto. Os hidrogénios
metilénicos do H-15 [dy4 4,14 ppm] acoplam com o carbono C-16 [dc 22,0 ppm], com 0
carbono C-17 [d¢ 10,3 ppm] e com a carbonila C-14 [6c 168,1ppm], assinalando a carbonila
do éster do segmento alifatico. Os hidrogénios olefinicos H-2 [0y 6,02 ppm] e H-3 [ 7,49
ppm] acoplam com a carbonila C-1 [dc 166,4 ppm], mostrando que a carbonila mais protegida
corresponde a carbonila do segmento piperinico, o que pode ser explicado pela maior
estabilizacdo do carbono carbonilico pelo efeito de ressonancia com o segmento olefinico.
Observa-se também os acoplamentos entre os hidrogénios H-16 [0y 1,67 ppm] e H-17 [on
0,94 ppm] com o carbono C-15 [d; 66,9 ppm], diferenciando os sinais de CH, vizinhos aos
oxigénios dos grupos ésteres, (Espectro 151, Anexos pag. 214).

No espectro bidimensional (*H, **C-HSQC) do composto E-03 observa-se correlacdes
entre o singleto em Jy 4,69 ppm, referente aos hidrogénios H-13, com o sinal de carbono C-13
[oc 60,8 ppm]. Observa-se também a correlagdo do tripleto em Jy 4,14 ppm, referente aos
hidrogénios H-15, com o sinal de carbono C-15 [dc 66,9 ppm] e entre os sinais dos
hidrogénios H-12 [dy 5,98 ppm] com o sinal em Jc 101,5 ppm referente ao carbono C-12,
(Espectro 149, Anexos pag. 213).

No Espectro de RMN **C APT do composto E-03, observa-se os sinais referente as
carbonilas dos ésteres em odc 168,2 ppm e dc 166,4 ppm, referente aos sinais dos carbonos C-
14 e C-1, respectivamente. Em Jc 148,8 ppm (C-9), oc 148,4 ppm (C-8), ¢ 146,4 ppm (C-3),
oc 141,1 ppm (C-5), dc 130,5 ppm (C-6), oc 124,4 ppm (C-4), éc 123,2 ppm (C-11), oc 118,9
ppm (C-2), oc 108,6 ppm (C-10), oc 106,0 ppm (C-7), oc 101,5 ppm (C-12), ¢ 66,9 ppm (C-
15), d¢ 60,8 ppm (C-13), dc 22,0 ppm (C-16) e oc 10,3 ppm (C-17) (Espectro 14).
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Espectro 14-Espectro de RMN *C-APT—(CDCls;, 126 MHz) do (2E,4E)-2-prop0xi-2-oxo-piperato de
propila (E-03).
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5.4 Estudos Bioldgicos

Os estudos bioldgicos realizados neste trabalho foram divididos em estudos in silico,
relacionados a farmacocinética e a toxicologia dos compostos, estudos in vitro, com avaliacdo
da atividade antimicrobiana e estudos in vivo para avaliacdo da potencialidade antitumoral e
toxicidade dos compostos.
5.4.1 Estudos in silico

A utilizacdo de métodos in silico tem se mostrado uma 6tima estratégia para acelerar a
descoberta de possiveis farmacos. Diante disto, resolveu-se investigar a potencialidade teorica
dos compostos sintetizados por meio da abordagem in silico dos pardmetros da regra dos

cinco de Lipinski,?*%

porcentagem de absorc¢éo tedrica (%ABS), solubilidade aquosa (log S),
druglikeness, drug-score e riscos de toxicidade.

5.4.1.1 Estudos in silico dos compostos intermediarios &-cloro-ésteres — (1-01 a 1-15)

As propriedades fisico-quimicas determinadas teoricamente para os o&-cloro-ésteres
1(01-15) estdo apresentadas na Tabela 1. Os resultados mostram que os intermediarios
avaliados ndo violam nenhum dos pardmetros da regra de Lipinski, indicando que todos

devem agresentar boa biodisgonibilidade oral e boa germeabilidade na membrana celular.
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Tabela 1- Propriedades fisico-quimicas dos compostos intermediarios (1-01 a 1-15).

Composto ~ ALH DLH MM CLogP _ TPSA (A%) Violacao
1-01 2 0 150,60 1,67 26,30 0
1-02 2 0 212,68 3,12 26,30 0
1-03 2 0 247,12 3,72 26,30 0
1-04 2 0 291,57 3,84 26,30 0
1-05 2 0 338,57 3,55 26,30 0
1-06 2 0 226,70 3,46 26,30 0
1-07 5 0 257,67 2,20 72,12 0
1-08 8 0 302,67 1,27 117,90 0
1-09 5 0 292,12 2,8 72,12 0
1-10 2 0 238,71 3,45 26,30 0
1-11 5 0 283,71 2,52 72,12 0
1-12 2 0 306,71 4,29 26,30 0
1-13 2 0 244,74 3,31 54,54 0
1-14 3 0 256,73 3,05 35,53 0
1-15 5 0 295,72 3,97 63,68 0

ALD: aceptores de Tigagoes de hidrogénio; DLH: doadores de TigacGes de hidrogénio, MM:
massa molecular; cLogP: lipofilicidade; TPSA: area de superfl'ue2 polar topologica. .
LIPINSKI — MM <500; Log P <5; ALH < 10; DLH <5, TPSA < 140 A® (LIPINSKI et al, 2001)

Os resultados da porcentagem de absorcdo, solubilidade, drug-likeness e drug-score,
estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados indicam que 0s compostos intermediarios
apresentam uma alta porcentagem absorcdo por via oral (68,38 a 99,92%). A maioria dos
medicamentos comerciais possuem LogS (mol.L™) maior que —4,00 (OSIRIS Property
Explorer),®’ os resultados mostram que apenas os compostos intermediérios 1-05, 1-08, 1-10,
1-12 e 1-13 apresentaram Log S > -4.

Os compostos intermediarios apresentaram valores de drug-likeness entre -24,71 e -
6,52, esses valores negativos indicam que esses compostos ndo possuem similaridades com os
farmacos comerciais presentes neste banco de dados. Em relagdo aos resultados encontrados
no estudo de drug-score, todos os compostos tiveram valores positivos, que variaram de 0,07

a 0,13, sendo o maior valor para o composto 1-15.

Tabela 2- Solubilidade, porcentagem de absorcéo, drug-likeness e drug-score dos compostos
intermediarios (1-01 a I-15).

Composto  %ABS Log S Druglikeness Drug-Score
1-01 99,92 -1,83 -11,49 0,11
1-02 99,92 -3,00 -9,24 0,07
1-03 99,92 -3,73 -6,52 0,09
1-04 99,92 -3,83 -12,62 0,09
1-05 99,92 -6,08 -8,81 0,08
1-06 99,92 -3,34 -10,39 0,09
1-07 84,11 -3,46 -24,22 0,10
1-08 68,38 -5,98 -24,71 0,12
1-09 84,11 -4,19 -18,05 0,11
1-10 99,92 -5,43 -13,50 0,07
I-11 84,11 -3,83 -17,38 012
1-12 99,92 -4,15 -19,43 0,10
1-13 90,13 -5,44 -10,16 0,12
1-14 96,74 -2,98 -10,94 0,12
1-15 87,03 2,177 -19,09 0,13

LogsS: solubilidade aquosa; % ABS: porcentagem de absorcéo

ZHAO et al (2002)¥” — % ABS (100-67% alta absorcéo; 66-33% média absorcao; 33-0% baixa absorco)
R R N ————
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Os riscos de toxicidade tedrica alertam para a presenca de alguns fragmentos que
geralmente sdo responsaveis por efeitos mutagénicos, tumorigénicos, irritantes e efeitos sobre
0 sistema reprodutivo. De acordo com o programa Osiris, 0s riscos de toxicidade séo
classificados em alto risco, médio risco e baixo risco. Os resultados da toxicidade dos
intermediarios 1(01-15) apresentados na Tabela 3 indicam que o0s compostos devem
apresentar médio risco mutagénico, alto risco tumorigénico e risco reprodutivo, e 0s

compostos 1-02 e 1-10 apresentaram alto risco de efeito irritante.

Tabela 3-Toxicidade tedrica dos compostos intermediarios (1-01 a 1-15).

Composto Risco Risco Risco Efeito
P Mutagénico (RM) _Tumorigénico (RT) Reprodutivo (RR) Irritante (1)
1-01 MR AR AR MR
[-02 MR AR AR AR
1-03 MR AR AR MR
1-04 MR AR AR MR
1-05 MR AR AR MR
I-06 MR AR AR MR
I-07 MR AR AR MR
1-08 MR AR AR NR
1-09 MR AR AR NR
I-10 MR AR AR AR
I-11 MR AR AR NR
I-12 MR AR AR NR
I-13 MR AR AR NR
I-14 MR AR AR NR
I-15 MR AR AR NR

NR: Nenhum risco, MR: Médio Risco, AR: Alto Risco.

5.4.1.2 Estudos in silico dos compostos finais — Série | — (DE-01 a DE-15)

Os resultados da avaliacdo dos parametros de Lipinski dos compostos DE(01-15)
determinados no estudo in silico estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados mostram que
0s compostos DE-03, DE-04, DE-06 e DE-10 violaram um parédmetro da regra de Lipinski.
No entanto, isso ndo interfere no resultado, pois os parametros de Lipinski admitem até uma
violacdo, de forma que esses compostos devem apresentar boa permeabilidade na membrana
celular e boa absorcéo apds administracdo via oral. Os compostos DE-05 e DE-08 violaram
dois pardmetros, 0 que sugere que 0S compostos ndo devem possuir uma boa
biodisponibilidade via oral de acordo com esta regra.

De acordo com a avaliagdo do Osiris, para que as substancias tenham uma
probabilidade de serem bem absorvidas seus valores de lipofilicidade (cLogP) devem ser <

5,00. Os compostos analisados apresentaram valores de clogP entre 3,14 e 6,16.
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Tabela 4- Propriedades fl'sico-qu_l'micas dos compostos finais (DE-01 a DE-15).

Composto_ ALH DLH MM cLogP_ TPSA (A" Violacdo
DE-01 6 0 332,35 3,54 71,06 0
DE-02 6 0 394,42 499 71,06 0
DE-03 6 0 428,87 5,59 71,06 1
DE-04 § 0 473,32 571 71,06 1
DE-05 6 0 520,32 5,42 71,06 2
DE-06 6 0 408,45 5,33 71,06 1
DE-07 9 0 439,42 4,06 116,80 0
DE-08 12 0 484,42 3,14 162,70 2
DE-09 9 0 473,87 4,67 116,80 0
DE-10 6 0 420,46 5,32 71,06 1
DE-11 9 0 465,46 4,39 116,8 0
DE-12 6 0 488,46 6,16 71,06 1
DE-13 6 0 426,46 5,18 99,30 1
DE-14 7 0 438,48 4,91 80,29 0
DE-15 9 0 477,47 3,97 108,4 0

ALD: aceptores de ligacGes de hidrogénio; DLH: doadores de ligacGes de hidrogénio,
MM: massa molecular; cLogP: lipofilicidade; TPSA: area de suzperf|0|e polar topoldgic 5
LIPINSKI — MM < 500; Log P <5; ALH < 10; DLH <5, TPSA < 140 A* (LIPINSKI et al, 2001)

Os resultados de solubilidade, porcentagem de absor¢do, drug-likeness e drug-score,
dos compostos DE(01-15) estdo apresentados na Tabela 5. Os resultados mostram que todos
compostos, com excecdo do DE-08, apresentaram valores de TPSA entre 71,06 e 116,08 A% o
que resulta em uma alta porcentagem de absorcdo (68,70 — 84,48 %). O composto DE-08
(TPSA= 162,7) foi classificado com uma média absorcao (52,86 %). Os valores negativos de
Log S indicam que a solubilidade em meio aquoso desses compostos deve ser baixa.

Os compostos apresentaram valores de drug-likeness entre -20,64 e -3,29, indicando
que eles ndo possuem similaridades com os farmacos presentes neste banco de dados. Os
resultados do potencial drug-score mostram que todos os compostos tiveram valores

positivos, que variaram de 0,08 a 0,18, sendo o maior valor para o composto (DE-01).

Tabela 5- Solubilidade, porcentagem de absorcédo e drug-likeness e drug-score dos compostos finais
(DE-01 a DE-15)

“Composto__%ABS__Log S_Druglikeness_Drug-Score

DE-01 84,48 -3,89 -6,49 0,18
DE-02 84,48 -5,06 -5,59 0,09
DE-03 84,48 -5,80 -3,29 0,09
DE-04 84,48 -5,71 -8,95 0,08
DE-05 84,48 -6,08 -5,25 0,08
DE-06 84,48 -541 -6,78 0,1
DE-07 68,70 -5,52 -20,54 0,12
DE-08 52,86 -5,98 -20,64 0,14
DE-09 68,70 -6,26 -14,25 0,11
DE-10 84,48 -5,43 -7,86 0,08
DE-11 68,70 -5,89 -11,72 013
DE-12 84,48 -6,21 -13,84 0,09
DE-13 74,74 -5,44 -4,94 0,13
DE-14 81,30 -5,05 -7,20 0,14
DE-15 71,60 -4,83 -15,8 0,16

LogsS: solubilidade aquosa; % ABS: porcentagem de absorcao
ZHAO et al (2002)¥” — % ABS (100-67% alta absorcao; 66-33% média absorcao; 33-0% baixa absorco)
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Os resultados da toxicidade dos diésteres DE(01-15) estdo apresentados na Tabela 6.
Observa-se que os compostos finais apresentam menor risco de toxicidade tedrica que 0s seus
respectivos intermediarios 1(01-15). Em todos os candidatos observamos um alto risco
reprodutivo proveniente das insaturacdes entre o anel aromatico e a carbonila da piperina,
efeito que se repete nos seus derivados. Em nenhum dos compostos se observou risco
mutagénico e tumorigénico. Apenas 0s compostos DE-02 e DE-10 apresentaram alto risco de

efeito irritante.

Tabela 6- Toxicidade tedrica dos compostos finais (DE-01 a DE-15)

Composto Risco Risco Risco Efeito
Mutagénico (RM) Tumorigénico (RT) Reprodutivo (RR) Irritante (1)
Plperina NR NR AR NR
DE-01 NR NR AR MR
DE-02 NR NR AR AR
DE-03 NR NR AR MR
DE-04 NR NR AR MR
DE-05 NR NR AR MR
DE-06 NR NR AR MR
DE-07 NR NR AR MR
DE-08 NR NR AR NR
DE-09 NR NR AR NR
DE-10 NR NR AR AR
DE-11 NR NR AR NR
DE-12 NR NR AR NR
DE-13 NR NR AR NR
DE-14 NR NR AR NR
DE-15 NR NR AR NR

NR: Nenhum risco, MR: Médio Risco, AR: Alto Risco

5.4.1.3 Estudos in silico dos compostos intermediarios a-cloro-acetatos — (1-01 a 1-15)

Os resultados dos parametros de Lipinski determinados no estudo in silico para 0s
compostos intermediarios a-cloro-acetatos 1E(01-15) sdo apresentadas na Tabela 7. Como
pode ser observado, o composto 1E-12 viola levemente o parametro de lipofilicidade, onde o
valor obtido é 5,31 e o valor de referéncia é <5,00. Como os pardmetros de Lipinski admitem
até uma violacdo esse composto deve apresentar boa absorcdo ap6s administracdo via oral.
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Tabela 7- Propriedades fisico-quimicas dos compostos intermediarios (IE-01 a IE-15).

Composto  ALH DLH MM CLogP  TPSA (A9 Violagio
IE-01 2 0 108,52 0,36 26,3 0
IE-02 2 0 122,55 0,76 26,3 0
IE-03 2 0 136,58 1,22 26,3 0
IE-03i 2 0 136,58 1,12 26,3 0
IE-04 2 0 150,60 1,67 26,3 0
1E-041 2 0 150,60 1,44 26,3 0
1IE-05 2 0 164,63 2,13 26,3 0
IE-05I 2 0 164,63 1,89 26,3 0
IE-06 2 0 178,66 2,58 26,3 0
IE-06¢ 2 0 176,64 191 26,3 0
IE-08 2 0 206,71 3,49 26,3 0
1IE-10 2 0 234,77 4,00 26,3 0
IE-12 2 0 262,82 531 26,3 1
IE-14 2 0 170,59 1,88 26,3 0
IE-15 2 0 210,66 2,54 26,3 0

ALD: aceptores de ligagoes de hidrogénio, DLH: doadores de ligacGes de hidrogénio, MM:
massa molecular; cLogP: lipofilicidade; TPSA: area de superﬁug polar topoléglca.LIPIngKl -
MM < 500; Log P <5; ALH < 10; DLH <5, TPSA < 140 A” (LIPINSKI et al, 2001)

A Tabela 8 mostra os resultados de porcentagem de absor¢do, solubilidade, drug-
likeness e drug-score para 0os compostos intermediarios 1E(01-15). Os resultados mostram que
0S compostos apresentam uma alta porcentagem de absorcdo (99,92%) e baixa solubilidade
(valor negativo de Log S). Os valores de drug-likeness ficaram entre -24,26 e -1,99. Os

valores de drug-score foram positivos para todos os compostos e variaram de 0,04 a 0,07.

Tabela 8-Solubilidade, porcentagem de absorgdo, drug-likeness e drug-score dos compostos
intermediarios (IE-01 a IE-15)

Composto  %ABS __ Log S Druglikeness Drug-Score

IE-01 99,926 -0,99 -5,15 0,06
IE-02 99,926 -1,29 -6,64 0,06
IE-03 99,926 -1,56 -2,86 0,07
IE-03i 99,926 -1,67 -5,35 0,06
IE-04 99,926 -1,83 -7,59 0,06
IE-04i 99,926 -1,72 -2,63 0,07
IE-05 99,926 -2,10 -11,83 0,06
IE-05I 99,926 -1,99 -1,99 0,07
IE-06 99,926 -2,37 -16,25 0,06
IE-06C 99,926 -2,56 -7,21 0,06
IE-08 99,926 -2,91 -24,26 0,05
IE-10 99,926 -3,45 -24,26 0,05
IE-12 99,926 -3,99 -24,26 0,04
IE-14 99,926 -2,32 -2,19 0,07
IE-15 99,926 -2,83 -3,33 0,06

LogsS: solubilidade aquosa; % ABS: porcentagem de absorcao
ZHAO et al (2002)¥” — % ABS (100-67% alta absorcéo; 66-33% média absorcédo; 33-0% baixa absorcéo)

Os resultados do risco de toxicidade calculados para os a-cloro-acetatos estdo
apresentados na Tabela 9. De acordo com o programa Osiris, esses compostos devem
apresentar alguns fragmentos que geralmente sdo responsaveis por causarem alto risco

reprodutivo, mutagénico, tumorigénico e alto efeito irritante.
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Tabela 9- Toxicidade teérica dos compostos intermediarios (IE-01 a I1E-15)

Risco Risco Risco Efeito

génico (RM) Tumorigénico (RT) Reprodutivo (RR) Irritante (1)
AR AR AR AR

Composto Muta

IE-01

IE-02 AR AR AR AR
IE-03 AR AR AR AR
IE-03i AR AR AR AR
IE-04 AR AR AR AR
IE-04i AR AR AR AR
IE-05 AR AR AR AR
IE-05i AR AR AR AR
IE-06 AR AR AR AR
IE-06C AR AR AR AR
IE-O08 AR AR AR AR
IE-10 AR AR AR AR
IE-12 AR AR AR AR
IE-14 AR AR AR AR
IE-15 AR AR AR AR

NR: Nenhum risco, MR: Medio Risco, AR: Alto Risco

Ressalta-se, no entanto, que alertas de risco de toxicidade sdo apenas uma indicacao de
que a estrutura pode ser prejudicial sobre a categoria de risco especificado. Logo, os alertas de
risco de modo algum pretende ser uma previsao de toxicidade totalmente confiavel, nem deve
ser concluido pela auséncia de alertas de risco que uma determinada substancia seja
completamente livre de qualquer efeito toxico.

5.4.1.4 Estudos in silico dos compostos finais — Série 1l — (E-01 a E-15)

A Tabela 10 mostra os resultados da avaliacdo dos parametros de Lipinski,
determinados no estudo in silico, para os diésteres E(01-15). Os resultados mostram que 0s
compostos E-08, E-10, e E-12, violaram o pardmetro de Lipofilicidade. Mas como o0s
parametros de Lipinski admitem até uma violagdo, esses compostos devem apresentar boa

permeabilidade na membrana celular e boa absorcdo apds administracao via oral.

Tabela 10- Propriedades fisico-quimicas dos compostos finais (E-01 a E-15).

Composto  ALH DLH MM CLogP  TPSA (A% Violagdo
E-01 6 0 290,27 2,23 71,06 0
E-02 6 0 304,30 2,63 71,06 0
E-03 6 0 318,32 3,09 71,06 0
E-03i 6 0 318,32 2,99 71,06 0
E-04 6 0 332,35 3,54 71,06 0
E-04i 6 0 332,35 3,31 71,06 0
E-05 6 0 346,38 4,00 71,06 0
E-05i1 6 0 346,38 3,76 71,06 0
E-06 6 0 360,41 4,45 71,06 0
E-06c 6 0 358,39 3,78 71,06 0
E-08 6 0 388,46 5,36 71,06 1
E-10 6 0 416,51 6,27 71,06 1
E-12 6 0 444 57 7,18 71,06 1
E-14 6 0 352,34 3,75 71,06 0
E-15 6 0 392,41 441 71,06 0

ALD: aceptores de ligacdes de hidrogénio; DLH: doadores de ligagGes de hidrogénio, MM:
massa molecular; cLogP: lipofilicidade; TPSA: area de superfjcie polar topologica. &
LIPINSKI — MM <500; Log P <5; ALH < 10; DLH <5, TPSA < 140 A® (LIPINSKI et al, 2001)

]
Emmely Oliveira da Trindade 88



Capitulo 5: Resultados e Discusséo
e ————————

Com relacdo a solubilidade e porcentagem de absorgdo, cujo resultados estdo
apresentados na Tabela 11, todos os diésteres sintetizados devem apresentar alta absorcao
(84,48%) e uma baixa solubilidade (valor negativo de Log S). Os valores negativos do
parametro drug-likeness indicam que nenhum dos compostos contém, predominantemente,
fragmentos presentes em farmacos presentes neste banco de dados. Em relagéo aos resultados
encontrados no estudo de drug-score, todos os compostos tiveram valores positivos, 0s
valores variaram de 0,09 a 0,31, sendo o maior valor para o composto E-03.

Tabela 11- Solubilidade, porcentagem de absorg¢&o, drug-score e drug-likeness dos compostos finais
E(01-15).

Composto  %ABS __ Log S Druglikeness Drug-Score

E-01 84,484 -3,05 -2,82 0,28
E-02 84,484 -3,35 -4,39 0,26
E-03 84,484 -3,62 -0,82 0,31
E-03i 84,484 -3,73 -3,16 0,25
E-04 84,484 -3,89 -5,58 0,13
E-04i 84,484 -3,78 -0,72 0,18
E-05 84,484 -4,16 -9,82 0,13
E-05i 84,484 -4,05 -0,31 0,24
E-06 84,484 -4,43 -14,24 0,11
E-06c 84,484 -4,63 -5,40 0,20
E-08 84,484 -4,97 -22,25 0,14
E-10 84,484 -5,51 -22,25 0,11
E-12 84,484 -6,05 -22,25 0,09
E-14 84,484 -4,38 -0,28 0,29
E-15 84,484 -4,89 -1,72 0,12

o7 LogS: solubilidade aquosa;% ABS: porcentagem de absorcao ]
ZHAO et al (2002)°" — % ABS (100-67% alta absorcao; 66-33% media absor¢do; 33-0% baixa absor¢éo)

Na Tabela 12 temos o resultado dos testes de toxicidade tedrica para os diésteres E
(01-15), observa-se que apos a formacdo dos diésteres 0s compostos teoricamente ndo devem
apresentar risco mutagénico, tumorgénico e apenas 0s compostos E-04, E-04i, E-06 e E-15
apresentaram alto efeito irritante. O alto risco reprodutivo apresentado pela piperina e seus
derivados é proveniente das insaturagdes conjugadas com o anel aromético e a carbonila. Os
resultados indicam que os diésteres sdo teoricamente menos toxicos que Seus compostos

intermediarios.
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Tabela 12- Toxicidade tedrica dos compostos (E-01 a E-12).

Composto Risco Risco Risco Efeito
| P Mutagénico (RM) Tumorigénico (RT) Reprodutivo (RR) Irritante (1)
Piperina NR NR AR NR
E-01 NR NR AR NR
E-02 NR NR AR NR
E-03 NR NR AR NR
E-03i NR NR AR NR
E-04 NR NR AR AR
E-04i NR NR AR AR
E-05 MR NR AR MR
E-05i MR NR AR MR
E-06 NR NR AR AR
E-06¢ NR NR AR NR
E-08 NR NR AR NR
E-10 NR NR AR NR
E-12 NR NR AR NR
E-14 NR NR AR NR
E-15 NR NR AR AR

NR: Nenhum risco, MR: Médio Risco, AR: Alto Risco

5.4.2 Estudos antimicrobianos

A concentragdo inibitéria minima (CIM) para cada produto foi definida como a menor
concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento fingico e bacteriano e/ou verificado
pela permanéncia da coloragdo 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
pug/mL= moderada atividade, > acima de 1500 pg/mL= fraca atividade ou produto
inativo. %"

Para os testes realizados, ndo foram avaliadas as atividades de todos os compostos
sintetizados com todos 0s microorganimos, uma vez que os ensaios foram realizados de
acordo com a disponibilidade dos laboratérios parceiros. Assim, muitas substancias ainda ndo
haviam sido sintetizadas e/ou caracterizadas, e por isso ndo foram enviadas para os estudos de

atividade bioldgica.

5.4.2.1 Avaliacé@o antimicrobiana dos compostos intermediarios 3-cloro-ésteres — (1-01 a
I-15)
Na Tabela 13, estdo registrados os resultados da avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos compostos intermediérios 1(01-15). E possivel observar que todas as
cepas testadas ndo apresentaram sensibilidade aos compostos testados nos ensaios

bioldgicos, se mostrando resistentes aos produtos nas concentragdes de 1024 a 64 pg/mL.
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Tabela 13- Resultados da avaliacéo da Concentracéo Inibitoria Minima/CIM (ug/mL) dos compostos
intermediarios (1-01 a I-15) contra cepas bacterianas e flngicas.

Bactérias Leveduras F. Filamentosos
™ © ™
ol 9N Lo 5 X . 0?2 o n O
S8 | 25 |28| 52 | Ew|s8|8=| 38 | 28
Amostras ct | S | DV | oo | 0™ | 25|55 S g oI
=0 = 20 |lad |2 gyl o= &¢ £ (
TS| 82 | 50|33 |2 29| 8 =0 @)
s SO | ®s3 | 50|+~ 4 ) =)
Ac. Pipérico + + + + + + + ¥ ¥
1-01 + + + + + + + + +
1-02 + + + + + + + + +
1-03 + + + + + + + + +
1-04 + + + + + + + + +
1-05 + + + + + + + + +
1-06 + + + + + + + + +
1-07 + + + + + + + + +
1-08 + + + + + + + + +
1-09 + + + + + + + + +
1-10 + + + + + + + + +
I-11 + + + + + + + + +
I-12 + + + + + + + + +
1-13 + + + + + + + + +
1-14 + + + + + + + + +
I-15 + + + + + + + + +
Meio de cultura - - - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + + ¥ T
Anfotericina B X X X - - - - - -
Gentamicina - - - X X X X X X

(+):Crescimento do micro-organismo | (-):N&o houve crescimento microbiano | (x):N4o se aplica

5.4.2.2 Avaliacdo antimicrobiana dos diésteres finais — Série | — (DE-01 a DE-15)

Na Tabela 14, estdo registrados os resultados da avaliacdo da atividade antibacteriana
e antifungica dos diésteres derivados da piperina DE(01-15). Os compostos DE-02, DE-04,
DE-05, DE-07, DE-08, DE-09 e DE-12 ndo apresentaram atividade frente aos micro-
organismos testados nas concentragdes avaliadas. Todos 0s compostos que apresentaram
atividade foram ativos frente a todas as leveduras do género Candida testadas. Para 50% das
espeécies testadas a substancia DE-15 apresentou CIM de 512 pg/mL. Os compostos DE-01,
DE-03 e DE-13 apresentaram atividade inibitdria contra 60% dos micro-organismos testados
com uma CIM de 256 pg/mL. As substancias DE-11 e DE-14 apresentaram CIM de 1024
pg/mL para 70% dos micro-organismos (fungos leveduriformes e filamentosos). A
substancia DE-06 apresentou CIM de 256 pg/mL contra 80% das espécies testadas. Vale
ressaltar que esta substancia inibiu 100 % das espécies fungicas testadas, atestando grande
potencial antifungico devido a sua a¢ao abrangente.

Nenhuma substancia foi capaz de inibir o crescimento microbiano das espécies
bacterianas testadas. Contudo, o fato das substadncias ndo apresentarem atividade

antibacteriana ainda pode ser considerado um aspecto positivo, visto que em um possivel

e EYEY}Y}hYYYYYYYYSYSYSYSYSS_S__
Emmely Oliveira da Trindade 91



Capitulo 5: Resultados e Discusséo
e ————————

tratamento antifingico com estas moléculas, provavelmente ndo colocaria em risco a

integridade da microbiota nativa, benéfica ao hospedeiro.”

Tabela 14- Resultados da avaliacdo da Concentracéo Inibitéria Minima/CIM (pug/mL) dos diésteres
derivados da piperina (DE-01 a DE-15) contra cepas bacterianas e flngicas.

Bactérias Leveduras F. Filamentosos |

oS 8B 28| o GE | = < o l3gl3.

Amostras 28|58 S8 | 59| 83| €2 | 22 | BS | 8BS | &%

3| 2Q |20 | 83| gQ | g2 | &2 |S535 | ES | Be

GR| 8L | B0 | 2T | =R | 5] 42 |3 | 20 | £&
<|a<| O | O Og | © - <k | <
DE-01 + + 256 256 1024 | 1024 + 256 256 +
DE-02 + + + + + + + + + +
DE-03 + + 256 | 1024 | 1024 | 256 + 256 | 1024 +
DE-04 + + + + + + + + + +
DE-05 + + + + + + + + + +

DE-06 + + 256 | 1024 | 1024 | 512 512 256 256 256
DE-07 + + + + + + + + + +
DE-08 + + + + + + + + + +
DE-09 + + + + + + + + + +
DE-10 + + 1024 | 1024 | 1024 | 1024 + + + +
DE-11 + + 1024 | 256 1024 | 1024 | 1024 | 512 512 +
DE-12 + + + + + + + + + +
DE-13 + + 1024 | 1024 | 256 256 + 256 256 +
DE-14 + + 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 256 256 +
DE-15 + + 256 512 512 | 1024 + + 1024 +
Meio de cultura - - - - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + + + + +
Anfotericina B X X - - - - - - - -
Gentamicina - - X X X X X X X X

(+):Crescimento do micro-organismo |(-):N&o houve crescimento microbiano |(x):N&o se aplica

Ao analisar a capacidade antimicrobiana dos compostos finais DE(01-15) e a
inatividade dos seus respectivos intermediarios 1(01-15) podemos sugerir que o efeito
antimicrobiano dos produtos finais se deve a inser¢do do segmento piperinico.

O resultado da atividade antimicrobiana dos compostos DE(01-15) mostrou que 0S
compostos que possuiam grupos substituintes doadores de elétrons (DE-03, DE-06 e DE-14)
foram ativos frente grande parte dos micro-organismos testados. Os compostos DE-04 e DE-
05 que apresentam grupos doadores, contudo volumosos, (Br e | respectivamente) foram
inativos.

Os compostos que possuiam grupos substituintes retiradores de elétrons (DE-07, DE-
08 ¢ DE-09) foram inativos frente aos micro-organismos testados nas concentragdes
avaliadas.

Com relagdo aos compostos DE(10-13), que possuem em sua estrutura uma ligacdo a.,
[-insaturada adicional, todos os compostos, com excecdo do composto DE-12, se mostraram

ativos frente a maioria das cepas testadas.
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Vale ressaltar que para compreender melhor a relagéo entre os resultados observados
no estudo in vitro e as propriedades fisico-quimicas dos compostos sintetizados devera ser
realizado um estudo de relacdo estrutura-atividade (REA).
5.4.2.3 Avaliagd@o antimicrobiana dos compostos intermediarios a-cloro-acetatos—(1E-01

alE-12)

Os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos intermediarios
IE(01-12) estdo descritos na Tabela 15. As substancias 1E-01, 1E-03, 1E-04 e IE-04i néo
foram capazes de inibir o crescimento microbiano de nenhum dos micro-organismos testados
nas concentragdes avaliadas. Contra todas as leveduras do género Candida, as substancias IE-
05 e IE-12 apresentaram uma CIM de 1024 pg/mL. Ja as substancias 1E-02, IE-03i e I1E-06c,
apresentaram CIM de 256 pg/mL contra as cepas de C. albicans e 1024 pug/mL contra as
cepas de C. tropicalis. As substancias 1E-06, IE-06c, 1E-08 e IE-10 inibiram o crescimento
microbiano das cepas de S. aureus, A. flavus e A. fumigatus na concentragdo de 1024 pg/mL.
A substancia IE-06c¢ inibiu 8 das 9 cepas microbianas testadas, apresentando uma CIM de 256
pg/mL contra as cepas de C. abicans e 1024 pg/mL para os demais micro-organismos que
foram susceptiveis, mostrando o maior espectro de atividade dentre os intermediarios

testados. Contudo, nenhuma substancia foi capaz de inibir a cepa de P. aeruginosa.

Tabela 15- Resultados da avaliacéo da Concentracéo Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) dos compostos
intermediarios (1-01 a 1-12) contra cepas bacterianas e fungicas.

Bactérias Leveduras F. Filamentosos

A S8 | 35|58 52 | 53|88 83| 28 | 88

mostras SN SIS, 2 | 23|52 | s T =Y

5L 3= |58 20 83| 80|82 | =0 | EO

(@) - % O < O c 7 =50 +— ;O E O

D@ EloE | G = | o <= =

< A Og | © O« < | <«
Ac. Pipérico + + + + + + + + +
IE-01 + + + + + + + + +
IE-02 + + + 256 256 1024 | 1024 + +
IE-03 + + + + + + + + +
1E-03I + + + 256 256 1024 | 1024 + +
IE-04 + + + + + + + + +
1E-04i + + + + + + + + +
IE-05 + + + 1024 | 1024 | 1024 | 1024 + +
IE-05I + + + + + + + + +

IE-06 1024 | 1024 | + + + + + 1024 1024

IE-06¢C 1024 | 1024 | + 256 256 1024 | 1024 1024 1024

IE-08 1024 | 1024 | + + + + + 1024 1024

IE-10 1024 | 1024 | + + + + + 1024 1024
IE-12 + + + 1024 | 1024 | 1024 | 1024 + +
Meio de cultura - - - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + + + +
Anfotericina B X X X - - - - - -
Gentamicina - - - X X X X X X

(+):Crescimento do micro-organismo | (-):N&o houve crescimento microbiano | (x):N4o se aplica

]
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5.4.2.4 Avaliacao antimicrobiana dos diésteres finais — Série 1l — (E-01 a E-12)

A Tabela 20 mostra os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana dos
diésteres derivados da piperina E(01-12). Nenhuma substancia foi capaz de inibir o
crescimento microbiano das espécies bacterianas testadas. As substancias E-08, E-10 e E-12
foram inativas para todos 0os micro-organismos testados nas concentragoes avaliadas.

As substancias E(01-06¢) foram ativas frente a todas as leveduras do género Candida
testadas, com uma atividade de moderada a forte com a CIM entre 1024 — 256 pg/mL. Os
compostos E(01-04) apresentaram uma CIM de 256 ug/mL sendo considerados com uma
6tima atividade frente aos fungos filamentosos do género A. niger (LM-108). Dos compostos
testados, apenas o composto E-04 foi ativo frente a cepa de A. flavus com CIM de 1024
pug/mL. A substancia E-05 foi eficaz com uma CIM de 1024 ug/mL apenas contra 40% dos
micro-organismos testados, sendo esta porcentagem composta somente por leveduras. Para
50% das espécies testadas, a substancia E-03i apresentou CIM de 512 pg/mL, composto E-03
apresentou uma CIM de 256 pg/mL e as substancias E-04i e E-06c apresentaram CIM de
1024 pg/mL. As substancias E-01, E-02 e E-04 foram ativas frente a 70% dos micro-
organismos testados, sendo a CIM= 1024 ug/mL para o composto E-04 e CIM= 512 ug/mL

para os compostos E-01 e E-02.

Tabela 16- Resultados da avaliagdo da Concentracéo Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) dos compostos
finais (E-01 a E-12) contra cepas bacterianas e fingicas.

Bactéria Leveduras F. Filamentosos
28 B8 |23 2 |28 2 |, 23 |2
Compostos 28 £E8 |88 |85 g < 83 == |65 59 |58
20 |20 |20 |23 |80 |8 |3 |Es |EO |Ea
~ = loOFE O O = O - = .
< | < < < << <
E-01 + + 256 | 1024 | 1024 | 1024 + 256 | 256 | 256
E-02 + + 256 | 1024 | 1024 | 1024 + 256 | 256 | 256
E-03 + + 1024 | 256 | 1024 | 256 + 256 + ¥
E-03i + + 1024 | 1024 | 512 | 512 + 256 + +
E-04 + + 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 256 + 1024
E-04i + + 1024 | 1024 | 1024 | 1024 + + + 512
E-05 + + 1024 | 512 | 1024 | 1024 + + + +
E-05i + + 256 ** 11024 | 1024 + + 256 +
E-06 + + 256 | 1024 | 1024 | 1024 + + + +
E-06¢ + + 1024 | 1024 | 1024 | 1024 + + + 1024
E-08 + + + + + + + + + +
E-10 + + + + + + + + + +
E-12 + + + + + + + + + +
Meio de cultura - - - - - - - - - -
Micro-organismo + + + + + + + + + +
Anfotericina B X X - - - - - - - -
Gentamicina - - X X X X X X X X

(+):Crescimento do micro-organismo |(-):N&o houve crescimento microbiano [(x):N&o se aplica | (**):Substancia néo testada
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De maneira geral, os compostos finais E(01-12) se mostraram mais ativos frente a um
maior numero de cepas que seus respectivos intermediarios 1E(01-12). A inatividade dos
compostos E-08, E-10 e E-12 pode estar relacionada aos seus altos valores de lipofilicidade.
Conforme visto no resultado do estudo in silico (Tabela 10, pag. 88), apenas esses diésteres
apresentaram valores de lipofilicidade (clogP) superiores a 5. Se um farmaco é muito
lipofilico ele pode se ligar muito fortemente as proteinas plasmaticas, ficando incapaz de
alcancar o meio intracelular, e assim a concentracdo plasmatica de farmaco livre diminui, o
que pode reduzir a sua poténcia/eficacia.'®

Dentre todos 0s compostos testados, apenas os compostos 1E-06, 1E-06¢, IE-08 e IE-

10 apresentaram atividade bacteriana frente as cepas de S. aureus (ATCC-25293 e LM-177).

5.4.3 Estudos de toxicidade néo clinica aguda e atividade antitumoral in vivo do DE-07

5.4.3.1 Resultados da toxicidade néo clinica aguda em camundongos

O ensaio de toxicidade ndo clinica aguda em camundongos foi realizado de acordo
com o “Guideline for testing of chemicals” n® 423 da OECD (Anexo lll, pag 234).
Camundongos, trés fémeas por grupo, foram submetidos a doses 2000 mg/kg e 300 mg/kg do
DE-07, via intraperitoneal (i.p.), e ao grupo controle (n=3) foi administrado apenas o veiculo
(Tween 80 a 12%).

Na primeira etapa foi feita a administracdo de 2000 mg/kg do DE-07, o que causou a
morte de dois dos trés animais experimentais. Seguindo o guia n® 423 da OECD realizou-se a
administracdo da dose de 300 mg/kg que ndo provocou morte de nenhum dos animais.
Novamente, seguindo a referida guia da OECD, foi realizada a repeticdo da administracéo da
dose de 300 mg/kg, em trés outros animais experimentais, que novamente ndo causou morte
de nenhum animal. Desta forma, a dose letal média (DLsy) do DE-07 em camundongos
albinos Swiss foi estimada em torno de 1000 mg/kg e, segundo 0 “Globally Harmonized
Classification System” (GHS), essa molécula foi classificada na Categoria 4, podendo ser
considerado como um composto de baixa toxicidade aguda. A Tabela 17 mostra os resultados
do ensaio de toxicidade nao clinica aguda in vivo do composto DE-07.

Tabela 17- Efeitos da administracdo i.p. de doses unicas de DE-07 em camundongos

Grupos Morte/Tratado
Controle 0/3
2000 mg/kg 2/3
Controle ] 0/3
300 mg/kg Experimento 1 0/3
Controle ) 0/3
300 mg/kg Experimento 2 03

[ ———————————
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Esse resultado permite inferir que o composto DE-07 € consideravelmente menos
toxico, em ensaio de toxicidade ndo clinica aguda em camundongos, do que Seu precursor,
nesse caso a piperina. A literatura relata que a dose letal média (DLs) da piperina em fémeas
de camundongos albinos Swiss via intraperitoneal é DLs;= 60 mg/kg,'®* e o derivado DE-07
apresentou DLsp= 1000 mg/kg. Os resultados obtidos mostraram que a substituicdo do anel

piperidina da piperina por um diéster produziu um composto com menor toxicidade.

5.4.3.2 Atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma Ascitico de Ehrlich
(CAE)

Para avaliacdo do efeito antitumoral do composto DE-07, em modelo de Carcinoma
Ascitico de Ehrlich, foram analisados os parametros de massa tumoral, volume do tumor,
viabilidade celular e total celular. O DE-07 foi utilizado nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg de
animal, e como droga padrao foi utilizado o 5-fluorouracil (5-FU) na dose de 25 mg/kg de
animal. A Figura 9 mostra os resultados dos parametros avaliados para o0 composto DE-07.

Em relagdo ao pardametro volume tumoral, ndo foi observada diminuicéo significativa
nos animais tratados com DE-07 em nenhuma das doses avaliadas em comparagéo ao grupo
controle. Contudo, apesar desse resultado, uma reducdo significativa do parametro massa
tumoral foi observado no grupo tratado com 50 mg/kg de DE-07. Para os parametros
viabilidade celular e total celular, foi observado diminuicédo significativa, em relacéo ao grupo
controle, nos animais tratados com DE-07 nas trés doses avaliadas. Esses resultados permitem
inferir que o DE-07, no modelo experimental avaliado, apresenta significativa atividade

antitumoral in vivo

]
Emmely Oliveira da Trindade 96



Capitulo 5: Resultados e Discusséo

Figura 9- Efeito do tratamento com DE-07 (50 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) em camundongos
transplantados com CAE.
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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 tratado com 5-FU; °p <'0,05 comparado ao grupo tratado com DE-07 (50 mg/kg)

5.4.3.3 Atividade antiangiogénica do composto DE-07

A dose de 50 mg/kg foi selecionada para a investigacdo de um dos possiveis
mecanismos de acdo antitumoral do composto DE-07 (inibig&o da angiogénese), considerando
que essa foi a dose que apresentou efeito maximo.

Observou-se reducdo significativa na microdensidade dos vasos no grupo tratado com
DE-07, quando comparado ao grupo controle. Os resultados apresentados na Figura 10

mostram que o DE-07 apresenta acdo antiangiogénica.
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Figura 10- Efeito do tratamento com DE-07 (50 mg/kg) e do 5-FU (25 mg/kg) na microdensidade
vascular peritoneal de camundongos transplantados com CAE.
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A: A microdensidade vascular (%) foi determinada pela area ocupada por vasos sanguineos dividido pela area
total selecionada. As figuras foram cortadas em tamanho padrdo (1 cm x 1 cm). B: Imagens representativas da
inibicdo da angiogénese peritoneal apds tratamento com DE-07 e 5-FU. Dados apresentados como média + erro
padrdo da média de seis animais analisados por ANOVA seguido por Tukey. ®p <0,05 comparado ao controle.

Na investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo antitumoral do DE-07, foi
evidenciado que a molécula teste induz inibicdo da angiogénese tumoral, o estresse oxidativo

e modulagdo da resposta inflamatéria no microambiente tumoral %
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
6.1 Conclusoes

Os objetivos propostos neste trabalho foram alcancados, assim podemos inferir que:

v A utilizacdo da piperina, extraida da pimenta-do-reino, como precursor na sintese de
novas moléculas, se mostrou altamente versétil e acessivel, sendo possivel a obtencéao
do acido pipérico em bom rendimento;

v" Os produtos intermediarios e finais foram obtidos com rendimentos entre 50 e 93%, e
a rota sintética utilizada se mostrou simples e eficaz;

v Foram sintetizados 30 cloro-ésteres intermediarios, sendo destes, 7 moléculas inéditas;

v" Foram sintetizados 30 diésteres derivados da piperina, sendo todas estruturas inéditas
na literatura;

v As estruturas quimicas dos compostos sintetizados foram elucidadas por meio de
técnicas espectroscopicas de infravermelho, RMN (*H e *C) e RMN 2D (COSY,
HSQC e HMBC);

v" Os resultados dos estudos in silico mostraram que a maioria dos compostos satisfazem
0s parametros da regra dos cinco de Lipinski, tendo teoricamente boa
biodisponibilidade oral;

v A avaliacdo antimicrobiana dos compostos intermedidrios mostrou que, apesar de
grande parte das substancias se mostrarem ineficaz, algumas se mostraram ativas
contra boa parte dos micro-organismos testados, das quais a substancia IE-06c
mostrou maior espectro de atividade com uma CIM considerada moderada;

v Os resultados da avaliacdo antimicrobiana dos compostos finais mostrou que 18 dos
28 compostos avaliados apresentaram atividade, inibindo o crescimento de 40 a 80%
das cepas testadas, com uma CIM variando de 1024 a 256 pug/mL. Boa parte destas
substancias foram ativas principalmente contra os fungos leveduriformes. Contudo,
nenhum dos compostos finais apresentou atividade frente as cepas bacterianas
testadas;

v' O composto DE-06 apresentou acdo antimicrobiana mais abrangente, inibindo 80%
dos micro-organismos testados com uma CIM considerada 6tima. Ressalta-se que essa
substancia inibiu 100% das especies fungicas avaliadas, atestando grande potencial
antifingico;

v" O composto DE-07 teve a dose letal média (DLsp) estimada em 1000 mg/kg, sendo
considerado um composto de baixa toxicidade aguda;

v O resultado da avaliagdo do efeito antitumoral in vivo do composto DE-07, em modelo
de carcinoma ascitico de Ehrlich (CAE), mostrou uma reducao significativa da massa
tumoral e dos parametros viabilidade e total celular; tais resultados permitem inferir
que o composto, no modelo experimental avaliado, apresenta significativa atividade
antitumoral in vivo, com mecanismos antiangiogénicos, imunomoduladores e de

indugéo do estresse oxidativo.

Emmely Oliveira da Trindade 100



Capitulo 6: Conclusdes e Perspectivas
—  m  k / 0 — i 7 i Y  — e

6.2 Perspectivas

v Realizar estudos de Relacgdo Estrutura Atividade (REA) dos compostos sintetizados;

v Disponibilizar os novos compostos sintetizados para grupos de pesquisa na area
farmacologica, com o intuito de avaliar novas atividades biologicas para estes
compostos;

v" Investigar a atividade antileishmania in vitro dos diésteres sintetizados;

v" Investigar a atividade anticancer in vitro dos diésteres sintetizados;

v Submeter os compostos finais a estudos de toxicidade in vivo;

e EYYEY}Y}hYYY Y
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7. METODOLOGIA
7.1 Equipamentos

Todas as sinteses para obtencdo dos compostos foram realizadas no Laboratério de
Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica (LPBS — UFPB). Os espectros na regido de
infravermelho (IV) foram realizados no Laboratério de Combustiveis e Materiais (LACOM —
UFPB) utilizando um espectrometro marca Shimadzu, modelo IR Prestige-21, com um
acessorio ATR (reflexdo total atenuada). Os espectros de RMN de 'H e *C e RMN 2D
(COSY, HSQC e HMBC) foram realizados no LMCA (Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo e Analise da UFPB) utilizando o espectrometro de marca Varian, modelo
Mercury (400 MHz e 500 MHz para *H e 101 e 126 MHz para **C). Para a solubilizacdo das
amostras foram utilizados os solventes cloroférmio deuterado (CDCIs) e dimetilsuféxido
deuterado (DMSO-ds).

7.2 Obtencao dos compostos intermediarios

7.2.1 Isolamento da amida 1-Piperoil-piperidina (piperina) (1)

(0]
7 5 3 13'
0.8 X N 14
12< 6 4 2
0 11 13 15
14

10 (1)
Numa aparelhagem de Soxhlet foram adicionados 100 g de pimenta-do-reino e 1000

mL de etanol 95%. O sistema foi mantido em refluxo por aproximadamente 10 horas. Apds
concentrar o extrato no rotaevaporador, foi adicionado ao mesmo 100 mL de uma solugcao
alcodlica de KOH 10% e em seguida filtrou-se o material precipitado. Foi adicionada a
solucdo alcodlica uma pequena quantidade de dgua até que o meio se tornasse turvo. Apos um
periodo de 72 horas em repouso, formou-se um precipitado amarelo que foi filtrado sob
pressao reduzida e lavado com uma pequena quantidade de agua gelada e éter etilico gelado.
Foram obtidos 3,5g de piperina com rendimento de 3,5%. P.F: 126-128°C (Lit.%®: 125-127°C).

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 2939 (C—Hp,); 1631 (C=0); 1581-1442 (C=Ca,); 1249 (O-

CH,-0); 930 (C—Har).

RMN *H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm): 7,40 (ddd, J = 14,7, 8,9, 1,2 Hz, 1H, H-3), 6,95 (s, J

= 1,6 Hz, 1H, H-7), 6,86 (dd, J = 8,1, 1,7 Hz, 1H, H-11), 6,76 — 6,66 (m, 3H, H-4, H-5, H-

10), 6,41 (d, J = 14,6 Hz, 1H, H-2), 5,94 (s, 2H, H-2), 3,60 — 3,48 (m, 4H, H-13, H-13"),

1,64 (m, 2H, H-15), 1,59 — 1,53 (m, 4H, H-14, H-14").

RMN *¥C (CDCl;, 101 MHz,  ppm):165,5 (C-1), 148,2 (C-9), 148,1 (C-8), 142,8 (C-3),

138,4 (C-5), 130,9 (C-6), 125,3 (C-4), 122,5 (C-11), 119,7 (C-2), 108,4 (C-10), 105,6 (C-7),

101,3 (C-12), 46,3 (C-13, C-13°), 26,1 (C-14, C-14’), (C-15) 24,6.
[ ]
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7.2.2 Preparacao do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E),4(E)-pentadiendico-acido
pipérico (2)

7 3 3 o 13 a) KOH/ EtOH, refluxo, 12 h . 5 3
0% NN 14 b)HCI10%, pH 3 0.8 - NN ~OH
SN 4z 12 4 2
0 11 13 15 0 "
14

T ) 10 (2)
Em um baldo de 50 mL adicionou-se de 2,20 g (7,72 mmol) de piperina e 22 mL de

solucdo etandlica de KOH 20%. A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitagdo por 20
horas. Apds o término da reacdo, a mistura foi filtrada, lavada com etanol e seca. O
precipitado formado foi solubilizado em &gua e acidificado com solucéo de HCI 10% até o pH
3. O precipitado formado com a uma coloracdo amarelada foi filtrado, lavado com agua, seco
e recristalizado em etanol. Desta forma foram obtidos 1,67g com 94,5% de rendimento. P.F:
217-218°C (Lit.:** 216-217 °C)

Caracterizagao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 3448 (O-H), 2922 (C—Hair), 1676 (C=0), 1604 — 1419
(C=Ca), 1255 (O-CH,-0), 927 (C—Ha:).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm): & 12,20 (s, 1H, O-H), 7,36 — 7,26 (m, 1H, H-3), 7,23
(s, 1H, H-7), 7,03 — 6,89 (m, 4H, H-4, H-5, H-11, H-10), 6,05 (s, 2H, H-12), 5,93 (d, J = 15,2
Hz, 1H, H-2).

RMN *¥C (CDCls;, 101 MHz,  ppm):168,1 (C-1), 148,5 (C-9), 148,4 (C-8), 145,1 (C-3),
140,2 (C-5), 130,9 (C-6), 125,3 (C-4), 123,5 (C-11), 121,5 (C-2), 108,4 (C-10), 106,1 (C-7),
101,8 (C-12).

7.2.3 Preparacdo do piperato de potassio (3)

lo) KOH, EtOH (o)
1h,rt _
e SN Ton e 0 NNNoK
o (2) o (3)

Uma solugdo etanolica de hidroxido de potéssio (10 mmol) foi adicionada lentamente
em uma solugdo etandlica de &cido pipérico (10 mmol). A mistura reacional ficou sob
agitacdo constante em temperatura ambiente por 1h. O solido obtido foi filtrado e seco.
Rendimento: 93%.

Caracterizagao:
Infravermelho (ATR) v/em™: 3022 (C-Har), 2908 (C-Hajit), 1550 (C=0), 1500 — 1448
(C=Ca), 1255 (C-0).

7.2.4 Preparacédo do acido 2-(1,3-dioxoisoindolin-2-ila)acético (Ftalglicina) (4)

o AcOH, refluxo 0 o oH
OH 3h
0 + HNTY - ©fén
o 4)
o}

o]
Uma solucdo de anidrido ftalico (5 mmol) e glicina (5 mmol) em &cido acético glacial

foi agitada sob refluxo por 6h. Apos esse tempo o solvente foi evaporado a pressao reduzida e
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o residuo solido foi lavado com &gua destilada, filtrado, seco e recristalizado em etanol:agua
(1:1). Rendimento: 80%, P.F: 189-190°C.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 3475 (OH), 3099 — 3051(C-Ha,), 2985 — 2872 (C-Haiir),
1770 — 1718 (C=0), 1612 — 1467 (C=Ca,).

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz, & ppm): & 13,25 (s,1H), 7,92 (dt, J = 7,1, 3,7 Hz, 2H), 7,89
— 7,85 (m, 2H), 4,32 (s, 2H).

RMN **C (DMSO-d6, 101 MHz, 6 ppm): & 168.9, 167,2, 134,8, 131,4, 123,4 , 38,9.

7.2.5 Metodologia geral para obtencéo dos cloretos de acido (5)
o] SOCl, o

B —

R”NOH DMFg, R” Cl

5
S B G LB
NO,
cl Br [ CH, NO, OaN NO: ¢

o

S

N O,N 12 /@Mm NN 14 /@A{ﬁ)

1o)©/\5<11) ZW e )@/\w >\O @f‘(NJ
o

Em um baldo de 50 mL acoplado com condensador e tubo secante (CaCl.,), adicionou-
se rapidamente 2,0 mL de cloreto de tionila a 15 mmols do &cido carboxilico correspondente e
DMF catalitico. A mistura foi mantida em refluxo e agitagdo, o tempo de reagédo variou de 2 a
6 horas. Em seguida o excesso de SOCI, foi rotoevaporado e lavado com diclorometano.
Obtendo-se os cloretos de &cido correspondentes que foram utilizados in situ na proxima
etapa da sintese.

7.2.6  Metodologia geral para obtencdo dos 8-cloro-ésteres (1-01 — 1-15)
o

o) (o) ZnCIZ
J o+ Q — M«
R Cl 75°C R (0]
5 (101 - I-15)

wockadiad adsr o & s
NO
¢ e i L, No, O,N NO, 2

g o]
N O,N 12 Wu NN 14 15)
10)@/\54 11)0; W e, G )\OO/J{ C[:Nj

o

A metodologia para obtencdo dos &-cloro-ésteres foi baseada na literatura de Enthaler
& Weidauer”’. Em um balo de 25 mL foi adicionado 10 mL de THF, 0,0136 g de ZnCl, (0,1
mmol) e 10 mmol dos respectivos cloretos de acidos (5). A mistura foi agitada e aquecida a

temperatura de 75 °C e acompanhada por CCD. Em seguida a mistura foi esfriada e o
solvente rotoevaporado. O residuo foi dissolvido em diclorometano (30 mL) e transferido para

um funil de separacdo, lavado com agua destilada (3 x 30 mL), a fase organica foi separada e
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lavada com solugdo saturada de NaHCO3 (3 x 30 mL), &gua destilada (3 x 30 mL), solucédo de
NaCl (3 x 30 mL), alternando-as durante o processo. Até obtencdo de pH proximo de 7 para
certificar a auséncia de acido ou base. A fase organica foi tratada com Na,SO, anidro para
eliminar resquicios de agua, entdo o solvente foi rotaevaporado. O produto foi purificado em
coluna cromatogréfica utilizando como eluente: hexano/diclorometano.

> Sintese do acetato de 4-cloro butila (1-01).
o]
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 30 mL de THF, 0,041 g (0,3 mmol) de ZnCl, e 3,39 g de
cloreto de acetila (30 mmol). Obtendo um liquido incolor (4,1 g) com 90,5 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1735 (C=0), 1234, 1041 (C-0), 1365, 650 (C-CI).

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz, & ppm): & 4,07 (t, 2H, H-3), 3,54 (t, 2H, H-6), 2,02 (s, 3H, H-
2), 1,90 — 1,71 (m, 4H, H-4, H-5).

RMN *C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): & 171,1 (C-1), 63,6 (C-3), 44,5 (C-6), 29,2 (C-5), 26,1
(C-4), 20,9 (C-2).

> Sintese do benzoato de 4-cloro-butila (1-02).
o}

2 S A _cl
4 2 1 0NN\
7 9
5 3 1-02

7
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 2,8 g de cloreto
de benzoila (20 mmol). Obtendo um liquido incolor (3,92 g) com 92,3 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1716 (C=0), 1271, 1070 (C-O), 1112, 709 (C-CI).

RMN *'H (CDCls, 400 MHz, & ppm): & 8,03 (dd, J = 8,4, 1,3 Hz, 2H, H-3, H-3"), 7,55 (t, J =
7,4 Hz,1H, H-5), 7,43 (t, J = 7,6 Hz, , 2H, H-4, H-4’), 4,35 (t, 2H, H-6), 3,60 (t, 2H, H-9),
2,00 — 1,87 (m, 4H, H-4, H-5).

RMN *¥C (CDCl;, 101 MHz,  ppm): & 166,5 (C-1), 133,0 (C-5), 130,2 (C-2), 129,5 (C-3,
C-3°), 128,4 (C-4, C-4°), 64,1 (C-6), 44,5 (C-9), 29,3 (C-8), 26,2 (C-7).

> Sintese do (4-cloro)-benzoato de 4-cloro-butila (1-03).

s 22 Boe = ci
/©)1L oY
Cl” 5 T 3 1-03
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 3,48 g de

cloreto de 4-cloro benzoila (20 mmol). Obtendo um liquido incolor (4,2 g) com 85,5 % de

rendimento.
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Caracterizagao:

Infravermelho (ATR)v/cm™:1718(C=0), 1269, 1014(C-0), 1116, 759(C-Cl), 1089(Ca,-ClI).
RMN *H (CDCls, 400 MHz, & ppm): 7,94 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3, H-3"), 7,38 (d, J = 8,8
Hz, 2H, H-4, H-4"), 4,33 (t, 2H, H-6), 3,58 (t, 2H, H-9), 2,00 — 1,78 (m, 4H, H-8, H-7).

RMN *C (CDCls;, 101 MHz, & ppm): & 165,6 (C-1), 139,4 (C-5), 130,9 (C-3, C-3°), 128,7
(C-4, C-4%), 128,7 (C-2), 64,4 (C-6), 44,4 (C-9), 29,2 (C-8), 26,1 (C-7).

> Sintese do (4-bromo)-benzoato de 4-cloro-butila (1-04).
(o]

4 3 6 8
7 9
Br " 1-04

54.

O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 4,35 g de
cloreto de 4-bromo benzoila (20 mmol). Obtendo um liquido incolor (4,71 g) com 80,8 % de
rendimento.

Caracterizagao:

Infravermelho (ATR)v/cm™:1718(C=0), 1267, 1010(C-0), 1114, 756(C-Cl), 1010(Ca,.-Br).
RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm): & 7,88 (d, J = 8,7 Hz, 2H, , H-4, H-4%), 7,56 (d, J =
10,9 Hz, 2H, H-3, H-3"), 4,34 (t, 2H, H-6), 3,59 (t, 2H, H-9), 1,96 — 1,89 (m, 4H, H8, H-7).
RMN *¥C (CDCls;, 101 MHz, & ppm): & 165,8 (C-1), 131,8 (C-3, C-3°), 131,1 (C-4, C-4"),
129,2 (C-2), 128,1 (C-5), 64,4 (C-6), 44,5 (C-9), 29,3 (C-8), 26,2 (C-7).

> Sintese do (4-iodo)-benzoato de 4-cloro-butila (1-05).
o]

3 6 8
175573 1-05
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de THF, 0,0136 g (0,1 mmol) de ZnCl, e 2,66 g de
cloreto de 4-iodo benzoila (10 mmol). Obtendo um liquido incolor (2,52 g) com 74,5 % de
rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm'™: 1716 (C=0), 1265, 1101 (C-0), 1114, 752 (C-CI).

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz, 6 ppm): & 7,80 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-4, H-4"), 7,73 (d, J = 8,6
Hz, 2H, H-3, H-3"), 4,34 (t, 2H, H-6), 3,60 (t, 2H, H-9), 2,00 — 1,84 (m, 4H, H-8, H-9).

RMN C (CDCl;, 101 MHz, & ppm): 5 166,1 (C-1), 137,8 (C-4, C-4%), 131,1 (C-3, C-3°),
129,7 (C-2), 100,8 (C-5), 64,5 (C-6), 44,5 (C-9), 29,3 (C-8), 26,2 (C-7).

> Sintese do (4-metil)-benzoato de 4-cloro-butila (1-06).
o]

4 3 2 7 9 cl
AN
/©)1‘\ R
6 a3
5N 1-06
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 3,08 g de
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cloreto de 4-metil benzoila (20 mmol). Obtendo um liquido incolor (3,79 g) com 83,8 % de
rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm'™: 1712 (C=0), 1271, 1107 (C-0), 1176, 752 (C-CI).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, & ppm): & 7,92 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-3, H-3"), 7,23 (d, J = 8,0
Hz, 2H, H-4, H-4"), 4,34 (t, 2H, H-7), 3,61 (t, 2H, H-10), 2,40 (s, 3H, H-6), 1,94 (m, 4H, H-9,
H-8).

RMN *¥C (CDCl;, 101 MHz,  ppm): & 166,7 (C-1), 143,7 (C-5), 129,6 (C-3, C-3°), 129,2
(C-4,C-4’), 127,5 (C-2), 64,0 (C-7), 44,6 (C-10), 29,4 (C-9), 26,3 (C-8), 21,7 (C-6).

> Sintese do (4-nitro)-benzoato de 4-cloro-butila (1-07).
0

4 3 ) 6 8 cl
TN
O,N" 577 3 107
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 30 mL de THF, 0,0408 g (0,3 mmol) de ZnCl, e 5,55 g de
cloreto de 4-nitro benzoila (30 mmol). Obtendo um liquido de coloragdo amarela (6,95 g) com

90 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR)v/cm™: 1720 (C=0), 1269, 1103 (C-O), 1525,1348 (N=0), 1118, 717
(C-Cl).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz, & ppm): & 8,26 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-4, H-4"), 8,18 (d, J = 9,0
Hz, 2H, H-3, H-3"), 4,40 (t, 2H, H-6), 3,60 (t, 2H, H-9), 2,06 — 1,82 (m, 4H, H-8, H-7).

RMN %3C (CDCls, 126 MHz, 6 ppm): 164,6 (C-1), 150,6 (C-5), 135,6 (C-2), 130,7 (C-3,
C-3’) 123,6 (C-4, C-4’), 65,1 (C-6), 44,4 (C-9), 29,2 (C-8), 26,1 (C-7).

> Sintese do (3,5-dinitro)-benzoato de 4-cloro-butila (1-08).
o)

6 8
ON 4 N2 o~ AN
1 7 5
SN ¥ 108
NO,
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 4,61 g de
cloreto de 3,5-dinitro benzoila (20 mmol). Obtendo um sélido amarelo pélido (5,6 g) com
92,4 % de rendimento. P.F (39-40°C).

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR)v/cm™:1724 (C=0), 1271, 1076 (C-O), 1548, 1340 (N=0), 1164,
717(C-Cl).

RMN 1H)(CDCI3, 400 MHz, 6 ppm): 3 9,20 (s, J = 2,2 Hz, 1H, H-5), 9,13 (d, J = 1,7 Hz,
2H, H-3, H-3"), 4,50 (t, 2H, H-6), 3,63 (t, 2H, H-9), 1,99 (m, 4H, H-8, H-7).

RMN **C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): 5 162,5 (C-1), 148,7 (C-4, C-4’), 133,9 (C-2), 129,4
(C-3,C-3%), 122,5 (C-5) 66,2 (C-6), 44,3 (C-9), 29,0 (C-8), 26,0 (C-7).

[
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> Sintese do (4-cloro-3-nitro)-benzoato de 4-cloro-butila (1-09).
o

3 2 Y a
4 oA\
, 9 11
ClI” 5% 1-09

O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 4,4 g de cloreto
de 4-cloro-3-nitro benzoila (20 mmol). Obtendo um liquido de coloragdo amarela (4,65 g)
com 79,5 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™:1722 (C=0), 1280, 1111 (C-0), 1537, 1352 (N=0), 1153, 746
(C-Cl.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm): & 8,47 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-7), 8,15 (dd, J = 8,4, 2,0
Hz, 1H, H-3), 7,64 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-4), 4,40 (t, 2H, H-8), 3,60 (t, 2H, H-11), 2,03 - 1,83
(m, 4H, H-10, H-9).

RMN 3C (CDCls, 101 MHz, § ppm): & 163,7 (C-1), 148,0 (C-6), 133,6 (C-3), 132,2 (C-7)
131,7 (C-5), 130,2 (C-4), 126,6 (C-2), 65,4 (C-8), 44,4 (C-11), 29,1 (C-10), 26,1 (C-9).

> Sintese do cinamato de 4-cloro-butila (1-10).
0

1N 110
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl; e 3,3 g de cloreto
de cinamoila (20 mmol). Obtendo um liquido de coloracdo amarela (2,90 g) com 60,8 % de

rendimento.

Caracterizagao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1706 (C=0), 1309, 1165 (C-O), 1278, 767 (C-Cl).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, & ppm): ‘*H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,69 (d, J = 16,0 Hz,
1H, H-3), 7,52 (dd, J = 6,6, 3,0 Hz, 2H, H-5, H-5"), 7,43 — 7,35 (m, 3H, H-6, H-6", H-7), 6,43
(d, J =16,0 Hz, 1H, H-2), 4,24 (t, 2H, H-8), 3,59 (t, 2H, H-12), 1,97-1,82 (m, 4H, H-10, H-9).
RMN *¥C (CDClI;, 101 MHz, 6 ppm): & 166,9 (C-1), 144,9 (C-3), 134,4(C-4), 130,4 (C-7)
128,9 (C-6, C-6"), 128,1 (C-5, C-5°), 118,0 (C-2), 63,7 (C-8), 44,5 (C-11), 29,2 (C-10),
26,2 (C-9).

> Sintese do (3-nitro)-cinamato de 4-cloro-butila (1-11).
o)

ON_6 S 2
2 N, 0NN\
2 1 13
T~NF o 111
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 4,22 g de

cloreto de (3-nitro)-cinamoila (20 mmol). Obtendo um solido de coloracdo amarela (3,64 g)

com 64i2 % de rendimento. P.F. ‘41-43 °C=.
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Caracterizacao:

Infravermelho (ATR)v/cm™:1708 (C=0), 1323, 1176 (C-O), 1529, 1350 (N=0), 1205, 744
(C-Cl).

RMN *H (CDCl;, 500 MHz, § ppm): & 8,33 (t, J = 1,9 Hz, 1H, H-5), 8,18 (dd, J = 7,8, 1,8
Hz, 1H, H-7), 7,80 (d, J = 7,7 Hz, 1H, H-9), 7,67 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-3), 7,56 (t, J = 8,0
Hz, 1H, H-8), 6.52 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-2), 4,23(t, 2H, H-10), 3,57 (t, 2H, H-13), 1,94 —
1,81 (m, 4H, H-12, H-11).

RMN *C (CDCls, 126 MHz, & ppm): & 166,0 (C-1), 148,6 (C-6), 141,9 (C-3), 136,1 (C-
4), 133,6 (C-9), 130,0 (C-8), 124,5 (C-7), 122,4 (C-5), 121,1 (C-2), 64,0 (C-10), 44,5 (C-
13), 29,1 (C-11), 26,1 (C-12).

> Sintese do (4-triflour-metil) cinamato de 4-cloro-butila (1-12).
0

5 3 9 e
2 10 12
8 "
F,C77 % ° 112

O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 5 mL de THF, 0,007 g (0,05 mmol) de ZnCl,e 1,2 g de cloreto
de (4-triflourmetil)-cinamoila (5 mmol). Obtendo um liquido incolor (0,85 g) com 55,7 % de
rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1714 (C=0), 1166, 1066 (C-O), 1321 (C-F), 1282, 831 (C-CI).
RMN 'H (CDCls, 500 MHz, & ppm): & 7,68 (d, J = 16.0 Hz, 1H, H-3), 7,65 — 7,57 (m, 4H,
H-5, H-5°, H-6, H-6"), 6,50 (d, J = 15,5 Hz, 1H, H-2), 4,25 (t, 2H, H-9), 3,59 (t, 2H, H-12),
2,02 —1,77 (m, 4H, H-11, H-10).

RMN C (CDCls, 126 MHz, 6 ppm): & 166.,4 (C-1), 143,0 (C-3), 137,8 (C-4), 131,8 (C-
7), 128,2 (C-5, C-57), 125,9 (C-6, C-6"), 125,0 (C-8), 122,8 (C-2), 120,6 (C-2), 64,0 (C-
9), 44,5 (C-12), 29,2 (C-11), 26,2 (C-10).

> Sintese do 3-(2-tienil-acrilato)-de 4-cloro-butila (1-13).

o]
5 , 3 8 10 cl
6 /Y1 0/\/\/
\ 2 9 1
A\ 1-13
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 3,3 g de cloreto
de 3-(2-tenil-acritila (20 mmol). Obtendo um liquido de coloragdo amarela (2,90 g) com 60,8
% de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1705 (C=0), 1157, 1043 (C-0), 1201, 704(C-Cl).

RMN *H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm): 6 7,78 (d, J = 15,7 Hz, 1H, H-3), 7,37 (d, J = 5,1 Hz,
1H, H-7), 7,25 (d, J = 3,6 Hz, 1H, H-5), 7,05 (dd, J = 5,1, 3,6 Hz, 1H, H-6), 6,23 (d, J = 15,7
Hz, 1H, H-2), 4,22 (t, 2H, H-8), 3,59 (t, 2H, H-11), 2,00 — 1,79 (m, 4H, H-10, H-9).

RMN "*C (CDCls, 101 MHz,  ppm): & 166,8 (C-1), 139,5 (C-4), 137,4 (C-3), 131,0 (C-7)
128,6 (C-5), 128,1 (C-6), 116,7 (C-2), 63,7 (C-8), 44,5 (C-11), 29,2 (C-10), 26,2 (C-9).

[
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> Sintese do 2-(4-metoxifenil)-acetato de 4-cloro-butila (1-14).
4

2 9 11
/5©/\Fr O~
7 6 8 10
NN ©\1a
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 3,7 g de cloreto
de 4-metoxi-fenil acetila (20 mmol). Obtendo um liquido de colorag&o laranja (3,35 g) com
65,3 % de rendimento.

Caracterizacéo:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1732 (C=0), 1246, 1031 (C-0), 1152, 819 (C-ClI).

RMN 'H (CDCls;, 500 MHz, & ppm): 7,19 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-5, H-5°), 6,85 (d, J = 8,7
Hz, 2H, H-4’, H-4’), 4,11 (t, 2H, H-8), 3,78 (s, 3H, H-7), 3,55 (s, 2H, H-2), 3,50 (t, 2H, H-
11), 1.81 - 1,74 (m, 4H, H-10, H-9).

RMN *¥C (CDCls, 126 MHz, 4 ppm): 5 171,8 (C-1), 158,7 (C-6), 130,2 (C-4, C-4°), 126,1
(C-3) 114,0 (C-5, C-5), 63,9 (C-8), 55,2 (C-7), 44,4 (C-11), 29,1 (C-10), 26,0 (C-9).

> Sintese do 2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato de 4-cloro-butila (1-15).

O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 20 mL de THF, 0,027 g (0,2 mmol) de ZnCl, e 4,5 g de cloreto
de 2-(1,3-dioxoisoindolinil) acetila (20 mmol). Obtendo um liquido de coloracdo amarelo
claro (4,0 g) com 67,6 % de rendimento.

Caracterizacéo:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1749, 1718 (C=0), 1193, 1112 (C-0), 1392, 713 (C-CI).
RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm): § 7,92 —7,81 (m, 2H, H-5, H-5"), 7,78-7,65 (m, 2H, H-
6, H-6"), 4,42 (s, 2H, H-2), 4,18(t, 2H, H-7)), 3,52(t, 2H, H-10), 1,90 —1,74 (m, 4H, H-8, H-9).
RMN C (CDCl;, 101 MHz, 6 ppm): 5 167,5 (C-1), 167,3 (C-3, C-3"), 134,4 (C-6, C-6),
132,0 (C-4, C-4%), 123,7 (C-5, C-5"), 66,0 (C-7), 44,3 (C-10), 38,9 (C-2), 28,9 (C-9), 25,9
(C-8).

7.2.7 Metodologia para obtencdo dos a-cloro acetatos substituidos (IE-01 a IE-15)

(0}

o 0 (o]
R,OH R,OH socl c,\)j\
cl — - cl 2
\)LOH H;S0, (cat) \)I\Cl — OH
Ri: z:,a P A )\ri /\/;{/k;{ NN \r\{

Rz:/\/\/;&%{/\/\/\/;5\/\/\/\/\/\;‘\/\/\/\/\/\/\ﬁ>\<j}~6(j/\)g

Para preparacdo dos ésteres derivados do &cido cloro acético foram utilizadas duas

metodologias: via esterificacdo de Fisher e esterificacdo via cloreto &cido.
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7.2.7.1 Obtengéo dos a-cloro acetatos utilizando esterificacéo de Fisher

Metodologia geral: A mistura de acido cloroacético (20 mmol), 60 mL do respectivo alcool
(metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, isobutanol, pentanol e isopentanol) e 1 mL
de é&cido sulfurico concentrado foi submetida a refluxo por 6 horas. Ap6s este tempo, 0
excesso de solvente foi rota-evaporado e o residuo vertido em agua gelada. O residuo foi
transferido para um funil de separacdo contendo 250 mL de agua e em seguida adicionou-se
100 mL de éter etilico. A fase organica foi separada e lavada repetidas vezes com uma
solucdo de NaHCO; (10 %) até pH neutro e em seguida seca com NaSO, anidro. O éter foi
rotaevaporado, obtendo 0s respectivos ésteres.
> Sintese do 2-cloro-acetato de metila (IE-01).
3\OJOJ\/C|
1 2
IE-01
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparagédo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 1,9 g de &cido cloro acético (20 mmol) e metanol (60 mL).
Obtendo um liquido incolor (1,95 g) com 89,5 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm'™: 1753 (C=0), 1317, 1199 (C-0), 1172, 788 (C-ClI).
RMN *H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm: & 4,05 (s, 2H, H-2), 3,78 (s, 3H, H-3).
RMN *3C (CDCls, 101 MHz, & ppm): 5 167,8 (C-1), 53,1 (C-3), 40,7 (C-2).

> Sintese do 2-cloro-acetato de etila (IE-02).

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,9 g de &cido cloro acético (20 mmol) e etanol (60 mL).
Obtendo um liquido incolor (2,3 g) com 93,2 % de rendimento.

Caracterizagéao:

Infravermelho (ATR) v/cm'™: 1753 (C=0), 1311, 1166 (C-0), 1266, 761 (C-CI).

RMN *H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm: & 4,22 (g, 2H, H-3), 4,03 (s, 2H, H-2), 1,27 (t, 3H, H-4).
RMN *3C (CDCls, 101 MHz, & ppm): 5 167,4 (C-1), 62,3 (C-3), 41,0 (C-2), 14,1 (C-3).

> Sintese do 2-cloro-acetato de propila (IE-03).
0
5 3
\/\on\/Cl
* E03
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 1,9 g de &cido cloro acético (20 mmol) e propanol (60 mL).

Obtendo um liquido incolor (2,52 g) com 92,5 % de rendimento.

Emmely Oliveira da Trindade 112



Capitulo 7: Metodologia

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1755 (C=0), 1359, 1184 (C-0), 1290, 788 (C-Cl).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm: & 4,12 (t, 2H, H-3), 4,04 (s, 2H, H-2), 1,73 — 1,62 (hex,
2H, H-4), 0,93 (t, 3H, H-5).

RMN *3C (CDCls, 101 MHz, & ppm): 5 167,4 (C-1), 67,8 (C-3), 41,0 (C-2), 21,9 (C-4),
10,2(C-5).

> Sintese do 2-cloro-acetato de isopropila (IE-03i).

S (o)
. )\30)1\,01
12
IE-03i
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 1,9 g de acido cloro acético (20 mmol) e isopropanol (60 mL).
Obtendo um liquido incolor (2,32 g) com 85 % de rendimento.

Caracterizagao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1751 (C=0), 1307, 1103 (C-0O), 1184, 840 (C-Cl).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm: & 5,07 (hept, 1H, H-3), 4,00 (s, 2H, H-2), 1,26 (d, 6H,
H-4, H-4").

RMN *3C (CDCls, 101 MHz, & ppm): 5 166,9(C-1), 70,2 (C-3), 41,3 (C-2), 21,7 (C-5, C-5).

> Sintese do 2-cloro-acetato de butila (IE-04).

o)
5 3
(\/\OJf\/CI
4 IE-04 2

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,9 g de acido cloro acetico (20 mmol) e butanol (60 mL).
Obtendo um liquido incolor (2,46 g) com 81,6 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1757 (C=0), 1309, 1182 (C-0O), 1288, 785 (C-Cl).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz,  ppm): & 4,17 (t, 2H, H-3), 4,04 (s, 2H, H-2), 1,67 — 1,59 (qt,
2H, H-4), 1,37 (sext, 2H, H-5), 0,92 (t, 3H, H-6).

RMN *C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): & 167,5 (C-1), 66,2 (C-3), 41,0 (C-2), 30,5 (C-4), 19,0
(C-5), 13,7 (C-6).

> Sintese do 2-cloro-acetato de isobutila (1E-04i).

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacédo e purificagdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,9 g de acido cloro acético (20 mmol) e isobutanol (60 mL).
Obtendo um liquido incolor (2,28 g) com 75,5 % de rendimento.

Caracterizacao:
Infravermelho (ATR) v/cm™: 1757 (C=0), 1311, 1188 (C-0), 1290, 766 (C-CI).
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RMN 'H (CDCls, 400 MHz, & ppm): & 4,05 (s, 2H, H-3), 3,95 (d, 2H, H-2), 1,96 (hept, 1H,
H-4), 0,93 (d, 6H, H-5, H-5").

RMN *C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): & 167,5 (C-1), 72,2 (C-3), 41,0 (C-2), 27,7 (C-4), 19,0
(C-5, C-5").

> Sintese do 2-cloro-acetato de pentila (IE-05).

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,9 g de acido cloro acético (20 mmol) e 1-pentanol (60 mL).
Obtendo um liquido incolor (3,1 g) com 84 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm'™: 1753 (C=0), 1317, 1199 (C-0), 1172, 788 (C-CI).

RMN *H (CDCls, 400 MHz, & ppm): & 4,17 (t, 2H, H-3), 4,04 (s, 2H, H-2), 1,70 — 1,59 (qt,
2H, H-4), 1,38 — 1,28 (m, 4H, H-5, H-6), 0,89 (t, 3H, H-7).

RMN C (CDCls;, 101 MHz,  ppm): & 167,5 (C-1), 66,5 (C-3), 41,0 (C-2), 28,2 (C-4), 27,9
(C-5), 22,3 (C-6), 14,0 (C-7).

> Preparacdo do 2-cloro-acetato de isopentila (1E-05i).

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,9 g de acido cloro acético (20 mmol) e isopentanol (60 mL).
Obtendo um liquido incolor (2,58 g) com 78,2 % de rendimento.

Caracterizacéo:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1757 (C=0), 1309, 1184 (C-0), 1290, 758 (C-ClI).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, & ppm): & 4,20 (t, 2H, H-3), 4,03 (s, 2H, H-2), 1,72 — 1,60
(hept, 1H, H-5), 1,54 (q, 2H, H-4), 0,91 (d, 6H, H-6, H-6").

RMN *C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): & 167,4 (C-1), 65,0 (C-3), 41,0 (C-2), 37,1 (C-4), 25,0
(C-5), 22,4 (C-6,C-6").

7.2.7.2 Sintese dos a-cloro acetatos substituidos via cloreto de acido.

Metodologia geral: O respectivo alcool (1-hexanol, cicloexanol, 1-octanol, 1-decanol, 1-
dodecanol, cindmico) ou fenol (10 mmol), foi solubilizado, juntamente com a trietilamina (11
mmol), em diclorometano a 0 °C. Em seguida adicionou-se lentamente o cloreto de 2-
cloroacetila (11 mmol) e a mistura reacional foi deixada em agitacdo vigorosa por 20 horas a
temperatura ambiente. Apds este tempo a mistura foi vertida em &agua, lavada com
bicarbonato de sodio e extraida com acetato de etila. A fase orgénica foi separada, seca com
Na,SO, e 0 solvente foi removido.

[
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> Sintese do 2-cloro-acetato de hexila (1E-06).
o)
7 5 3
AN
2

* IE-06
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,25 g de cloreto de cloro acetila (11 mmol), 1,11 g de
trietilamina (11 mmol) e 1,05 g de 1-hexanol (10 mmol). Obtendo um liquido de coloracdo

amarelo claro (2,85 g) com 79,8 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1757 (C=0), 1309, 1180 (C-0), 1288, 758 (C-ClI).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm): & 4,17 (t, 2H, H-3), 4,04 (s, 2H, H-2), 1,68 — 1,61 (m,
2H, H-4), 1,32 — 1,27 (m, 6H, H-5, H-6, H-7), 0,89 (t, 9H, H-8).

RMN *C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): 5 167,4 (C-1), 66,4 (C-3), 40,9 (C-2), 31,3 (C-4), 28,4
(C-5), 25,4 (C-6), 22,4 (C-7), 13,9 (C-8).

> Sintese do 2-cloro-acetato de cicloexila (1E-06c).

R A
5“0’ 2

O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,25 g de cloreto de cloro acetila (11 mmol), 1,11 g de
trietilamina (11 mmol) e 1,0 g de cicloexanol (10 mmol). Obtendo um liquido amarelo claro

(2,31 g) com 65,3 % de rendimento.

Caracterizacéo:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1751 (C=0), 1303, 1184 (C-0), 1288, 763 (C-Cl).

RMN 'H (CDCl;, 400 MHz, & ppm): 4,84 (qt, 1H, H-3), 4,02 (s, 2H, H-2), 1,88 — 1,82 (m,
2H, H-4), 1,75-1,68 (m, 2H, H-4"), 1,53 — 1,25 (m, 6H, H-5, H-5", H-6).

RMN **C (CDCl;, 101 MHz, & ppm): 5 166,8 (C-1), 74,9 (C-3), 41,3 (C-2), 31,4 (C-4, C-
4%), 25,3 (C-5, C-5), 23,6 (C-6).

> Sintese do 2-cloro-acetato de octila (I1E-08).
o]
9 5 3
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IE-08
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 1,25 g de cloreto de cloro acetila (11 mmol), 1,11 g de
trietilamina (11 mmol) e 1,3 g de 1-octanol (10 mmol). Obtendo um liquido de coloracédo

amarelo claro (2,78 g) com 67,3 % de rendimento.

Caracterizacéo:

Infravermelho (ATR) v/cm'™: 1759 (C=0), 1307, 1174 (C-O), 1288, 788 (C-ClI).

RMN 'H (CDCls;, 400 MHz, 6 ppm): & 4,17 (t, 2H, H-3), 4,05 (s, 2H, H-2), 1,72 — 1,61 (m,
2H, H-4), 1,30 (m, 10H, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9), 0,87 (t, 3H, H-10).

[
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RMN *3C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): 5 167,5 (C-1), 66,5 (C-3), 41,0 (C-2), 31,8 (C-4), 29,2
(C-5, C-6), 28,5 (C-7), 25,8 (C-8), 22,7 (C-9), 14,1 (C-10).

> Sintese do 2-cloro-acetato de decila (IE-10).
1 9 7 5 3
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,25 g de cloreto de cloro acetila (11 mmol), 1,11 g de
trietilamina (11 mmol) e 1,58 g de 1-decanol (10 mmol). Obtendo um liquido de coloragdo
amarela (3,0 g) com 64,5 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1761 (C=0), 1307, 1174 (C-O), 1288, 790(C-Cl).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm): & 4,17 (t, 2H, H-3), 4,04 (s, 2H, H-2), 1,64 (m, 2H, H-
4), 1,25 (m, 14H, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11), 0,85 (t, 3H, H-12).

RMN *C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): § 167,5 (C-1), 66,5 (C-3), 41,0 (C-2), 31,9 (C-4), 29,6
(C-5), 29,5 (C-6), 29,3 (C-7), 29,2 (C-8), 28,5 (C-9), 25,8 (C-10), 22,7 (C-11), 14,2 (C-12).

> Sintese do 2-cloro-acetato de dodecila (I1E-12).

(o)
13 1 9 7 5 3
Cl
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IE-12

O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,25 g de cloreto de cloro acetila (11 mmol), 1,11 g de
trietilamina (11 mmol) e 1,88 g de 1-dodecanol (10 mmol). Obtendo um liquido de coloracdo
amarela (3,35 g) com 63,8 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 1761 (C=0), 1307, 1172 (C-O), 1288, 790 (C-ClI).

RMN *H (CDCls, 400 MHz, & ppm): & 4,18 (t, 2H, H-3), 4,05 (s, 2H, H-2), 1,73 — 1,58 (m,
2H, H-4), 1,41 — 1,19 (m, 18H, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13), 0,88 (t,
3H, H-14).

RMN *C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): & 167,5 (C-1), 66,5 (C-3), 41,0 (C-2), 32,0 (C-4), 29,7
(C-5), 29,7 (C-6), 29,6 (C-7), 29,6 (C-8), 29,4 (C-9), 29,3 (C-10), 28,5 (C-11), 25,8 (C-12),
22,8 (C-13), 14,2 (C-14).

> Sintese do 2-cloro-acetato de fenila (IE-14).

5

G
3
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Y IE14
O procedimento abordou as etapas de preparacdo e purificagdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,25 g de cloreto de cloro acetila (11 mmol), 1,11 g de
trietilamina (11 mmol) e 0,95 g de fenol (10 mmol). Obtendo um liquido de coloracédo

amarela (1,7 g) com 50,5 % de rendimento.
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Caracterizacao:

RMN 'H (CDCls, 500 MHz, & ppm): & 7,40 (t, 2H, H-5, H-5"), 7,26 (t, 1H, H-6), 7,14 (d,
2H, H-4, H-4"), 4,04 (s, 2H).

RMN *C (CDCls, 101 MHz, & ppm): & 165,8 (C-1), 150,6 (C-3), 129,6 (C-5, C-5°), 126,4
(C-6), 121,1 (C-4,C-4’), 25,5 (C-2).

> Sintese do 2-cloro-acetato de cinamila (1E-15).

o]
8@2%/3\0)11\2/(”
INAT IE-15
O procedimento abordou as maesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 1,25 g de cloreto de cloro acetila (11 mmol), 1,11 g de
trietilamina (11 mmol) e 1,35 g de &lcool cindmico (10 mmol). Obtendo um liquido de

coloragéo amarela (2,18 g) com 51,9 % de rendimento.

Caracterizacao:

RMN *H (CDCl;, 500 MHz, 6 ppm): 8 7,46 — 7,37 (t, 2H, H-7, H-7°), 7,37 — 7,30 (m, 2H, H-
8, H-8"), 7,27 (t, J = 12,6, 5,2 Hz, 1H, H-9), 6.70 (d, J = 15,9 Hz, 1H, H-5), 6,36 — 6,25 (m,
1H, H-4), 4,86 (t, J = 12,4 Hz, 1H, H-3), 4,11 (s, 2H. H-2).

RMN **C (CDCls;, 126 MHz, & ppm): & 167,2 (C-1), 135,9 (C-6), 135,4 (C-5), 128,7 (C-8,
C-8%), 128,4 (C-9), 126,8 (C-7, C-7"), 122,0 (C-4), 66,8 (C-3), 41,0 (C-2).

7.3 Sintese dos compostos finais

7.3.1 Metodologia geral para obtencéo dos diésteres derivados da piperina
Série | o
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Em um baldo de contendo 10 mL de DMF, foi adicionado 2,0 mmol do respectivo
cloro-éster [1(01-15) ou IE(01-15)], e 2,0 mmol de iodeto de potassio. Em seguida foi
adicionado 2,2 mmol de piperato de potassio, a mistura reacional foi aquecida a 100 °C e
mantida sob agitacdo por 24 h. Apos o término, a mistura reacional foi esfriada e adicionado
agua destilada gelada. O precipitado formado foi filtrado a vacuo, lavado com &gua e

recristalizado em etanol.

Emmely Oliveira da Trindade 117



Capitulo 7: Metodologia

7.3.1.1 Obtencéao dos diésteres derivados dos §-cloro-ésteres (Diésteres Seérie 1)

> Sintese do 4-acetato-piperato de butila (DE-01)
o]

7 5 3 13 15
08 6 AN AN f o/\/\/o 17 18
12< 4 2 14 16 S
07 9N\F"11 DE-01

10
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,3 g (2 mmol) de acetato de 4-cloro butila (1-
01). 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potéssio (2,2 mmol). Obtendo um sélido
bege (0,46 g) com 70,5 % de rendimento. P.F: 76-78 °C.

Caracterizagao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 3057 (C-Ha.), 2958, 2899 (C-H), 1722, 1707 (C=0), 1620,
1490 (C=Car), 1251 (O-CH,-0), 1142, 1035 (C-0O), 813 (C-Har).

RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz, & ppm): 6 7,38 (ddd, J = 15,2, 8,5, 1,8 Hz, 1H, H-3), 7,24
(d, 3 = 1,5 Hz, 1H, H-7), 7,06 — 6,99 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-
10), 6,06 (s, 2H, H-12), 6,00 (d, J =15,2 Hz, 1H, H-2), 4,12 (t, 2H, H-16), 4,04 (t, 2H, H-13),
2,01 (s, 3H, H-18), 1,77-1,61 (m, 4H, H-15, H-14).

RMN C (DMSO-ds, 101 MHz, 6 ppm): & 170,4 (C-17), 166,2 (C-1), 148,2 (C-9), 148,0
(C-8), 145,1 (C-3), 140,5 (C-5), 130,4 (C-6), 124,6(C-4), 123,2 (C-2), 119,7 (C-11), 108,5 (C-
10), 105,7(C-7), 101,4(C-12), 63,4(C-13), 63,3(C-16), 24,9(C-14), 24,8(C-15), 20,7(C-18).

> Sintese do 4-benzoato-piperato de butila (DE-02)
20

o 19 21
7 5 3 13 15
OWO/\/\/O%QW
12< 4 2 14 16 19°
09 11 o

o DE-02
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,43 g (2 mmol) de benzoato de 4-cloro butila
(1-02) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potéssio (2,2 mmol). Obtendo um sélido
bege (0,58 g) com 74,3 % de rendimento. P.F: 92-93°C.

Caracterizagao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 3059 (C-Ha,), 2958, 2885 (C-H), 1708, 1697 (C=0), 1604,
1444 (C=Cp,), 1249 (O-CH,-0), 1132,1018 (C-0), 702 (C-Har).

RMN H (DMSO-dg, 400 MHz, 8 ppm): 6 7,97 (dd, J = 8,4, 1.3 Hz, 2H, H-19, H-19°), 7,69
- 7,62 (m, 1H, H-21), 7,53 (t, J =7,6 Hz, 2H, H-20, H-20"), 7,36 (ddd, J = 15,2, 7,3, 3,0 Hz,
1H, H-3), 7,22 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-7), 7,03 — 6,96 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,93 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H-10), 6,05 (s, 2H, H-12), 6,00 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,32 (t, 2H, H-16), 4,17 (t,
2H, H-13), 1,95 — 1,68 (m, 4H, H-15, H-14).

RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz, & ppm): & 166,2 (C-1), 165,7 (C-1), 148,2 (C-9), 148,0 (C-
8), 145,1 (C-3), 140,5 (C-5), 133,2 (C-21), 130,4 (C-6), 129,8 (C-18), 129,2 (C-19, C-19°),
128,6 (C-20, C-20°), 124,6 (C-4), 123,3 (C-11), 119,8 (C-2), 108,5 (C-10), 105,7 (C-7), 101,4
(C-12), 64,3 (C-16), 63,4 (C-13), 25,0 (C-15), 24,9 (C-14).

[
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Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila (DE-03)

(o)

20
7 5. 3 13 15 21
0NN o NN N 0
12< 4 2 1416 0 19
07N DE-03

10
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,49 g (2 mmol) de (4-cloro)-benzoato de 4-
cloro butila (1-03) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um solido bege (0,61 g) com 71,5 % de rendimento. P.F: 124-125 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 3068 (C-Ha,), 2960, 2897 (C-H), 1708, 1697 (C=0), 1595,
1444 (C=Ca,), 1249 (O-CH,-0), 1134, 1020 (C-0), 1282 (Ca.-Cl) 754 (C-Ha).

RMN 'H (DMSO-dg, 500 MHz, & ppm): J 7,96 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-19, H-19°), 7,59 (d, J
= 8,4 Hz, 2H, H-20, H-20"), 7,35 (ddd, J = 15,3, 8,2, 1,6 Hz, 1H, H-3), 7,21 (s, 1H, H-7), 7,02
— 6,94 (m, 3H, H-4, H-5, H11), 6,92 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 6,05 (s, 2H, H-12), 5,99 (d, J
= 15.2 Hz, 1H, H-2), 4,31 (t, 2H, H-16), 4,16 (t, 2H, H-13), 1,83 — 1,74 (m, 4H, H-15, H-14).
RMN **C (DMSO-ds, 126 MHz, & ppm): J 166,2 (C-1), 164,9 (C-17), 148,2 (C-9), 147,9
(C-8), 145,1 (C-3), 140,4 (C-5), 138,2 (C-21), 130,9 (C-19, C-19°), 130,4 (C-6), 128,9 (C-20,
C-20%), 128,6 (C-18), 124,6 (C-4), 123,2 (C-11), 119,7 (C-2), 108,5 (C-10), 105,7 (C-7),
101,3 (C-12), 65,5 (C-16), 63,4 (C-13), 24,9 (C-15), 24,8 (C-14).

> Sintese do 4-(4-bromo-benzoato)-piperato de butila (DE-04)
20

o 19 Br
7 5 3 13 15 . 21
0.8 6_AN AN . o/\/\/o ~ 20"
12< 4 2 14 16 19'
079 11 DE-04 0

10
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,58 g (2 mmol) de (4-bromo)-benzoato de 4-
cloro butila (1-04) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um so6lido marrom claro (0,65 g) com 69,7 % de rendimento. P.F: 127-129°C.

Caracterizagéao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 3062 (C-Har), 2949, 2897 (C-H), 1710, 1697 (C=0), 1604,
1442 (C=Cp), 1249 (O-CH,-0), 1117, 1134, 1099 (C-O), 842 (C-Ha).

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): J 7,89 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-20, H-20"), 7,74 (d, J =
8,8 Hz, 2H, H-19, H-19"), 7,36 (ddd, J = 15,2, 7,5, 2,9 Hz, 1H, H-3), 7,22 (d, J = 1,6 Hz, 1H,
H-7), 7,03 - 6,97 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,05 (s, 2H, H-12),
5,99 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,31 (t, 2H, H-16), 4,16 (t, 2H, H-13), 1,87 — 1,65 (m, 4H, H-
15, H-14).

3C (DMSO-dg, 101 MHz, 6 ppm): J 166,2 (C-1), 165,0 (C-17), 148,2 (C-9), 148,0 (C-8),
145,1 (C-3), 140,5 (C-5), 131,9 (C-19, C-19°), 131,1 (C-20, C-20), 130,4 (C-6), 128,9 (C-
18), 127,3 (C-21), 124,6 (C-4), 123,2 (C-11), 119,7 (C-2), 108,5 (C-10), 105,7 (C-7), 101,4
(C-12), 64,6 (C-16), 63,4 (C-13), 24,9 (C-15), 24,8 (C-14).
=
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Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 4-(4-iodo-benzoato)-piperato de butila (DE-05)
20
o]

19 I
7 5 3 13 15 17 21
o] 8 TS NS 1 O/\/\/O 18 20'
12< 4 2 14 16 19°
079 11 DE-05 o

10
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 10mL de DMF, 0,68 g (2 mmol) de (4-iodo)-benzoato de 4-
cloro butila (1-05) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um s6lido marrom claro (0,67 g) com 64,3 % de rendimento. P.F: 162-163 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 3066 (C-Ha,), 2958, 2895 (C-H), 1708, 1697 (C=0), 1618,
1444 (C=Chp;), 1249 (O-CH,-0), 1174, 1134, 1037 (C-O), 748 (C-Har).

RMN ‘H (DMSO-ds, 500 MHz, & ppm): 6 7,91 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-20, H-20"), 7,71 (d, J
= 8,5 Hz, 2H, H-19, H-19), 7,35 (ddd, J = 15,2, 8,1, 2,2 Hz, 1H, H-3), 7,22 (d, J = 1,6 Hz,
1H, H-7), 7,02 — 6,96 (M, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,92 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-10), 6,05 (s, 2H,
H-12), 5,99 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,30 (t, 2H, H-16), 4,16 (t, 2H, H-13), 1,82 — 1,73 (m,
4H, H-15, H-14).

RMN C (DMSO-dg, 126 MHz, 8 ppm): J 166, 2 (C-1), 165.4 (C-17), 148.2 (C-9), 148,0
(C-8), 145,1 (C-3), 140.5 (C-5), 137.7 (C-20, C-20"), 130.8 (C-19, C-19°), 130.4 (C-6), 129.2
(C-18), 124.6 (C-4), 123.2 (C-11), 119.7 (C-2), 108.5 (C-10), 105.7 (C-7), 101.7 (C-21),
101.4 (C-12), 64.5 (C-16), 63.4 (C-13), 24.9 (C-15), 24.9 (C-14).

> Sintese do 4-(4-metil-benzoato)-piperato de butila (DE-06)

20 22
19
7 5 3 o 13 15 17 21
NI T TN e T 7 20°
12< g 2 12 16 Tor
079 11 o
10 DE-06

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,45 g (2 mmol) de (4-metil)-benzoato de 4-
cloro butila (1-06) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um solido bege (0,62 g) com 76,4 % de rendimento. P.F: 124-125°C.

Caracterizacao:

Infravermelho (ATR) v/cm™: 3068 (C-Hp,), 2964, 2899 (C-H), 1703 (C=0), 1606, 1452
(C=Cay), 1267 (O-CH,-0), 1236, 1134, 1014 (C-O), 850 (C-Ha,).

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, 5 ppm): & 7,85 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-19, H-19°), 7,40 —
7,33 (M, 1H, H-3), 7,32 (d, J = 7,9 Hz, 2H, H-20, H-20"), 7,22 (d, J = 1,5 Hz, 1H, H-7), 7,02
— 6,95 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,92 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,05 (s, 2H, H-12), 5,99 (d, J
= 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,28 (t, 2H, H-16), 4,16 (t, 2H, H-13), 2,36 (s, 3H. H-22), 1,86 — 1,75
(m, 4H, H-15, H-14).

RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz, 6 ppm): 6 166,3 (C-1), 165,7 (C-17), 148,2 (C-9), 148,0
(C-8), 145,1 (C-3), 143,6 (C-21), 140,5 (C-5), 130,4 (C-6), 129,3 (C-19, C-19), 129,1 (C-20,
C-20%), 127,1 (C-18), 124,6 (C-4), 123,2 (C-11), 119,8 (C-2), 108,5 (C-10), 105,6 (C-7),
101,4 (C-12), 64,1 (C-16), 63,4 (C-13), 25,0 (C-15), 25,0 (C-14), 21,1 (C-22).

Emmely Oliveira da Trindade 120



Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de butila (DE-07)

20

o 19 NO,
7 5 3 13 15 21
(NI T e Y 20
12< 4 2 14 16 18 19'
(o]
079 1
10 DE-07

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,52 g (2 mmol) de (4-nitro)-benzoato de 4-
cloro butila (1-07) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um so6lido amarelo (0,68 g) com 78 % de rendimento. P.F: 128-129 °C.

Caracterizagao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3016 (C-Ha,), 2947, 2900 (C-H), 1712,1695 (C=0), 1523,
1315 (N=0), 1604,1444 (C=C,..), 1249 (O-CH,-0), 1136,1020 (C-O), 840 (C-Ha).

RMN 'H (DMSO-dgs, 400 MHz, & ppm): § 8,33 (d, J = 9.0 Hz, 2H, H-20, H-20"), 8,19 (d, J
= 9,0 Hz, 2H, H-19, H-19°), 7,35 (ddd, J = 15,2, 7,7, 2,6 Hz, 1H, H-3), 7,21 (d, J = 1,6 Hz,
1H, H-7), 7,10 — 6,95 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,92 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,05 (s, 2H,
H-12), 5,98 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,37 (t, 2H, H-16), 4,17 (t, 2H, H-13), 2,03 — 1,43 (m,
4H, H-15, H-14).

RMN C (DMSO-ds, 100 MHz, & ppm): & 166,2 (C-1), 164,3 (C-17), 150,2 (C-21), 148,2
(C-9), 148,0 (C-8), 145,1 (C-3), 140,5 (C-5), 135,2 (C-18), 130,6 (C-6), 130,4 (C-19, C-19°),
124,6 (C-4), 123,8 (C-20, C-20°), 123,2 (C-11), 119,7 (C-2), 108,5 (C-10), 105,7 (C-7), 101,4
(C-12), 65,2 (C-16), 63,4 (C-13), 24,9 (C-15), 24,8 (C-14).

> Sintese do 4-(3,5-dinitro-benzoato)-piperato de butila (DE-08)

NO,
20
fo) 19 21
7 5\ ~ 13 15 0.7
8 6
{ > 107NN TN NO,
12 2 14 16 o
9 11
e DE-08

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,61 g (2 mmol) de (3,5-dinitro)-benzoato de
4-cloro butila (1-08) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potéssio (2,2 mmol).
Obtendo um so6lido amarelo (0,81 g) com 84,6 % de rendimento. P.F: 175-176°C.

Caracterizagéao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3103, 3016 (C-Ha,), 2949 (C-H), 1730, 1701 (C=0), 1550,
1342 (N=0), 1618, 1448 (C=Ca.), 1253 (O-CH,-0), 1139,1033 (C-0), 717 (C-Har).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, 8 ppm): & 9,03 (t, J = 2,1 Hz, 1H, H-21), 8,91 (d, J = 2,1
Hz, 2H, H-19, H-19°), 7,33 (dd, J = 15,3, 9,7 Hz, 1H, H-3), 7,17 (s, 1H, H-7), 7,03 — 6,93 (m,
3H, H-4, H-5, H-11), 6,90 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,04 (s, 2H, H-12), 5,98 (d, J = 15,2 Hz,
1H, H-2), 4,46 (t, 2H, H-16), 4,19 (t, 2H, H-13), 1,93 — 1,85 (m, 2H, H-15), 1,85 — 1,76 (m,
2H, H-14).

RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz, 6 ppm): 6 166,2 (C-1), 162,5 (C-17), 148,3 (C-9), 148,1
(C-8), 147,9 (C-20, C-20"), 145,0 (C-3), 140,4 (C-5), 132,8 (C-18), 130,4 (C-6), 128,7 (C-19,
C-19°), 124,6 (C-4), 123,0 (C-11), 122,4 (C-21), 119,8 (C-2), 108,4 (C-10), 105,7 (C-7),
101,3 (C-12), 65,9 (C-16), 63,3 (C-13), 24,9 (C-14), 24,7 (C-15).
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Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 4-(4-cloro-3-nitro-benzoato)-piperato de bu&la (DE-09)
2

(o}

19 220 _ci
7 5 3 13 15 21
OWO/\/\/O 2
12< 4 2 14 16 23
0 O

9 " DE-09
10

O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,58 g (2 mmol) de (4-cloro, 3-nitro)-benzoato
de 4-cloro butila (1-09), 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um s6lido amarelo (0,63 g) com 66,8 % de rendimento. P.F: 102-104 °C.

Caracterizacéo:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3070 (C-Ha,), 2958, 2899 (C-H), 1712, 1697 (C=0), 1604,
1447 (C=Ca.) 1541, 1313 (N=0), 1242 (C-Cl), 1251 (O-CH,-O), 1240, 1132,1043 (C-0O),
806 (C-Hay).

RMN *H (DMSO-dg, 500 MHz, 6 ppm): J 8,52 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-19), 8,20 (dd, J = 8,4,
2.1 Hz, 1H, H-23), 7,93 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-22), 7,34 (ddd, J = 15,2, 8,7, 1,6 Hz, 1H, H-3),
7,21 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-7), 7,02 - 6,95 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,92 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
H-10), 6,05 (s, 2H, H-12), 5,98 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,36 (t, 2H, H-16), 4,16 (t, 2H, H-
13), 1,87 — 1,69 (m, 4H, H-15, H-14).

RMN *C (DMSO-ds, 126 MHz, 6 ppm): 6 166,2 (C-1), 163,4 (C-17), 148,2 (C-9), 148,0
(C-8), 147,9 (C-20), 145,1 (C-3), 140,5 (C-5), 133,8 (C-23), 132,4 (C-22), 130,4 (C-21),
130,0 (C-6), 129,8 (C-18), 126,0 (C-19), 124,6 (C-4), 123,2 (C-11), 119,7 (C-2), 108,5 (C-
10), 105,7 (C-7), 101,4 (C-12), 65,3 (C-16), 63,4 (C-13), 24,9 (C-14), 24,8 (C-15).

> Sintese do 4-cinamato-piperato de butila (DE-10)

22

o 21 23
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079 11 DE-10
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,48 g (2 mmol) de cinamato de 4-cloro butila
(1-10), 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potéssio (2,2 mmol). Obtendo um sélido
marrom (0,51 g) com 60,5 % de rendimento. P.F: 86-88°C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3034 (C-Ha.), 2960, 2897 (C-H), 1705 (C=0), 1608, 1450
(C=Ca;.), 1267 (O-CH,-0), 1172,1136 (C-O), 765 (C-Har).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, 6 ppm): 6 7,71 (dd, J = 6,8, 2,9 Hz, 2H, H-21, H-21"), 7,66
(d,J=16,1 Hz, 1H, H-19), 7,42 (d, J = 2,5 Hz, 3H, H-22, H-22’, H-23), 7,37 (ddd, J = 15,2,
8,4, 1,9 Hz, 1H, H-3), 7,22 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-7), 7,04 — 6,95 (m, 3H, H-4, H-5, H-11),
6,92 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,63 (d, J = 16,0 Hz, 1H, H-18), 6,05 (s, 2H, H-12), 6,00 (d, J
= 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,19 (t, 2H, H-13), 4,15 (t, 2H, H-16), 1,79 — 1,69 (m, 4H, H-15, H-16).
RMN *C (DMSO-ds, 126 MHz, & ppm): 6 166,2 (C-1), 166,2 (C-17), 148,2 (C-9), 147,9
(C-8), 145,1 (C-3), 144,4 (C-19), 140,4 (C-5), 133,9 (C-20), 130,4 (C-6), 130,3 (C-23), 128,8
(C-22, C-227), 128,3 (C-21, C-21°), 124,6 (C-4), 123,2 (C-11), 119,7 (C-2), 118,0 (C-18),
108,5 (C-10) 105,7 (C-7), 101,3 (C-12), 63,6 (C-13), 63,4 (C-16), 24,9 (C-14), 24,9 (C-15).
[See e
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Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila (DE-%‘%)
2
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,57 g (2 mmol) de (3-nitro)-cinamato de 4-
cloro butila (1-09) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um so6lido amarelo (0,58 g) com 63,1 % de rendimento. P.F: 102-104°C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3072 (C-Ha,), 2945 (C-H), 1705, 1695 (C=0), 1529, 1352
(N=0), 1604, 1446 (C=Ca.), 1253 (O-CH,-0), 1176,1026 (C-0), 862 (C-Ha).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz, 6 ppm): 8,54 (s, 1H, H-21), 8,23 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-
23), 8,19 (d, J = 7,4 Hz, 1H, H-25), 7,78 (d, J = 16,1 Hz, 1H, H-19), 7,69 (t, J = 8,0 Hz, 1H,
H-24), 7,36 (ddd, J = 15,3, 8,0, 1,9 Hz, 1H, H-3), 7,19 (s, 1H, H-7), 6,98 (m, 3H, H-4, H-5,
H-11), 6,91 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,84 (d, J = 16,1 Hz, 1H, H-18), 6,04 (s, 2H, H-12),
5,99 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,21 (t, 2H, H-16), 4,16 (s, 2H, H-13), 1,84 — 1,68 (m, 4H, H-
15, H-14).

RMN C (DMSO-ds, 126 MHz, & ppm): ¢ 166,2 (C-1), 165,8 (C-17), 148,3 (C-22), 148,2
(C-9), 147,9 (C-8), 145,1 (C-3), 142,0 (C-19), 140,5 (C-5), 135,9 (C-20), 134,1 (C-25), 130,3
(C-6), 130,3 (C-24), 124,5 (C-4), 124,6 (C-23), 123,2 (C-11), 123,0 (C-21), 121,0 (C-18),
119,7 (C-2), 108,5 (C-10), 105,7 (C-7), 101,4 (C-12), 63,9 (C-16), 63,4 (C-13), 24,9 (C-14),
24,9 (C-15).

> ( Sl’n%ese do 4-(4-trifluormetil-cinamato)-piperato de butila (2I4DE-12)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificagdo descritas na

metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,61 g (2 mmol) de (4-triflour-metil)-cinamato
de 4-cloro butila (1-12) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um s6lido amarelo escuro (0,54 g) com 55,3 % de rendimento. P.F: 123-124 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3007 (C-Ha,), 2964, 2893 (C-H), 1714, 1701 (C=0), 1610,
1442 (C=Ca.), 1249 (O-CH,-0), 1165, 1066 (C-0O), 1111 (C-F), 844 (C-Ha).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz,  ppm): 6 7,93 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-21, H-21"), 7,73 (dd, J =
15,7, 9,6 Hz, 3H, H-22, H-22°, H-19), 7,36 (ddd, J = 15,3, 7,4, 3,0 Hz, 1H, H-3), 7,21 (d, J =
1,5 Hz, 1H, H-7), 7,02 - 6,95 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,91 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,78
(d, J =16,1 Hz, 1H, H-18), 6,04 (s, 1H, H-12), 6,00 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2), 4,21 (t, 2H, H-
16), 4,15 (t, 2H, H-13), 1,81 — 1,62 (m, 4H, H-15, H-14).

RMN 3C (CDCls, 126 MHz,  ppm): 6 166,3 (C-1), 165,9 (C-17), 148,2 (C-9), 148,0 (C-8),
145,2 (C-3), 142,6 (C-19), 140,5 (C-5), 138,0 (C-20), 130,4 (C-6), 129,9 (C-23), 129,0 (C-21,
C-217), 125,7 (C-22, C-22°), 125,8 (C-22, C-22°), 125,3 (C-24), 124,6 (C-4), 123,3 (C-11),
121,0 (C-18), 119,8(C-2), 108,5(C-10), 105,7 (C-7), 101,4(C-12), 63,9(C-13), 63,4(C-16),

2510 ‘C_M‘I 24I9 SC-15=.
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Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 4-(3-(2-tienil-acrilato))-piperato de butila (DE-13)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,49 g (2 mmol) de 3-(2-tienil)-acrilato de 4-
cloro butila (1-13) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol).
Obtendo um so6lido amarelo escuro (0,44 g) com 52 % de rendimento. P.F: 87-88 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™)(ATR): 3020 (C-Ha.), 2897 (C-H), 1703 (C=0), 1618, 1452 (C=Ca.),
1267 (O-CH;-0), 1163, 1136 (C-0), 835 (C-Ha).

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz, & ppm): 6 7,80 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-21), 7,71 (d, J = 5,1
Hz, 1H, H-23), 7,54 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-19), 7,36 (ddd, J = 15.2, 7.8, 2.5 Hz, 1H, H-3), 7,21
(d, J=1,5Hz, 1H, H-7), 7,14 (dd, J = 5,0, 3,6 Hz, 1H, H-22), 7,04 — 6,95 (m, 3H, H-4, H-5,
H-11), 6,91 (d, J=8,0 Hz, 1H, H-10), 6,26 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H-18), 6,04 (s, 2H, H-12), 5,99
(d, J=15,2 Hz, 1H, H-2), 4,23-4,05 (m, 4H, H-16, H-13), 1,82-1,63 (m, 4H, H-15, H-14).
RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz, 6 ppm): J 166.7 (C-1), 166.4 (C-17), 148.7 (C-9), 148.4
(C-8), 145.6 (C-3), 140.9 (C-5), 139.1 (C-20), 137.6 (C-19), 132.5 (C-21), 130.8 (C-6), 130.3
(C-23) 129.0 (C-22), 125.1 (C-4), 123.7 (C-11), 120.2 (C-2), 116.6 (C-18), 108.9 (C-10),
106.2 (C-7), 101.8 (C-12), 64.1 (C-13), 63.8 (C-16), 25.4 (C-14), 25.4 (C-15).

> Sintese do 4-(2-(4-metdxifenil)-acetato)-piperato de butila (DE-14)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,51 g (2 mmol) de 2-(4-metoxifenil)-acetato
de 4-cloro butila (1-14) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potéssio (2,2 mmol).
Obtendo um liquido viscoso de coloragdo amarelo (0,44 g) com 50,6 % de rendimento.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™)(ATR): 3030 (C-Ha,), 2956, 2900 (C-H), 1730, 1705 (C=0), 1608,
1446 (C=Car.), 1246 (O-CH,-0), 1168, 1132, 1033 (C-0), 808 (C-Hay).

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): & 7,45 — 7,36 (m, 1H, H-3), 7,19 (d, J = 8,7 Hz, 2H,
H-20, H-20"), 6,98 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-7), 6,92 — 6,76 (m, 5H, H-5, H-11, H-21, H-21", H-
10), 6,69 (dd, J = 15,5, 10,8 Hz, 1H, H-4), 5,97 (s, 2H, H-12), 5,92 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-2),
4,28 — 4,05 (m, 4H, H-13, H-16), 3,77 (s, 3H, H-23), 3,55 (s, 2H, H-18), 1,86 — 1,61 (m, 4H,
H-15, H-14).

RMN *¥C (DMSO-ds, 101 MHz, & ppm): & 171,9 (C-17), 167,0 (C-1), 158,6 (C-22), 148,5
(C-9), 148,2 (C-8), 144,9 (C-3), 140,3 (C-19), 130,5 (C-6), 130,2 (C-20, C-20%), 126,1 (C-19),
124,4 (C-4), 122,9 (C-11) 120,1 (C-2), 113,9 (C-21, C-21"), 108,5 (C-10), 105,8 (C-7), 101,4
(C-12), 64,3 (C-16), 63,7 (C-13), 55,2 (C-23), 40,4 (C-18), 25,3 (C-15), 25,3 (C-14).

[
Emmely Oliveira da Trindade 124



Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 4-(2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato)-piperato de butila (DE-15)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo e purificacdo descritas na
metodologia geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,59 g (2 mmol) de 2-(1,3-dioxoisoindolinil)-
acetato de 4-cloro butila (I1-15) 0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2
mmol). Obtendo um sélido marrom (0,55 g) com 58,3 % de rendimento. P.F: 97-99 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3014 (C-Ha,), 2947, 2889 (C-H), 1745, 1707 (C=0), 1618,
1492 (C=Car), 1255 (O-CH;-0), 1138, 1031 (C-0), 711 (C-H ar).

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 6 7,94 — 7,89 (m, 2H, H-22, H-22"), 7,89 — 7,85 (m,
2H, H-21,H-21°), 7,34 (ddd, J = 15,3, 8,5, 1.7 Hz, 1H, H-3), 7,20 (d, J = 1,1 Hz, 1H, H-7),
7,02 — 6,95 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,90 (d, J 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,02 (s, 2H, H-12), 5,98
(dd, J = 15,2, 5.9 Hz, 1H, H-2), 4,43 (s, 2H, H-18), 4,14 (t, 2H, H-16), 4,08 (t, 2H, H-13),
1,74 — 1,49 (m, 4H, H-15, H-14).

RMN C (DMSO-ds, 101 MHz, & ppm): ¢ 167,7 (C-17), 167,2 (C-1), 166,3 (C-19, C-19°),
148,3 (C-9), 148,1 (C-8), 145,2 (C-3), 140,6 (C-5), 135,0 (C-22, C-22°), 131,4 (C-20, C-20"),
130,5 (C-6), 124,7 (C-4), 123,5 (C-21, C-217), 123,3 (C-11), 119,8 (C-2), 108,6 (C-10), 105,8
(C-7), 101,5 (C-12), 65,0 (C-16), 63,4 (C-13), 38,9 (C-18), 24,8 (C-15), 24,8 (C-14).

7.3.1.2 Obtengao dos diésteres derivados dos a-cloro-acetatos (Diésteres Série 1)

> Sintese do 2-metoxi-2-oxo-piperato de etila (E-01)
5 (o)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia
geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,22 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de metila (IE-01) 0,33
g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um sélido amarelo
(0,45 g) com 79,2 % de rendimento. P.F: 85-86 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3074, 3024 (C-Ha), 2943 (C-H), 1761, 1712 (C=0), 1610,
1440 (C=Ca.), 1255 (O-CH,-0), 1220, 1033 (C-O), 846 (C-Ha,).

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz,  ppm): 6 7,45 (ddd, J = 15,2, 8.9, 1.4 Hz, 1H, H-3), 7,25
(d, 1H, J = 1.6 Hz, H-7), 7,07 — 7,01 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10),
6,09 (d, J = 16,3 Hz, 3H, H-2, H-12), 4,75 (s, 2H, H-13), 3,69 (s, 3H, H-15).

RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz, & ppm): J 168,8 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5
(C-8), 146,9 (C-3), 141,8 (C-5), 130,8 (C-6), 125,0 (C-4), 123,9 (C-11), 118,9 (C-2), 109,0
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 60,9 (C-13), 52,3 (C-15).
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Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 2-etdxi-2-oxo-piperato de etila (E-02)
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10
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia

geral. Utilizando 10mL de DMF, 0,25 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de etila (IE-02) 0,33 g
de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um so6lido amarelo
(0,44 g) com 72,6% de rendimento. P.F: 77-78 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3080 (C-Ha.), 2976, 2893, 2787 (C-H), 1759, 1707 (C=0),
1618, 1442 (C=Ca.), 1247 (O-CH,-0), 1134, 1016 (C-0O), 856 (C-Ha).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): & 7,45 (ddd, J = 15,2, 8,8, 1,5 Hz, 1H, H-3), 7,25
(d, J =1,6 Hz, 1H, H-7), 7,11 — 7,00 (m, 3H, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,95 (d, J = 8,0 Hz, 1H,
H-10), 6,09 (d, J = 15,1 Hz, 3H, H-2, H-12), 4,73 (s, 2H, H-13), 4,15 (q, 2H, H-15), 1,21 (t,
3H, H-16).

RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz, & ppm): & 168,3 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5
(C-8), 146,9 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 125,0 (C-4), 123,9 (C-11), 119,0 (C-2), 109,0
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 61,2 (C-13), 61,0 (C-15), 14,4 (C-16).

> Sintese do 2-propoxi-2-oxo-piperato de etila (E-03)
S 3
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia

geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,27 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de propila (IE-03), 0,33
g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um sélido amarelo
(0,52 g) com 74,2 % de rendimento. P.F: 78-79 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3062 (C-Ha), 2970, 2899 (C-H), 1745, 1714 (C=0), 1608,
1448 (C=Ca.), 1255 (O-CH,-0), 1211, 1132, 1035 (C-0O), 852 (C-Hay).

RMN *H (CDCls, 400 MHz, § ppm): 5 7,49 (dd, J = 15,2, 10,8 Hz, 1H, H-3), 6,99 (s, 1H, H-
7), 6,91 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-10), 6,85 — 6,65 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,02 (d, J = 15,2 Hz,
1H, H-2), 5,98 (s, 2H, H-12), 4,69 (s, 2H, H-13), 4,14 (t, J = 6,7 Hz, 2H, H-15), 1,88 — 1,49
(m, 3H, H-16), 0,94 (t, 3H, H-17).

RMN C (CDCls, 101 MHz, § ppm): 5 168,1 (C-14), 166,4 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5 (C-8),
146,4 (C-3), 141,1 (C-5), 130,8 (C-6), 124,4 (C-4), 123,2 (C-11), 118,9 (C-2), 108,6 (C-10),
106,0 (C-7), 101,5 (C-12), 66,9 (C-15), 60,8 (C-13), 22,0 (C-16), 10,3 (C-17).
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Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 2-isopropoxi-2-oxo-piperato de etila (E-03i)

Tevanaend

E-03i
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia

geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,27 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de isopropila (1E-03i),
0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um sélido
amarelo (0,45 g) com 70,6 % de rendimento. P.F: 84-85 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3070, 3012 (C-Ha,), 2981, 2910 (C-H), 1737, 1714 (C=0),
1610, 1450 (C=Ca.), 1257 (O-CH,-0), 1217,1139, 1035 (C-0O), 850 (C-Har).

RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz, & ppm): & 7,45 (ddd, J = 15,2, 8,6, 1.7 Hz, 1H, H-3), 7,25
(d, J=1,6 Hz, 1H, H-7), 7,11 — 6,99 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10),
6,09 (d, J = 20,8 Hz, 3H, H-2, H-12), 5,07 — 4,89 (m, 1H, H-15), 4,69 (s, 2H, H-13), 1,21 (d,
6H, H-16, H-16").

RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz, & ppm): & 167,8 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5
(C-8), 146,8 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 125,0 (C-4), 123,9 (C-11), 119,0 (C-2), 109,0
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 68,9 (C-15), 61,0 (C-13), 21,9 (C-16, C-16’).

> Sintese do 2-butoxi-2-oxo-piperato de etila (E-04)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia
geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,27 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de butila (IE-04) 0,33 g
de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um so6lido amarelo
(0,56 g) com 84 % de rendimento. P.F: 70-71 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3026 (C-Ha), 2960, 2872 (C-H), 1745, 1718 (C=0), 1618,
1444 (C=Ca.), 1256 (O-CH,-0), 1211, 1128,1035 (C-0O), 848 (C-Har).

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz,  ppm): ¢ 7,45 (ddd, J = 15,2, 8,6, 1,8 Hz, 1H, H-3), 7,25
(d, J =1,6 Hz, 1H, H-7), 7,10 - 6,98 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10
), 6,09 (d, J = 15,2 Hz, 3H, H-2, H-12), 4,74 (s, 2H, H-13), 4,11 (t, 2H, H-15), 1,64 — 1,46 (m,
2H, H-16), 1,33 (m, 2H, H-17), 0,89 (t, 3H, H-18).

RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz, & ppm): & 168,4 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5
(C-8), 146,8 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 125,02 (C-4), 123,9 (C-11), 118,9 (C-2), 109,2
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 64,8 (C-15), 61,05 (C-13), 30,5 (C-16), 18,9 (C-17), 13,9
(C-18).
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Capitulo 7: Metodologia

> Sintese do 2-isobutoxi-2-oxo-piperato de etila (E- 04i)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia
geral. Utilizando 10mL de DMF, 0,3 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de isobutila (IE-04i) 0,33
g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um sélido amarelo
(0,43 g) com 65,5 % de rendimento. P.F: 67-68 °C.

Caracterizagao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3062 (C-Ha,), 2980, 2924, 2972 (C-H), 1753, 1697 (C=0),
1612, 1435 (C=Ca..), 1251 (O-CH,-0), 1203, 1124, 1033 (C-O), 867 (C-Ha).

RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz,  ppm): & 7,45 (ddd, J = 15,2, 8,6, 1,8 Hz, 1H, H-3), 7,25
(d, J=1,6 Hz, 1H, H-7), 7,12 — 6,98 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,95 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10),
6,09 (d, J = 16,0 Hz, 3H, H-2, H-12), 4,76 (s, 2H, H-13), 3,91 (d, 2H, H-15), 1,88 (m, 1H, H-
16), 0,89 (d, 6H, H-17, H-17").

RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz, & ppm): & 168,4 (C-14), 166,2 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5
(C-8), 146,9 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 125,0 (C-4), 123,9 (C-11), 118,9 (C-2), 109,0
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 70,7 (C-15), 61,0 (C-13), 27,7 (C-16), 19,1 (C-17, C-17°).

> Sintese do 2-pentdxi-2-oxo-piperato de etila (E-05)
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10 E-05
O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia

geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,33 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de pentila (IE-05) 0,33
g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um solido amarelo
(0,41 g) com 60 % de rendimento. P.F: 57-58 °C.

Caracterizacéo:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3026 (C-Ha,), 2953, 2866 (C-H), 1747, 1712 (C=0), 1612,
1448 (C=Ca.), 1257 (O-CH,-0), 1217, 1130, 1041 (C-0), 835 (C-Har).

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz, & ppm): & 7,45 (ddd, J = 15,2, 8,3, 2,0 Hz, 1H, H-3), 7,25
(d,J=1,6 Hz, 1H, H-7), 7,10 — 6,98 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H,H-10),
6,09 (d, J = 15,8 Hz, 3H, H-2, H-12), 4,74 (s, 2H, H-13), 4,10 (t, 2H, H-15), 1,58 (q, 2H, H-
16), 1,34 — 1,17 (m, 4H, H-17, H-18), 0,86 (t, 3H, H-19).

RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz, & ppm): & 168,4 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5
(C-8), 146,8 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 125,0 (C-4), 123,9 (C-11), 118,9 (C-2), 109,0
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 65,1 (C-15), 61,0 (C-13), 28,1 (C-16), 27,8 (C-17), 22,1
(C-18), 14,2 (C-19).
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> Sintese do 2-isopentoxi-2-oxo-piperato de etila (E-05i)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia
geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,33 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de isopentila (I1E-05i),
0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um sélido
amarelo escuro (0,38 g) com 55,2 % de rendimento. P.F: 83-84 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™)(ATR): 3026 (C-Ha,), 2951, 2904 (C-H), 1753, 1714 (C=0), 1604,
1446 (C=Ca..), 1257 (O-CH,-0), 1217, 1128, 1010 (C-O), 835 (C-Ha,).

RMN *H (CDCl;, 500 MHz, 6 ppm): 6 7,49 (dd, J = 15,1, 11,0 Hz, 1H, H-3), 6,99 (s, 1H, H-
7), 6,92 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-11), 6,86 — 6,68 (m, 3H, H-4, H-5, H-10), 6,02 (d, J = 15,3 Hz,
1H, H-2), 5,98 (s, 2H, H-12), 4,68 (s, 2H, H-13), 4,21 (t, 2H, H-15), 1,69 (m, 1H, H-17), 1,55
(9, 2H, H-16), 0,92 (d, 6H, H-18, H-18").

RMN **C (CDCls, 126 MHz, 6 ppm): J 168,2 (C-14), 166,4 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5 (C-8),
146,4 (C-3), 141,1 (C-5), 130,5 (C-6), 124,4 (C-4), 123,2 (C-11), 118,9 (C-2), 108,6 (C-10),
106,0 (C-7), 101,5 (C-12), 64,1 (C-15), 60,8 (C-13), 37,3 (C-16), 25,1 (C-17), 22,5 (C-18, C-
18°).

> Sintese do 2-hexioxi-2-oxo-piperato de etila (E-06)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia
geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,36 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de hexila (IE-06) 0,33 g
de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um so6lido amarelo
(0,38 g) com 52,3 % de rendimento. P.F: 40-42 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3028 (C-Ha.), 2956, 2929 (C-H), 1757, 1716 (C=0), 1608,
1446 (C=Ca.), 1251 (O-CH;-0), 1197, 1126,1035 (C-0), 856 (C-Har)).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz, 6 ppm):5 7,49 (dd, J = 15,3, 10,8 Hz, 1H, H-3), 6,98 (s, 1H, H-
7), 6,91 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-10), 6,75 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,01 (d, J = 15,2 Hz, 1H, H-
2), 5,97 (s, 2H, H-12), 4,69 (s, 2H, H-13), 4,17 (t, 2H, H-15), 1,64 (dt, 2H, H-16), 1,32 (dt,
4H, H-17, H-18), 0,95 - 0,80 (m, 5H, H-19, H-20).

RMN **C (CDCls, 101 MHz, 6 ppm): & 168,1 (C-14), 166,3 (C-1), 148,7 (C-9), 148,3 (C-8),
146,3 (C-3), 141,0 (C-5), 130,4 (C-6), 124,3 (C-4), 123,2 (C-11), 118,8 (C-2), 108,5 (C-10),
105,9 (C-7), 1014 (C-12), 65,5(C-15), 60,7(C-13), 31,4(C-16), 28,5(C-17), 25,4(C-18),
22,5(C-19), 14,0 (C-20).
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> Sintese do 2-cicloexioxi-2-oxo-piperato de etila (E-06c¢)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia

geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,35 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de cicloexila (1E-06c)
0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potéssio (2,2 mmol). Obtendo um sélido bege
(0,57 g) com 80,5% de rendimento. P.F: 112-114 °C.

Caracterizacéo:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3022 (C-Ha,), 2929, 2858 (C-H), 1753, 1716 (C=0), 1606,
1446 (C=Ca.), 1257 (O-CH,-0), 1215, 1132,1043 (C-O), 806 (C-Har.).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): 5 7,45 (ddd, J = 15,2, 8,5, 1,8 Hz, 1H, H-3), 7,25
(d, J=1,6 Hz, 1H, H-7), 7,11 — 6,97 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,94 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-10),
6,09 (d, 3H, J = 16,1 Hz, H-2, H-12), 4,84 — 4,65 (m, 3H, H-15, H-13), 1,85 - 1,72 (m, 2H,
H-16), 1,71 - 1,57 (m, 2H, H-16’), 1,56 — 1,16 (m, 6H, H-17, H-17’, H-18).

RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz, 6 ppm): 5 167,7 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5
(C-8), 146,8 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 125,0 (C-4), 123,9 (C-11), 119,0 (C-2), 109,0
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 73,3 (C-15), 61,2 (C-13), 31,5 (C-16, C-16"), 25,2 (C-17,
C-17°), 23,3 (C-18, C-18).

> Sintese do 2-octOxi-2-0x0- piperato de etila (E-08)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia

geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,41 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de octila (IE-08) 0,33 g
de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um so6lido amarelo
(0,57 g) com 73,5 % de rendimento. P.F: 69-70 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3014 (C-Ha,), 2951, 2927, 2858 (C-H), 1749, 1716 (C=0),
1608, 1452 (C=Ca.), 1257 (O-CH;-0), 1134, 1035 (C-0O), 852 (C-Hay).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz,  ppm): & 7,45 (ddd, J = 15,2, 7,9, 2,4 Hz, 1H, H-3), 7,24
(d, J=1,5Hz, 1H, H-7), 7,10 — 6,98 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10),
6,08 (d, J = 15,2 Hz, 3H, H-2, H-12), 4,73 (s, 2H, H-13), 4,09 (t, 2H, H-15), 1,56 (m, 2H, H-
16), 1,25 (m, 10H, H-17, H-18, H-19, H-20, H-21), 0,84 (t, 3H, H-22).

RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz, & ppm): & 168,3 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,5
(C-8), 146,8 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 124,9 (C-4), 123,9 (C-11), 118,9 (C-2), 109,0
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 65,1 (C-15), 61,0 (C-13), 31,6 (C-16), 29,1 (C-17), 29,0
(C-18), 28,5 (C-19), 25,7 (C-20), 22,5 (C-21), 14,3 (C-22).
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> Sintese do 2-decdxi-2-oxo-piperato de etila (E-10)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia
geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,47 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de pentila (IE-10) 0,33
g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um sélido bege (0,53
g) com 64,3 % de rendimento. P.F: 73-74 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3018 (C-Ha,), 2918, 2846 (C-H), 1739, 1722 (C=0), 1602,
1450 (C=Ca.), 1253 (O-CH,-0), 1201, 1085, 1031 (C-0), 852 (C-Ha,).

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz,  ppm): & 7,45 (ddd, J = 15,2, 7,8, 2,5 Hz, 1H, H-3), 7,25
(d, J = 1,5 Hz, 1H, H-7), 7,10 — 6,98 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10),
6,08 (d, J = 15,6 Hz, 3H, H-2, H-12), 4,73 (s, 2H, H-13), 4,09 (t, 2H, H-15), 1,66 — 1,50 (m,
2H, H-16), 1,22 (m, 14H, H-17, H-18, H-19, H-20, H-21, H-22, H-23), 0,84 (t, 4H, H-24).
RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz, & ppm): & 168,3 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,4
(C-8), 146,8 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 124,9 (C-4), 123,9 (C-11), 118,9 (C-2), 109,0
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 65,1 (C-15), 61,0 (C-13), 31,7 (C-16), 29,4 (C-17), 29,4
(C-18), 29,2 (C-19), 29,1 (C-20), 28,5 (C-21), 25,7 (C-22), 22,5 (C-23), 14,3 (C-24).

> Sintese do 2-dodecoxi-2-oxo-piperato de etila (E-12)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia
geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,53 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de dodecoxila (1E-12),
0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um solido bege
(0,56 g) com 63,8 % de rendimento. P.F: 65-66 °C.

Caracterizacao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3024 (C-Ha,), 2953, 2920, 2852 (C-H), 1749, 1712 (C=0),
1606, 1446 (C=Ca.), 1251 (O-CH,-0O), 1134, 1035 (C-0O), 850 (C-Har.).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm): & 7,44 (ddd, J = 15,2, 7,7, 2,6 Hz, 1H, H-3), 7,24
(s, 1H, H-7), 7,09 — 6,98 (m, 3H, H-4, H-5, H-11), 6,93 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10), 6,08 (d, J =
15,4 Hz, 3H, H-2, H-12), 4,73 (s, 2H, H-13), 4,09 (t, 2H, H-15), 1,67 — 1,48 (m, 2H, H-16),
1,41 - 1,13 (m, 18H, H-17, H-18, H-19, H-20, H-21, H-22, H-23, H-24, H-25), 0,84 (t, 3H,
H-26).

RMN *C (DMSO-ds, 101 MHz, 6 ppm): 5 168,3 (C-14), 166,1 (C-1), 148,8 (C-9), 148,4
(C-8), 146,8 (C-3), 141,7 (C-5), 130,8 (C-6), 124,9 (C-4), 123,9 (C-11), 118,9 (C-2), 108,9
(C-10), 106,2 (C-7), 101,9 (C-12), 65,0 (C-15), 61,0 (C-13), 31,7 (C-16), 29,5 (C-17), 29,5
(C-18), 29,4 (C-19, C-20), 29,2 (C-21), 29,1 (C-22), 28,5 (C-23), 25,7 (C-24), 22,5 (C-25),
14,3 (C-26).
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> Sintese do 2-fendxi-2-oxo-piperato de etila (E-14)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia
geral. Utilizando 10mL de DMF, 0,34g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de fenila (IE-14) 0,33 g
de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um solido bege (0,42 g)
com 58,3 % de rendimento. P.F: 112-113 °C.

Caracterizagao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3028 (C-Ha,), 2908 (C-H), 1776, 1697 (C=0), 1614, 1485
(C=Ca), 1251 (O-CH,-0), 1230, 1193, 1124, 1035 (C-O), 867 (C-Ha,).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz, 6 ppm): & 7,53 (dd, J = 15,2, 11,0 Hz, 1H, H-3), 7,39 (t, J =
8,0 Hz, 2H, H-17, H-17°), 7,27 — 7,20 (t, 1H, H-5), 7,14 (d, J = 7,6 Hz, 2H, H-16, H-16"),
7,00 (s, 1H, H-7), 6,92 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-4), 6,85 (d, J = 15,4 Hz, 1H, H-10), 6,05 (d, J =
15,2 Hz, 1H, H-2), 5,98 (s, 2H, H-12), 4,94 (s, 2H, H-13).

RMN **C (CDCls, 126 MHz, & ppm): & 166,5 (C-1), 166,1 (C-14), 150,2 (C-15), 148,7 (C-
9), 148,3 (C-8), 146,5 (C-3), 141,1 (C-5), 130,4 (C-6), 129,4 (C-17, C-17"), 126,0 (C-18),
124,3 (C-4), 123,1 (C-11), 121,2 (C-16, C-16’), 118,6(C-2), 108,5(C-10), 105,9 (C-7),
101,3(C-12), 60,6 (C-13).

> Sintese do 2-cinamioxi-2-oxo-piperato de etila (E-15)
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O procedimento abordou as mesmas etapas de preparacdo descritas na metodologia

geral. Utilizando 10 mL de DMF, 0,42 g (2 mmol) de 2-cloro-acetato de cinamila (IE-10)
0,33 g de KI (2 mmol) e 0,56 g de piperato de potassio (2,2 mmol). Obtendo um solido bege
(0,45 g) com 58,3 % de rendimento. P.F: 93-94 °C.

Caracterizagao:

Infravermelho (cm™) (ATR): 3018 (C-Ha,), 2953, 2918, 2852 (C-H), 1751, 1703 (C=0),
1600, 1450 (C=Ca.), 1257 (O-CH;-0), 1192, 1099, 1035 (C-0), 850 (C-Har).

RMN *H (CDCl;, 500 MHz,  ppm): & 7,51 (dd, J = 15,3, 10,9 Hz, 1H, H-3), 7,39 (d, J =
7,3 Hz, 2H, H-20, H-20"), 7,32 (t, J = 7,4 Hz, 2H, H-19, H19"), 7,26 (t, J = 7,3 Hz, 1H, H-21),
6,99 (s, 1H, H-7), 6,91 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-11), 6,83 — 6,76 (m, 2H, H-10), 6,76 — 6,61 (m,
2H, H-17), 6,28 (dt, J = 15,9, 6,4 Hz, 1H, H-16), 6,03 (d, J = 15,3 Hz, 1H, H-2), 5,97 (s, 2H,
H-12), 4,84 (d, J = 6,4 Hz, 2H, H-15), 4,75 (s, 2H, H-13).

RMN *3C (CDCls, 126 MHz, 6 ppm): & 167.8 (C-14), 166,1 (C-1), 148,7 (C-9), 148,3 (C-8),
146,3 (C-3), 141,0 (C-5), 136,0 (C-18), 134,8 (C-17), 130,4 (C-6), 128,5 (C-20, C-20"), 128,1
(C-21), 126,6 (C-19, C-19°), 124,3 (C-4), 123,0 (C-11), 122,3 (C-16), 118,8 (C-2), 108,5 (C-
10), 105,9 (C-7), 101,3 (C-12), 65,7 (C-15), 60,8 (C-13).
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7.4 Estudos bioldgicos

7.4.1. Estudos insilico
Os parametros da regra dos cinco de Lipinski (cLogP, massa molecular, numero de
aceptores e doadores de ligagcdes de hidrogénio) e area de superficie polar topoldgica (TPSA)

foram calculados utilizando o programa on-line “Molinspiration” (http://www.molinspiration

-com).

Os parametros solubilidade aquosa (LogS), druglikeness, drug-score, riscos de
toxicidade (relacionado aos efeitos irritantes, risco mutagénico, risco tumorigénico e efeito
sobre o sistema reprodutivo) foram calculados utilizando o programa on-line “Osiris Property
Explorer” (http://www.organic-chemistry.org.prog.peo/). A porcentagem de absorgao teorica
dos compostos (% ABS) de foi calculada utilizando a equagio (% ABS =109-0,345 TPSA).?’

7.4.2  Atividade Antimicrobiana

Os estudos para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados
foram realizados no Laboratorio de Pesquisa em Atividade Antibacteriana e Antifngica de
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (Centro
de Ciéncias da Saude) da Universidade Federal da Paraiba pela Prof. Dra. Edeltrudes de
Oliveira Lima e pelo doutorando Hermes Diniz Neto.

Os produtos submetidos aos ensaios biolégicos foram os compostos intermediarios:
1(01-15) e IE(01-12); e os compostos finais: DE(01-15) e E(01-12). Tais amostras foram
submetidas aos ensaios bioldgicos para avaliagdo da atividade antimicrobiana sobre cepas de
bactérias, fungos leveduriformes e fungos filamentosos. Os produtos foram pesados e
devidamente solubilizados em dimetil-sulfoxido (DMSO) a 5% e tween 80 a 2%,
completando-se o volume final com &agua destilada esterilizada de forma a se obter uma

emulsdo dos produtos na concentragdo inicial de 1024 pg/mL.10310410°

7.4.2.1 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para manutencdo foram Brain Heart
Infusion (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD) adquiridos da Difco Laboratories Ltd, USA,
France, para manutencao, respectivamente, das cepas de bactérias e fungos. E para 0s ensaios
de atividade biologica, foram usados meio nutriente liquido Brain Heart Infusion (BHI) para
as bactérias e RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato para os fungos (Difco
Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sdo Paulo, Brasil). Todos os meios foram

Ereﬁarados conforme as descrigﬁes dos fabricantes.
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7.4.2.2 Micro-organismos

Para os ensaios da atividade antimicrobiana dos compostos, foram utilizadas as
seguintes cepas:
e Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-25923; Staphylococcus aureus LM-177;
Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853;
e Fungos Leveduriformes: Candida albicans ATCC-60193; Candida albicans LM-92;
Candida albicans LM-38; Candida tropicalis ATCC-13803; Candida tropicalis LM-18;
e Fungos Filamentosos: Aspergillus fumigatus ATCC-40640; Aspergillus fumigatus IPP-
210; Aspergillus flavus LM-714; Aspergillus flavus ATCC-13013; Aspergillus niger
LM-108.

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 ¢

repiques de 7 - 14 dias em ASD para fungos filamentosos, incubados a 28 + 2 °C.

7.4.3 Ensaios de toxicidade néo clinica aguda e atividade antitumoral in vivo do DE-07

Os ensaios de toxicidade ndo clinica aguda e de atividade antitumoral in vivo do
composto DE-07 foram realizados no Laboratério de Oncofarmacologia (OncoFar),
localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da UFPB, pela
Prof. Dra. Marianna Vieira Sobral e pelo Mestre Rafael Carlos Ferreira, este defendeu sua
dissertacdo de mestrado no Programa de Pos Graduacdo em Produtos Naturais e Sinteticos
Bioativos da UFPB (PPgPNSB/UFPB), na érea de farmacologia, com os estudos
toxicoldgicos e atividade antitumoral in vivo do DE-07, uma das moléculas inéditas oriundas
desta tese.*®

Para os ensaios in vivo, foram utilizados fémeas de camundongos albinos Swiss (Mus
musculus) pesando entre 28 e 32 g, com faixa etaria proxima de 60 dias, obtidos do biotério
Prof. Thomas George (IPeFarM/UFPB). Todos os procedimentos experimentais foram
analisados e previamente aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUAJ/UFPB), sob a certiddo n° 110/2017 (Anexo Il, Pag. 233).
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7.4.3.1 Avaliagao de toxicidade néo clinica aguda

O ensaio de toxicidade ndo clinica aguda em camundongos foi realizado de acordo
com o “Guideline for testing of chemicals” n° 423 da OECD (OECD, 2001) (Anexo Il1, Pag.
232). Camundongos, trés fémeas por grupo, foram submetidos a doses de 300 mg/kg e 2000
mg/kg do DE-07, via intraperitoneal (i.p.), e ao grupo controle (n=3) foi administrado apenas

o veiculo (Tween 80 a 12% em salina), todos os animais foram observados por 14 dias.

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

Foi realizada a avaliagdo da atividade antitumoral in vivo do DE-07 em modelo de
carcinoma ascitico de Ehrlich (CAE). Para isso células de CAE com cinco dias de
crescimento foram aspiradas da cavidade peritoneal de camundongos e implantadas por via
intraperitoneal (i.p.) (0,5 mL — 4 x 10° células/mL) nos animais experimentais. Vinte e quatro
horas apds o implante, o DE-07 foi solubilizado em tween 80 a 12% em solugéo salina e
administrado diariamente via i.p. a grupos de seis animais, nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg,
por sete dias consecutivos. O grupo controle foi tratado com uma solucédo de tween 80 a 12%
em solucdo salina (n=6) e um quinto grupo de animais foi tratado com 5-fluorouracil (5-FU),
25 mg/kg (n=6), como droga padrao.

Para a avaliacdo do efeito antitumoral do DE-07, um dia apds a ultima administracao
do tratamento descrito anteriormente, os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (100 mg/kg, via intramuscular) e cloridrato de xilazina (16 mg/kg, i.p.), e
eutanasiados por deslocamento cervical. Entdo, o liquido ascitico foi coletado da cavidade
peritoneal e o volume foi medido e expresso em mL. Uma aliquota foi retirada para a
determinacdo da viabilidade celular pelo ensaio de exclusédo do azul de tripan. Para tanto,
foram incubados volumes semelhantes de liquido ascitico e de uma solucdo de 0,4% do
corante, seguido de andlise das células em camara de Neubauer. Este ensaio avalia a
habilidade de células vidveis, com membrana plasmatica intacta, excluirem o corante azul de
tripan, permitindo assim, a quantificagdo dessas células.’®” A massa do tumor foi determinada
pela diferenca dos pesos dos camundongos antes e depois da retirada do liquido ascitico, e foi
expressa em gramas (g). A quantidade total de células viaveis no peritbnio dos animais foi
expressa como total celular (x10” células), que foi obtido como o produto do volume do
tumor, expresso em mL, pela viabilidade celular, expressa como a quantidade de células x
10%/mL.
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7.4.3.3 Avaliacéo dos efeitos antiangiogénicos do DE-07

Para a investigacao do efeito antiangiogénico os animais foram tratados e eutanasiados
conforme descrito anteriormente. Apds a coleta do liquido ascitico, o periténio foi cortado e o
revestimento interior da cavidade peritoneal dos animais tratados com DE-07 (50 mg/kg),
com veiculo (Tween 80 a 12%) e com 5-FU (25 mg/kg) foram examinados e fotografados
para investigacao da microdensidade vascular peritoneal, com o auxilio do software AVSOFT
®. A microdensidade vascular peritoneal foi determinada como a razdo entre a area ocupada

por vasos sanguineos e a area total selecionada.
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ANEXOS I: Espectros de 1V, RMN de *H e **C e RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC)

Espectro 15- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) da 1-piperoil-piperidina (Piperina).

mmmmmmm

mmmmmmmmmmmmmmm o -
TTILALLRE SonlARA = o S GE5 IEZSELEAEG
hh:l\:l\:hl]:l\:r\r\ "D D WD WD DD DD w mr‘ﬂm uuuuuuuu
e WA =) | S St Lt

Pt IR

Espectro 16- Espectro de RMN 3C (CDCl;, 101 MHz) da 1-piperoil-piperidina (Piperina).
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Espectro 17- Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) do é4cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-
2(E),4(E)-pentadienoico (Acido pipérico).
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Espectro 18- Espectro de RMN BBC (DMSO-ds, 400 MHz) do 4cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-
2(E),4(E)-pentadiendico (Acido pipérico).
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Espectro 19- Espectro de Infravermelho (ATR) do piperato de potéassio
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acetato de 4-cloro butila (1-01).

Espectro 20- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do
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Espectro 21- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do acetato de 4-cloro butila (1-01).
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Espectro 22- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do benzoato de 4-cloro butila (1-02).
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Espectro 23- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do benzoato de 4-cloro butila (1-02).
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Espectro 24- Espectro de RMN *H (CDCls;, 400 MHz) do (4-cloro)-benzoato de 4-cloro butila (1-03).
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Espectro 25- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do (4-cloro)-benzoato de 4-cloro butila (1-03).
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Espectro 26- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do (4-bromo)-benzoato de 4-cloro butila (1-
04).
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Espectro 27- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do (4-bromo)-benzoato de 4-cloro butila (I-
04).
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Espectro 28- Espectro de Infravermelho (ATR) do (4-iodo)-benzoato de 4-cloro butila (1-05).
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Espectro 29- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do (4-iodo)-benzoato de 4-cloro butila (1-05).
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Espectro 30- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do (4-iodo)-benzoato de 4-cloro butila (1-05).
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Espectro 31- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do (4-metil)-benzoato de 4-cloro butila (1-06).
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Espectro 32- Espectro de RMN **C (CDCl,, 101 MHz) do (4-metil)-benzoato de 4-cloro butila (I-
06).
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Espectro 33- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do (3,5-dinitro)-benzoato de 4-cloro butila (1-
08).
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Espectro 34- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do (3,5-dinitro)-benzoato de 4-cloro butila (I-
08).
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Espectro 35- Espectro de Infravermelho (ATR) do (4-cloro, 3-nitro)-benzoato de 4-cloro butila (1-09).
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Espectro 36- Espectro de RMN *H (CDCl,, 400 MHz) do (4-cloro, 3-nitro)-benzoato de 4-cloro butila
(1-09).
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Espectro 37- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do (4-cloro, 3-nitro)-benzoato de 4-cloro

butila (1-09).
E é E : 223 2 E L)
2 g a8 BRe ¥ & 8
\ N | I
I
|
1 | i
1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

mmmmmmmmmmmm

hhhhhhhhhhhh

P
- v

3’ N

359

'H (CDCls, 400 MHz) do cinamato de 4-cloro butila (1-10).
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Espectro 39- Espectro de RMN **C (CDCls;, 101 MHz) do cinamato de 4-cloro butila (1-10).
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Espectro 40- Espectro de Infravermelho (ATR) do (3-nitro)-cinamato de 4-cloro butila (1-11).
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Espectro 41- Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) do (3-nitro)-cinamato de 4-cloro butila (1-11).
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CDCl3, 126 MHz) (3-nitro)-cinamato de 4-cloro butila (1-11).
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Espectro 42- Espectro de RMN **C
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Espectro 43- Espectro de Infravermelho (ATR) do (4-triflour-metil)-cinamato de 4-cloro butila (1-12).
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Espectro 44- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do (4-triflour-metil)-cinamato de 4-cloro butila

(1-12).
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Espectro 45- Espectro de RMN *C (CDCl,;, 400 MHz) do (4-triflour-metil)-cinamato de 4-cloro
butila (1-12).
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Espectro 46- Espectro de Infravermelho do 3-(2-tienil-acrilato)-de 4-cloro butila (I-13).
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Espectro 47- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 3-(2-tienil-acrilato)-de 4-cloro butila (1-13).
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Espectro 48- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do 3-(2-tienil-acrilato)-de 4-cloro butila (I-
13).
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Espectro 49- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-(4-metoxifenil)- acetato-de 4-cloro butila (1-14).
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Espectro 50- Espectro de RMN *H (CDCl3, 400 MHz) do 2-(4-met6xifenil)- acetato-de 4-cloro butila
(1-14).
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Espectro 51- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do 2-(4-metdxifenil)- acetato-de 4-cloro butila
(1-14).
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Espectro 52- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato de 4-cloro butila
(1-15).
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Espectro 53- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato de 4-cloro
butila (1-15).
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Espectro 54- Espectro de RMN “*C (CDCls, 101 MHz) do 2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato de 4-cloro
butila (1-15).
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Espectro 55- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de metila (IE-01).
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Espectro 56- Espectro de RMN *3C (CDCls,, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de metila (IE-01).
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Espectro 58- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de etila (IE-02).
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Espectro 60- Espectro de RMN *C (CDCls, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de isopropila (IE-03i).
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MHz) do 2-cloro-acetato de butila (IE-04).

Espectro 61- Espectro de RMN *H (CDCls, 400
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Espectro 62- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de butila (1E-04).
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Espectro 63- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de isobutila (IE-04i).
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Espectro 64- Espectro de RMN *3C (CDCls,, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de isobutila (1E-04i).
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MHz) do 2-cloro-acetato de pentila (IE-05).

Espectro 65- Espectro de RMN *H (CDCls, 400
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0 2-cloro-acetato de pentila (1E-05).

Espectro 66- Espectro de RMN *3C (CDCls, 101 MHz) d
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Espectro 67- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de isopentila (1E-05i).
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Espectro 68- Espectro de RMN **C (CDCls5, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de isopentila (1E-05i).
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Espectro 69- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de hexila (IE-06).
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Espectro 70- Espectro de RMN *3C (CDCls, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de hexila (1E-06).
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Espectro 71- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de cicloexila (IE 060)
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Espectro 72- Espectro de RMN *C (CDCls, 101 MHz) do 2
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Espectro 73- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de octila (IE-08).
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Espectro 74- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de octila (IE-08).
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Espectro 75- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de decila (1E-10).
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Espectro 77- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 2-cloro-acetato de dodecila (IE-12).
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Espectro 78- Espectro de RMN **C (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de dodecila (IE-12).
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Espectro 79- Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) do 2-cloro-acetato de fenila (1E-14).
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Espectro 80- Espectro de RMN B3¢ (CDCl;, 101 MHz) do 2-cloro-acetato de fenila (IE-14).
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Espectro 81- Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) do 2-cloro-acetato de cinamila (1E- 15)
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Espectro 82- Espectro de RMN **C (CDCI3, 126 MHZz) do 2-cloro-acetato de cinamila (IE-15).
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Espectro 83- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-acetato-piperato de butila (DE-01).
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149.0

Espectro 85- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-acetato-piperato de butila (DE-01).
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Espectro 86- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-acetoxi-piperato de butila (DE-02).
100 —
%l |
] L] |
97,5 — 2 8 4
i 8 gl
&8
i g
% £
i H Bl
4 g\ g | |
R
B / R H |
o] L[ ]
< & 3
. g - 2 g 2
i g g =
R
20 IR
19 bS]
E 7 5 3 O 13 15 A H 5 \
90 —| 0B R A g OY 2 5 %3
i ﬂzg 4 14 16 18 g a
N1 o - o
b DE-02
87,5 — |
i g
i g
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
l/cm

Emmely Oliveira da Trindade

181



ANEXOS

Espectro 87- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) do 4-acetoxi-piperato de butila (DE-02).
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Espectro 88- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-benzoato-piperato de butila (DE-02).
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Espectro 89- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila (DE-03).
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Espectro 91- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 126 MHz) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila
(DE- 03)
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Espectro 92- Espectro de correlacdo homonuclear (COSY) do 4-(4-cloro)-piperato de butila (DE-03).
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Espectro 93- Espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila
(DE-03). 2 g
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Espectro 94- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 4-(4-cloro-benzoato)-

piperato de butila (DE-03).
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ANEXOS

Espectro 95- Espectro de correlagéo heteronuclear (HMBC) do 4-(4-cloro-benzoato)-piperato de butila
(DE-03).
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Espectro 97- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-bromo-benzoato)-piperato de butila (DE-04)
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Espectro 98- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) do 4-(4-bromo-benzoato)-piperato de butila
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Espectro 99- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-(4-bromo-benzoato)-piperato de
butila (DE-04).
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Espectro 100- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-iodo-benzoato)-piperato de butila (DE-05).
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Espectro 101- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) do 4-(4-iodo-benzoato)-piperato de butila
(DE-05)
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Espectro 102- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 126 MHz) do 4-(4-iodo-benzoato)-piperato de butila
(DE-05).
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Espectro 103- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-metil-benzoato)-piperato de butila (DE-06).
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Espectro 104- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) do 4-(4-metil-benzoato)-piperato de butila

(DE-06).
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Espectro 105- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-(4-metil-benzoato)-piperato de butila
(DE-06).
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Espectro 106- Expans&o do espectro de RMN *H do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de butila (DE-07).
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Espectro 107- Espectro de correlagdo homonuclear (COSY) do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de butila
(DE-07).
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Espectro 108- Espectro de correlagéo heteronuclear (HSQC) do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de butila
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Espectro 109- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato
de butila (DE-07).
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Espectro 110- Espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato de butila
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Espectro 111- Expansédo do espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do 4-(4-nitro-benzoato)-piperato
de butila (DE-07).
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Espectro 112- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(3,5-dinitro-benzoato)-piperato de butila (DE-
08).
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Espectro 113- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-(3,5-dinitro-benzoato)-piperato de

butila (DE-08).
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Espectro 114- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-(3,5-dinitro-benzoato)- piperato de
butila (DE-08).
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Espectro 115- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-cloro,3-nitro-benzoato)-piperato de
butila(DE-09).
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Espectro 116- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 500 MHz) do 4-(4-cloro, 3-nitro-benzoato)-piperato
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Espectro 117- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 126 MHz)

do 4-(4-cloro, 3-nitro-benzoato)-piperato

de butila (DE-09).
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Espectro 118- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-cinamato-piperato de butila (DE-10).
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Espectro 120- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 126 MHz) do 4-cinamato-piperato de butila (DE-
10).
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Espectro 121- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila (DE-11).
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Espectro 122- Expansdo do espectro de RMN *H 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila (DE-11).
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Espectro 123- Espectro de correlagdo homonuclear (COSY) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila
(DE-11).
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Espectro 124- Expansdo do espectro de correlacdo homonuclear (COSY) do 4-(3-nitro-cinamato)-
piperato de butila (DE-11).
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Espectro 125- Espectro de correlagédo heteronuclear (HSQC) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila
(DE-11).
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Espectro 126- Expanséo do espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) do 4-(3-nitro-cinamato)-
piperato de butila (DE-11).
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Espectro 127- Espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do 4-(3-nitro-cinamato)-piperato de butila
(DE-11).
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Espectro 128- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do 4-(3-nitro-cinamato)-
piperato de butila (DE-11).
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ANEXOS

Espectro 129- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(4-triflourmetil-cinamato)-piperato de butila
(DE-12).
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Espectro 130- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) do 4-(4-triflourmetil-cinamato)-piperato
de butila (DE-12).
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Espectro 131- Espectro de RMN *C (DMSO-ds, 101MHz) do 4-(4-triflourmetil-cinamato)-piperato
de butila (DE-12).
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Espectro 132- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(3-(2-tienil-acrilato)-piperato de butila (DE-
13).
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Espectro 133- Espectro de RMN *H (DMSO-dg, 400 MHz) do 4-(3-(2-tienil-acrilato)-piperato de

butila (DE-13).
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Espectro 134- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-(3-(2-tienil-acrilato)-piperato de

butila (DE-13).
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Espectro 135- Espectro Infravermelho (ATR) do 4-(2-(4-metdxifenil)-acetato)-piperato de butila
(DE-14).
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Espectro 136- Espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz) do 4-(2-(4-metoxifenil)-acetato)-piperato de
butila (DE-14).

Norooom EE-comemNmoosmYo P Aaa
TYIMMANS Qoo nanaaRNKoeao T B o ~ 0 NRR~
@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@ FIFT s m Sah
e R N i e N 2 N | | S
J
[ ) :
/ ,»‘ r
f [ ) [
| | | |
[ I |
yooa sfo= | |
SeRRONRZ [ ‘ ‘ |
SN2 NN S | |
s b B of J J /

_JULLJ“QLJ JM' |

@ 3
o

19 20
WOWO 17 21
12
% 0/23

"c“_
—T DE-14
7

D.9l

ol Ol N §

2 A v o2 8y 1R 11 1

a2 = o] a3 & s = S

S B a<3 =3 o ~ = -
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T
78 76 74 72 70 6.8 66 64 6.2 60 58 56 54 52 5.0 4.8f1?.6 )4.4 42 40 38 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14
ppm

Emmely Oliveira da Trindade 206



ANEXOS
e

Espectro 137- Espectro de RMN **C (CDCls, 101 MHz) do do 4-(2-(4-met6xifenil)-acetato)-piperato
de butila (DE-14).
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Espectro 138- Espectro de Infravermelho (ATR) do 4-(2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato)- piperato de
butila (DE-15).
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Espectro 139- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 4-(2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato)-

piperato de butila (DE-15).
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Espectro 140- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 4-(2-(1,3-dioxoisoindolinil)-acetato)-

piperato de butila (DE-15).
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Espectro 141- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-metoxi-2-oxo-piperato de etila (E-01).
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Espectro 142- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-metdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
01).
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Espectro 143- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-met6xi-2-oxo-piperato de etila (E-
01).
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Espectro 144- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-etdxi-2-oxo-piperato de etila (E-02).
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rato de etila (E-02).
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Espectro 145- Espectro de RMN *H (DMSO-ds 400 MHz) do 2-etoxi-2-oxo-pipe
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Espectro 147- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-propoxi-2-oxo-piperato de etila (E-03).
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Espectro 148- Espectro de correlagdo homonuclear (COSY) do 2-propoxi-2-oxo-piperato de etila (E-
03). , s
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Espectro 149- Espectro de correlagdo heteronuclear (HSQC) do 2-propdxi-2-oxo-piperato de etila(E-

03).
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Espectro 150- Expansdo do espectro de correlagdo heteronuclear (HSQC) do 2-propdxi-2-oxo-
piperato de etila(E-03).
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Espectro 151- Espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do (2E,4E)-2-propoxi-2-oxo-piperato de
propila (E-03).
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Espectro 152- Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) do (2E,4E)-2-propdxi-2-
oxo-piperato de propila (E-03).
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Espectro 153- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-isopropdxi-2-oxo-piperato de etila (E-03i).
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Espectro 154- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-isoprop6xi-2-oxo-piperato de etila
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Espectro 155- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-isopropdxi-2-oxo-piperato de etila

(E-03i)
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Espectro 156- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-butdxi-2-oxo-piperato de etila (E-04).
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ANEXOS

Espectro 157- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-but6xi-2-oxo-piperato de etila (E-

04).
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Espectro 158- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 2-butéxi-2-oxo-piperato de etila (E-

04)
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ANEXOS

Espectro 159- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-isobutdxi-2-oxo-piperato de etila (E-04i).
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ANEXOS

Espectro 161- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 2-isobutdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
04i
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Espectro 162- Espectro Infravermelho (ATR) do 2-pentdxi-2-oxo-piperato de etila (E-05).
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ANEXOS

Espectro 163- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-pentdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
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ANEXOS

Espectro 165- Espectro Infravermelho (ATR) do 2-isopentoxi-2-oxo-piperato de etila (E-05i).
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Espectro 166- Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) do 2-isopentoxi-2-oxo-piperato de etila (E-

05i).
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Espectro 167- Espectro de RMN **C (CDCls, 126 MHz) do 2-isopentdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
05i)

mo ww= ™ ~ —~o® @ o
N @ew = 7 TNa 53 un —woo T — =z
@ o ©® @ o - o < ;oo @ o - S K] = ~” 0
S5 SET = a N 83 o oo ) ~ W oo

5
7 3 13 16 18
OE PPN 14 0O,
12 4 2 D’\Ig 15 17
[e] . .
] Py 11 E-05i 18
2 ¢ 3
g 2 H '
f | |
,LL__._YA
T T T T
149 148 147 146
f1 (ppm)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 70 60 50 40 30 20 10 0

90
f1 (ppm)

Espectro 168- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-hexidxi-2-oxo-piperato de etila (E-06).
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Espectro 169- Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) do 2-hexidxi-2-oxo-piperato de etila (E-06).
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Espectro 170- Espectro de RMN **C (CDCI3, 101 MHz) do 2-hexioxi-2-oxo-piperato de etila (E-06)
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Espectro 171- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-cicloexidxi-2-oxo-piperato de etila (E-06c¢).
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Espectro 172- Espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz) do 2-cicloexidxi-2-oxo-piperato de etila

ththth

334
5

10 E-06¢c

=
PR

S

101

298

@ 7 096

0.5 0.0

Emmely Oliveira da Trindade

224



ANEXOS
e

Espectro 173- Espectro de RMN **C (DMSO-ds, 101 MHz) do 2-cicloexidxi-2-oxo-piperato de etila
(E-06¢)
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Espectro 174- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-octoxi-2-oxo-piperato de etila (E-08).
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Espectro 175-
08).

Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-octoxi-2-oxo-piperato de etila (E-
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Espectro 177- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-decOxi-2-oxo-piperato de etila (E-10).
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Espectro 178- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-decdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
10).
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Espectro 179- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 2-dectxi-2-oxo-piperato de etila (E-
10)
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Espectro 180- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-dodecdxi-2-oxo-piperato de etila (E-12).
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Espectro 181- Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) do 2-dodecdxi-2-oxo-piperato de etila (E-
12).
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Espectro 182- Espectro de RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) do 2-dodec6xi-2-oxo-piperato de etila (E-
12)
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Espectro 183- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-fendxi-2-oxo-piperato de etila (E-14)
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Espectro 184- Espectro de RMN "H (CDCls, 500 MHz) do 2-fendxi-2-oxo-piperato de etila (E-14)
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Espectro 185- Espectro de RMN *C (CDCI3 126 MHz) do 2 fendxi-2-oxo-piperato de etila (E- 14)
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Espectro 186- Espectro de Infravermelho (ATR) do 2-cinamidxi-2-oxo-piperato de etila (E-15)
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Espectro 187- Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) do 2-cinamidxi-2-oxo-piperato de etila (E 15)
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ANEXOS

ANEXO I1: Certiddo da Comissdo de Etica no Uso de Animais para camundongos Swiss
(Mus musculus).

%q UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
‘ﬁ' COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO (22 VIA)

Certificamos que o projeto intitulado “INVESTIGACAO DA TOXICIDADE NAO-CLINICA E DO
POTENCIAL ANTITUMORAL DE NOVOS DERIVADOS ACRIDINICOS, QUINOLINICOS,
PIPERINICOS E TIOFENICOS” protocolo n? 1102017 sob a responsabilidade da pesquisadora
Dra. Marianna Vieira Sobral — que envolve a producdo, manutencdo efou a utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica {ou ensino) — encontra-se de acorde com os preceitos da Lei n? 11.794,
de 08 de cutubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
{CEUA-UFPB) em reunido de 05/10/2017. Com aprovagdo “od referendum™ de adendo em
23/07/2018.

Vigéncia do Projeto 2017 - 2019
Espécie/linhagem Mus musculus / Swiss
Nuamero de animais 354 animais
Idade/peso 6—8semanasf28-32¢g
Sexo Fémeas
Qrigem Unidade de Producdo Animal (UPA) do IPeFarM - UFPB

ﬂl‘f ﬁ@

Profa. Dra Islama Glsella Albuquerque Goncalves
Coordenadora da CEUA-UFPB

CEUA-UFPB = Campus | = Reitoria - 12 andar - E-mail: ceua@ufpb.br = Site: www.ufpb.br/sistemaceua
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ANEXO I11: Fluxograma de realiza¢do do teste de toxicidade aguda com uma dose inicial de

2000 mg/kg
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Fonte: OECD. Test n® 423: Acute oral toxicity — acute toxic class method, 2001.
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ANEXOS IV: PATENTES E PUBLICACOES

PATENTES

e NuUmero de deposito: BR102019022599-8 A2
Titulo: Diésteres derivados da piperina para tratamento do cancer.
Data do Dep6sito: 29/10/2019
Data da Publicacdo Nacional: 11/05/2021

e Numero de depdsito: BR102019023888-7 A2
Titulo: Compostos derivados da piperina para tratar doengas flngicas.
Data do Depésito: 13/11/2019
Data da Publicacdo Nacional: 25/05/2021

PUBLICACOES
Artigo 1:
fA http:/dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20200053
J. Braz. Chem. Soc.,Vol. 31, No. 8, 1668-1678, 2020 h
‘ Prin'l:d in E:zzﬂg-s@zuzo Sociedade Brasileira de Quimica ArtICle
[}

New Diesters Derived from Piperine: in silico Study and Evaluation of Their
Antimicrobial Potential

Emmely 0. Trindade,” Helivaldo D. S. Souza,®* Maria Cldudia R. Branddo,’
Hermes D. Neto,®¢ Edeltrudes O. Lima,© Bruno F. Lira,* Petrénio F. de Athayde-Filho®
and José M. Barbosa-Filho© %<

“Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba, 58051-900 Jodo Pessoa-FPB, Brazil

tInstituto Federal da Paraiba, Campus Areia, 58397-000 Areia-PB, Brazil

“Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal da Paratba,
58051-900 Jodio Pessoa-PB, Brazil

Artigo 2:
r htips:ffdx.doi.org/10.21577/0103-5053.20200140
A I, Braz. Chem. Soc., Vol. 31, No. 12, 2590-2602, 2020 A t . l
Printed in Brazil - ©2020 Sociedade Brasileira de Quimica r ,C e
[}

Synthesis, in silico Study and Antimicrobial Activity of New Piperine Derivatives
Containing Substituted 5-Esters

Emmely O. Trindade,” Thalisson F. Dutra,” Maria C. R. Branddo,’
Hermes Diniz Neto,®< Edeltrudes O. Lima,* Bruno F. Lira,*
Petronio F. de Athayde-Filho® and José M. Barbosa-Fillo © *<

“Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba, 58051-900 Jodo Pessoa-PB, Brazil

*Instituto Federal da Paraiba, Campus Areia, 58397-000 Areia-PB, Brazil

‘Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal da Paraiba,
58051-900 Jodo Pessoa-PB, Brazil
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Artigo 3:

Biomedicine & Pharmacotherapy 128 (2020) 110247

Contents lists available at ScienceDirect

Biomedicine & Pharmacotherapy

biomedicine ...
journal homepage: www.elsevier.com/locate/biopha m"%b"m
Original article
A novel piperine analogue exerts in vivo antitumor effect by inducing
oxidative, antiangiogenic and immunomodulatory actions iy

Rafael Carlos Ferreira®, Tatianne Mota Batista®, Sdmia Sousa Duarte®, Daiana Karla Frade Silva®,
Thais Mangeon Honorato Lisboa®, Raquel Fragoso Pereira Cavalcanti®, Fagner Carvalho Leite®,
Vivianne Mendes Mangueira®, Tatyanna Kélvia Gomes de Sousa®,

Renata Albuquerque de Abrantes®, Emmely Oliveira da Trindade”,

Petrénio Filgueiras de Athayde-Filho®, Maria Cldudia Rodrigues Brandao®,

Karina Carla de Paula Medeiros®, Davi Felipe Farias®, Marianna Vieira Sobral®*

“ Postgraduate Program in Natural Products and Bioactive Synthetics, Federal University of Paraiba, 58051-970, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil
bPostgrad’uaze Program in Chemisary, Federal University of Paraiba, 58051-970, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil

© Department of Morphology, Center of Biosciences, Federal University of Rio Grande Do Norte, 59078-970. Rio Grande do Norte, Brazil
dDeparzmem of Molecular Biology, Federal University of Paraiba, 58051-970, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil

https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110247
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