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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa caracterizada por
perda irreversivel e progressiva da memodria e das funcdes cognitivas. Constitui a
forma mais comum de deméncia em idosos, podendo representar até 80% dos
casos. Os tratamentos existentes sdo apenas sintomaticos e 0s medicamentos mais
modernos atuam elevando os niveis de acetilcolina pela inibicho da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Contudo, sua acdo nem sempre é bem sucedida,
especialmente em estagios avangcados da doenca, o que justifica a busca por novos
inibidores, mais potentes e com efeitos adversos menos severos. Para tanto, 0 uso
de técnicas de modelagem molecular como estratégia de planejamento racional de
farmacos € uma boa aposta e diversas substancias de origem natural tém sido
utilizadas como protétipo. O objetivo desse estudo foi planejar, sintetizar e avaliar
compostos com atividade anticolinesterasica promissora a partir da molécula de
piperina ap6s simulagbes de docking molecular. Para tanto, os ensaios virtuais
foram realizados utilizando o programa GOLD 4.1, tomando como base o modo de
interacdo entre a AChE e o donepezila, devido a similaridade estrutural entre esse
farmaco e a piperina. A partir dos resultados preliminares desses ensaios foi
proposta a sintese de uma série de azinas assimétricas, estruturalmente
relacionadas ao protétipo. Foram sintetizados 40 compostos, com diferentes padrbes
de substituicdo. A atividade anticolinesterasica foi avaliada in vitro por ensaio em
microplaca com o reagente de Ellman (Método modificado por Rhee). Dentre os
compostos sintetizados, 5 apresentaram capacidade de inibir a AChE, embora com
percentuais menores de inibicdo do que os obtidos para a piperina 12, acido 13 e
éster piperinico 14 que foram de: 46,5, 50,6 e 63,6%, respectivamente.
Complementarmente, o potencial antioxidante das substancias submetidas ao teste
de atividade anticolinesterasica foi avaliado por voltametria. Desses, 0S compostos

12, 13, 14, 46 e 47 apresentaram eletroatividade.

Palavras chave: Doenca De Alzheimer, Acetilcolinesterase, Piperina, Docking,

Azinas.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a chronic neurodegenerative disorder characterized by
progressive and irreversible loss of memory and cognitive functions. Is the most
common cause of dementia in elderly people, accounting for about 80% of cases.
Existing treatments are only symptomatic. The more modern drugs act by increasing
acetylcholine levels by inhibiting the enzyme acetylcholinesterase (AChE). However,
their action is not always successful, especially in advanced stages of the disease,
which justifies the search for new inhibitors that are more potent and less severe
adverse effects. For this, the use of molecular modeling techniques as a strategy for
rational drug design is a good bet and various substances of natural origin have been
used as a prototype. The objective of this study was to design and synthesize
compounds with promising acetylcholinesterase from the piperine molecule after
molecular docking simulations. For this, the virtual assays were performed using the
program GOLD 4.1, based on the mode of interaction between donepezil and AChE
due to structural similarity between this drug and piperine. Based on the results of
these preliminary assays it was proposed the synthesis of a series of asymmetric
azines structurally related to the prototype. Forty compounds with different
substitution patterns were synthesized. The anticholinesterase activity of the
substances was evaluated by in vitro microplate assay with Ellman's reagent (Method
modified by Rhee). Among these compounds, 5 showed the ability to inhibit AChE,
albeit with lower percentages of inhibition obtained for the piperine 12, acid 13 and
piperic ester 14 which were: 46.5, 50.6 and 63.6%, respectively. In addition the
antioxidant potential of the substances tested with anticholinesterase activity was
evaluated by voltammetry. Of these, compounds 12, 13, 14, 46 and 47 showed
electroactivity.

Keywords: Alzheimer's Disease, Acetylcholinesterase, Piperine, Docking, Azines.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma de deméncia mais comum em idosos
no mundo. Caracteriza-se clinicamente por perda progressiva e irreversivel da
memoria e declinio das funcdes cognitivas (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2010).

Sua incidéncia est4 diretamente ligada ao avanco da idade e o tratamento dos
idosos afetados representa altos custos para o sistema de saude, especialmente em
paises que vem experimentando o envelhecimento de sua populacdo (MEBANE-
SIMS e ALZHEIMER'S, 2009).

O aumento da expectativa de vida nesses paises corrobora para as projecdes
de crescimento do niumero de casos da doenca nas proximas décadas e para a
importancia de compreender seus aspectos mecanisticos e desenvolver
diagnésticos e tratamentos mais eficientes.

Atualmente o tratamento farmacoldgico é feito basicamente com inibidores da
enzima acetilcolinesterase. Os farmacos aprovados, entretanto, apresentam baixa
eficacia em estagios avancados da doenca de Alzheimer, além de altos custos e
efeitos adversos severos que dificultam a adesdo ao tratamento (TERRY e
BUCCAFUSCO, 2003).

Na busca por novos inibidores, varios produtos naturais tém sido estudados.
Um estudo recente demonstrou que a piperina, alcaléide natural presente em frutos
de pimenta preta, apresenta melhora significativa sobre o comprometimento da
memoria e neurodegeneracdo associada a DA, sendo a inibicdo da
acetilcolinesterase o mecanismo mais provavel (CHONPATHOMPIKUNLERT et al,
2010).

O objetivo inicial desse estudo foi determinar o modo como a piperina interage
com a acetilcolinesterase, através de simulacdes de docking molecular, e a partir
dos resultados, planejar, sintetizar e avaliar a atividade anticolinesterasica dos

analogos obtidos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer foi relatada pela primeira vez em 1906, em um
congresso na Alemanha, pelo médico alemédo Alois Alzheimer. Na ocasido, o
pesquisador descreveu caracteristicas neuropatologicas, de uma paciente de 55
anos de idade com historico de 4 anos de deméncia progressiva, que ainda hoje
refletem as principais caracteristicas da doenca (BLENNOW et al, 2006).

O Mal de Alzheimer, como também é conhecida essa desordem, é uma
doenca neurodegenerativa que constitui a forma mais prevalente de deméncia sem
razao precedente, representando de 60 a 80% do total de casos (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2010).

Essa prevaléncia aumenta significativamente com o avanco da idade e dobra
a cada cinco anos apoés os sessenta e cinco anos (MEBANE-SIMS e ALZHEIMER'S,
2009). A doenca afeta um numero maior de mulheres do que de homens,
provavelmente porque a expectativa de vida é maior entre elas (SCHIMIDT et al,
2008).

Clinicamente, a DA é caracterizada por déficits de memoria e um declinio
progressivo da funcdo cognitiva podendo levar a um estado incapacitante antes da
morte. Embora haja certa preservacdo da memoéria remota em estagios iniciais, a
perda de memoéria é global na evolugcédo da Doenca de Alzheimer. O individuo torna-
se progressivamente incapaz de desempenhar atividades da vida diaria e de cuidar
de si mesmo (GINSBERG et al, 2006).

No estagio avancado da doenca observa-se a perda significativa da
linguagem, da capacidade de desempenhar tarefas e de nhomear pessoas e objetos.
AlteracBes psiquicas e comportamentais estdo presentes em até 75% dos casos. A
morte ocorre devido a complicagbes associadas a imobilidade, como a pneumonia
ou a embolia pulmonar (FORLENZA, 2005; ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2010).

As causas da DA ainda ndo sdo conhecidas. Embora especialistas acreditem
que o fator preponderante no desenvolvimento da doenga seja a idade avancgada,
fatores de risco como diabetes, hipertensdo, niveis elevados de colesterol e
tabagismo s&do associados ao processo patologico (MARTINS et al, 2006;

KIVIPELTO, 2006; ANSTEY et al, 2007).
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Macroscopicamente a atrofia cortical é a caracteristica marcante na doenga
de Alzheimer (RYAN, 2005). As principais altera¢gbes cerebrais sdo placas senis ou
neuriticas e os emaranhados neurofibrilares. As placas senis resultam do
metabolismo anormal da proteina precursora do amildéide (APP), conduzindo a
formacdo de agregados do peptideo B-amildide; os emaranhados neurofibrilares
formam-se a partir do colapso do citoesqueleto neuronal, decorrente da
hiperfosforilacdo da proteina tau (FORLENZA, 2005).

Acredita-se que a presenca destes neurotOxicos esteja associada a
degeneracgdo das vias colinérgicas no sistema nervoso central e consequentemente
a danos da neurotransmissdo colinérgica, apontada como causa principal dos
sintomas da doenca.

O diagnéstico baseia-se na avaliacdo clinica e em testes laboratoriais,
almejando excluir quaisquer outras causas possiveis de deméncia. Entretanto, o
diagndstico concreto exige a andlise do cérebro pés-morte, verificando a presenca
de sinais caracteristicos da doenca, como as placas amildides (FINDEIS, 2007;
GOODMAN et al, 2006).

Envolvidos na patogenia da DA, os radicais livres, como sao conhecidas as
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio, sdo produzidos como resultado de
diversas reacdes bioquimicas e sdo considerados a principal causa de dano
oxidativo, que inclui desnaturacdo de proteinas, mutagénese e peroxidacao lipidica,
em células aerdbicas (STADLER, 2002).

No que concerne aos aspectos mecanisticos da evolucdo da doenca,
acredita-se que os agregados da proteina B-amildide levam a fragmentacéo
peptidica e geracdo de radicais livres. Além disso, o acumulo de ferro, caracteristico
na doenca de Alzheimer, é apontado como uma condicdo sinérgica para a formacao
desses radicais (SMITH et al, 1997).

As evidéncias recentes de que o stress oxidativo participa da patogenia da
doenca tem justificado o emprego de diversas substancias antioxidantes no
tratamento do mal de Alzheimer (HOUGHTON et al, 2007). Compostos como a
vitamina E (a-tocoferol) e a selegilina tém sido empregados como adjuvantes.
Embora ndo proporcionem melhora objetiva da cognicéo, podem retardar a evolucéo

natural da doenca, exercendo um suposto efeito neuroprotetor (FORLENZA, 2005).
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Principal neurotransmissor associado ao processo patogénico, a acetilcolina 1
(ACh) (Figura 1) € encontrada no sistema nervoso central e periférico, compondo
parte do sistema nervoso parassimpatico. Quimicamente é um éster de colina e
acido acético biossintetizado a partir da acetil-coenzima A e colina em reacao

catalisada pela enzima colina-acetiltransferase (VIEGAS JUNIOR et al, 2004).

Figura 1: Acetilcolina 1

O
)k N(CHg);
HaC O/\/

Depois de formada, a ACh € liberada na fenda sinaptica, onde pode se ligar a
dois tipos de receptores: muscarinico e nicotinico. Sua acao € interrompida através
da sua hidrolise (Esquema 1), a qual é catalisada rapida e eficientemente pela
acetilcolinesterase, resultando na formacéo de colina 2 e acido acético 3.

Esquema 1: Hidrdlise da acetilcolina
0

0
)k +N(CH ) AChE +N c )J\
3/3 _— > 3/3
HaC o S o NS +

HsC OH
2 3
1

A acetilcolinesterase é uma enzima constituida por um tetrdmero com peso
molecular de 320.000 Da, que contém 537 aminoacidos e consiste em dois tipos de
cadeias polipeptidicas a282 que se repetem (SILVA et al, 2006).

As estruturas tridimensionais disponiveis revelam que seu sitio ativo é
localizado na base de uma profunda e estreita cavidade com cerca de 20 A, onde
predominam residuos aromaticos (XU et al, 2008). Encontram-se ai 0s aminoacidos
conhecidos como triade catalitica da acetilcolinesterase: serina (Ser) 200, histidina
(His) 440 e glutamato (Glu) 327, considerados essenciais para a atividade catalitica
da enzima.

Além disso, existem ainda um sitio aniodnico catalitico - catalytic anionic site —
(CAS) composto por residuos de triptofano (Trp) 84, Glu199 e fenilalanina (Phe) 330

e um sitio aniénico periférico - peripheral anionic site - (PAS) localizado na entrada
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da cavidade e composto por residuos de aspargina (Asp) 72, tirosina (Tyr) 70 e (Tyr)
121, Trp 279, e Phe 290 (UL-HAQ et al, 2009).

Existem atualmente 97 estruturas cristalograficas da acetilcolinesterase. Além
da AChE humana, elas sdo derivadas de outras 4 espécies: Drosophila
melanongaster; Electrophorus eletricus, Torpedo californica e Rattus rattus. Dessas,
55 estruturas séo originarias da AChE de Torpedo californica, muito semelhante a
humana e utilizada na maioria dos testes in silico com farmacos hoje aprovados para
o tratamento da DA (KAMAU e MUSTATA, 2007).

A resolucdo da estrutura tridimensional da acetilcolinesterase de Torpedo

californica foi realizada por Sussan e colaboradores (1991).

2.1.1 Tratamento farmacolégico da doenca de Alzheimer

A hipotese do déficit de acetilcolina como causa ou origem da doenca de
Alzheimer levou a busca de farmacos com a propriedade de aumentar a capacidade
de neurotransmissao colinérgica.

Algumas estratégias inicialmente empregadas envolveram a utilizacdo de
precursores da acetilcolina, agonistas de receptores muscarinicos My, nicotinicos e
antagonistas muscarinicos M, Essas estratégias, entretanto, ndo se mostraram
eficazes no aumento da atividade colinérgica central (FRANCIS et al, 1999).

Os mais modernos medicamentos utilizados para tratar os sintomas da DA
elevam os niveis de acetilcolina pela inibicdo da enzima acetilcolinesterase.
(GIORDANI, 2008). Existem atualmente quatro inibidores (4, 5, 6 e 7) aprovados
pelo Food and Drug Administration (FDA) (Figura 2), 6rgdo responsavel pela
liberagdo da venda de medicamentos nos Estados Unidos (GOEDERT e
SPILLANTINI, 2006).
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Figura 2: Os quatro inibidores da acetilcolinesterase atualmente aprovados pelo FDA para

tratamento da doenca de Alzheimer
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Todavia o sucesso do tratamento utilizando tais farmacos é limitado, pois eles
s6 melhoram a memoria de pacientes com deméncia leve, mas ndo param o
processo de neurodegeneracdo e praticamente sdo ineficientes em estagios
avancados da doenca de Alzheimer. Além disso, efeitos colaterais como vomitos,
nauseas, diarréia, insdnia e hepatotoxicidade, no caso da tacrina, estdo associados
a esses farmacos dificultando a adeséo ao tratamento (CHONPATHOMPIKUNLERT
et al, 2010; CRAIG e STITZEL, 2005; GOODMAN et al, 2006).

Esse contexto tem estimulado o desenvolvimento de novos inibidores da
AChE. Na busca por farmacos mais potentes e com efeitos adversos menos
severos, modernas técnicas de modelagem molecular tem sido utilizadas como

estratégia de planejamento racional de farmacos.

2.2 Planejamento racional de farmacos

A descoberta do acido acetil salicilico (AAS) no final do século XIX marcou a
histéria da quimica farmacéutica. Antes sintetizado pela Bayer e comercializado sob
o nome de Aspirina®, o AAS foi o primeiro farmaco produzido comercialmente
(BARREIRO e FRAGA, 2008).
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Desde entdo, o acido acetil salicilico € um exemplo classico de farmaco
sintético cuja descoberta esta ligada a moléculas de origem natural. Sinteticamente
pode ser obtido por uma modificacdo estrutural simples, a partir da acetilacdo do
acido salicilico, derivado da salicilina obtida do extrato natural de Salix alba
(Esquema 2) (HOSTETTMANN et al, 2003).

Esquema 2: Acetilacdo do acidos salicilico 8 para obtencgéo do acido acetil salicilico 9.

0. OH o OH

- . OY

8 © 9

Vérios avancos cientificos foram realizados desde essa época, e atualmente o
processo de desenvolvimento de um novo farmaco € um desafio caro, demorado e
gue requer a consideracao de aspectos multidisciplinares.

Embora a natureza de tentativa e erro continue presente, concepcoes
racionais e modernos métodos de quimica computacional sdo, hoje, amplamente
utilizados na selecdo de compostos protétipos, naturais ou ndo, e planejamento de
modificagdes estruturais a fim de obter substédncias com potencial bioatividade. O
objetivo primario dessas modificacdes € alcancar alta seletividade de ligacdo sem
perder atividade farmacoldgica (ANDRICOPULO, 2009).

O desenho de pequenas moléculas com propriedades definidas para
interacdo com um alvo conhecido, que pode ser uma proteina, € uma das
abordagens mais promissoras na quimica medicinal moderna (MANDAL, 2009).

Os avancos nhas técnicas de isolamento, purificacdo e determinacdo da
estrutura tridimensional de macromoléculas, por difracdo de raios-X e Ressonancia
magnética nuclear (RMN), permitem compreender melhor quais caracteristicas séo
importantes para a atividade dos farmacos e tem impulsionado pesquisas nessa
area (MULLER, 2009).

Entre as principais estratégias de planejamento de novas moléculas estdo o
bioisosterismo, a simplificacdo molecular, a latenciacdo de farmacos e a hibridacéo
molecular (BARREIRO e FRAGA, 2008).

A simplificacdo molecular é uma importante estratégia de planejamento de

novos farmacos. Foi inicialmente empregada na obtencdo de compostos
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estruturalmente mais simples, a partir de protétipos naturais ativos estruturalmente
complexos.

Essas modificacbes eram propostas empiricamente, sem conhecimento
prévio das unidades farmacofdricas. Um exemplo classico € a morfina 11, alcal6ide
natural isolado de Papaver somniferum L. em 1803. Este farmaco foi o precursor de
analgésicos da classe das 4-fenilpiperidinas, representados pela petidina 12
(Esquema 3), que ilustra o sucesso da estratégia de simplificacdo molecular de
protétipos naturais (BARREIRO, 2002).

Esquema 3: Estruturas da morfina 10 e petidina 11

CHs
N

CO,Et

11

Sabe-se hoje que o sistema piperidinico da petidina, similar aquele contido na
morfina, em que o carbono C-4 encontra-se ligado ao anel benzénico, correspondia
ao grupo farmacoférico classico dos analgésicos opiaceos (BARREIRO, 2002).

A estratégia de simplificacdo molecular consiste na realizacdo de mudancas
estruturais planejadas, capazes de resultar em uma molécula estruturalmente
simples, com reducdo do peso molecular, do nimero de grupos funcionais e de
centros estereogénicos, preservando as unidades farmacoféricas (BARREIRO e
FRAGA, 2008).

A possibilidade de encurtar rotas sintéticas caras e que envolvem um numero
grande de etapas, mantendo ou melhorando a atividade biologica de prototipos € a

principal vantagem da simplificagdo molecular.
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2.2.1 Docking

Docking ou docagem molecular € o termo usado para estratégia de
desenvolvimento de farmacos que utiliza programas computacionais que buscam
encontrar o melhor encaixe entre duas moléculas, investigando as possiveis
orientacdes que estas possam assumir para formar um complexo estavel (MIZUTANI
e ITAI, 2004).

Se as moléculas em questdo forem uma enzimalreceptor e um
substrato/ligante, o docking receptor-ligante consiste na identificacdo do modo de
ligacdo do substrato no sitio ativo da proteina e na determinacdo de qudao forte séo
essas ligacbes. Essas informacfes permitem determinar o mecanismo pelo qual o
receptor pode ser inibido ou ativado.

Nos ensaios virtuais, as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas das
moléculas interagentes estdo diretamente relacionadas ao processo de
reconhecimento molecular receptor-ligante. Através da complementaridade destas
caracteristicas busca-se a identificacdo do arranjo conformacional preferencial e a
melhor energia livre de interagéo correspondente (CAVASOTTO e ORRY, 2007).

As caracteristicas estruturais, tais como orientacdo, posicdo espacial e
rotacdes de ligacdes covalentes, definem os arranjos espaciais moleculares. As
caracteristicas fisico-quimicas, tais como forcas eletrostaticas, interacdes
hidrofébicas, interagcbes de Van der Waals, ligacbes de hidrogénio e ligacdes
covalentes, definem o grau de afinidade e especificidade entre o ligante e receptor
(MORGON e COUTINHO, 2007).

Uma das caracteristicas mais valiosas dos métodos de docking é sua
capacidade de reproduzir modos de ligacdo observados experimentalmente,
podendo ser utilizado como uma forma de validagdo dos mesmos.

Devido a complexidade das interacdes envolvidas no processo de
reconhecimento molecular, os programas de docking podem ser descritos como a
combinacdo de duas componentes: um algoritmo de busca e uma funcéo escore
(ZOETE et al, 2009)

O primeiro deve avaliar de maneira eficaz os possiveis modos de ligacao,
incluindo o previsto experimentalmente, e predizer a melhor conformagao e

orientacdo da molécula ligante relativa ao sitio ativo do receptor, explorando os
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graus de liberdade de acordo com a flexibilidade considerada (CAVASOTTO e
ORRY, 2007).

A funcdo escore possibilita distinguir os diferentes modos de ligacdo do
mesmo ligante e avaliar entre ligantes distintos, o que possui maior afinidade de
ligacdo para um mesmo receptor (HUANG et al, 2010).

De modo geral os métodos computacionais de docking devem ser eficientes
na determinacdo do modo de ligagdo mais favoravel, possuir funcdes de escore
suficientemente sensiveis para discriminar entre os modos de interacéo alternativos
e 0 modo de interagdo correto e ser robusto o bastante para permitir que varios
sistemas receptor-ligante sejam investigados (ABRAHAM, 2003).

Existem hoje mais de 30 diferentes “softwares” de docking. Entre os mais
amplamente utilizados estdo: DOCK; FlexX/FlexE; AutoDocK; GOLD (Genetic
Optimization for ligand Docking); Glide e MVD (Molegro Virtual Docker). Eles se
distinguem basicamente na maneira de lidar com a flexibilidade da proteina e do

ligante, algoritimo de amostragem e funcéo de escore (ZOETE et al, 2009).

2.3 Piperina

A piperina € um alcaldide presente nos frutos de pimenta das espécies Piper
nigrum L., conhecida popularmente como pimenta do reino, Piper longum L. e em
outras espécies da familia Piperaceae, sendo responsavel pela ardéncia e aroma
dos frutos (ESSA et al, 2012).

A pimenta do reino tem sido utilizada, h4 milénios, como especiaria doméstica
e em varios sistemas tradicionais de medicina na Asia (Figura 3). Embora
considerada uma planta exotica no Brasil, o pais € um dos principais produtores
mundiais, com destaque para o0s estados do Para e Espirito Santo
(CHONPATHOMPIKUNLERT et al, 2010).
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Figura 3: Ramo com infrutescéncia: Pimenta do reino (Piper nigrum L.)

N E

Fonte: http://www.ceplac.gov.br/radar/pimentadoreino.htm

A estrutura molecular da piperina 12 (Figura 4) € dividida em trés
componentes: um anel fenilmetilenodioxola, uma cadeia lateral com duplas ligacdes
conjugadas e um anel piperidina ligado a cadeia lateral através de um grupo

carbonila.
Figura 4: piperina 12
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Estudos recentes demostram que a piperina 12 possui um conjunto
diversificado de atividades farmacoldgicas, incluindo efeito antidepressivo,
antimicrobiano, imunomoduladora, antitumoral, anti-inflamatorio e antiobesidade
(LEE et al, 2005; JIN et al, 2011; SUNILA e KUTTAN, 2004; KIM et al, 2011).

Esse alcaléide apresenta ainda capacidade de atuar sobre enzimas do
Citocromo P450 interferindo no metabolismo de elementos e substancias como
Selénio, vitamina B, B-caroteno e curcumina. Essa caracteristica, em especial,
demonstra seu potencial para ser utilizado como adjuvante no tratamento de

diferentes doencas crbénicas (SHOBA et al, 1998).
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Recentemente, um estudo realizado por Chonpathompikunlert e
colaboradores (2010) demonstrou que a piperina apresenta melhora significativa
sobre o comprometimento da memdéria e neurodegeneracéo associada a doenca de
Alzheimer, sendo uns dos provaveis mecanismos a inibicdo da enzima

acetilcolinesterase.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

» Planejar, sintetizar e avaliar a atividade anticolinesterasica de analogos de

piperina.

3.2 Objetivos especificos

v" Realizar ensaios de docking com a piperina 12 e derivados para determinar o
modo de interacdo com a acetilcolinesterase;

v Planejar a série de compostos a ser sintetizada baseando em métodos racionais
de desenvolvimento de farmacos;

v Sintetizar os compostos planejados;

v'Avaliar as atividades anticolinesterasica e antioxidante dos compostos obtidos;
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4. METODOLOGIA

4.1 Docking

Inicialmente as estruturas da piperina e derivados acido e éster foram
modeladas no programa ChemDraw Ultra 8.0. As estruturas 3D e as cargas foram
geradas com o programa DS Visualizer e salvas em formato SYBYL mol2.

As estruturas da acetilcolinesterase foram selecionadas no Protein Data Bank
(PDB), com os caodigos 1EVE e 1ACJ.

Para validacdo dos parametros que foram utilizados nas simulagdes com a
piperina e derivados foi utilizado o complexo acetilcolinesterase/donepezil. Os
valores de RMSD menores que 1,5 foram considerados satisfatorios.

As simulagbes de docking foram realizadas com o programa GOLD 4.1
(VERDONK et al, 2003) que utiliza um algoritimo genético. Entre os parametros
disponiveis no software, os seguintes foram selecionados: Populacédo equivalente a
100 conférmeros; 100.000 operagdes; 95 mutacdes; 95 “crossovers”.

Os calculos foram realizados dentro de uma esfera de 15 A°, centrada no
atomo de carbono do residuo de glicina (Gly) 118. A funcdo matematica ChemScore
foi utilizada para selecionar as 10 conformacdes mais bem pontuadas. As estruturas
dos complexos foram visualizadas e analisadas usando o software PyMOL v0.99.

4.2 Extracao da piperina

A piperina 12 foi extraida de frutos maduros de pimenta do reino, obtidos
comercialmente, conforme metodologia descrita por Ikan (1991), com modificacdes.

A extracado foi realizada a partir de 60 gramas de pimenta do reino moida e
900 mL de etanol 95% em aparelho de Soxhlet por 3 horas. A solugéo obtida foi
filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 50° C. A
seguir foram adicionados 10 mL de solucéo etanolica de KOH 10% e 50 mL de agua
destilada. A mistura foi mantida em repouso por 12 horas. O precipitado amarelo
obtido foi filtrado, lavado com agua e seco a temperatura ambiente (2,6 Q).

Rendimento: 4,35%. Os dados espectroscopicos do composto estdo no anexo.
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4.3 Sintese de derivados da piperina

4.3.1 Sintese do &cido piperinico

O &cido piperinico 13 foi obtido através da hidrolise da piperina 12, conforme
procedimento descrito por Venkatswamy e colaboradores (2004): 11,4 g de piperina
e 500 mL de solucédo metandlica de KOH 20% foram mantidos em refluxo a 80°C por
3 dias (Esquema 4). Ap6s a conclusédo da hidrolise, o metanol foi destilado sob
pressao reduzida. A mistura resultante foi suspensa em agua quente e acidificada
com HCI para pH < 1. O precipitado foi filtrado, lavado com agua fria e recristalizado

em metanol para produzir cristais de acido piperinico (6,5 g). Rendimento: 57%.

Esquema 4: Sintese do acido piperinico 13

<° DN O KOH. CHOH. <O NN -

o 12

80°C, 3 dias ° 13

4.3.2 Sintese do éster piperinico

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 5 gramas de acido
piperinico 13, 500 mL de metanol e 5 mL de acido sulfarico P.A (Esquema 5). A
mistura foi mantida sob refluxo por 5 h e entéo resfriada. O precipitado foi filtrado e

seco a temperatura ambiente (3,25 g). Rendimento: 65%.

Esquema 5: Sintese do éster piperinico 14

o N X H2S04, CH30H o P N

< OH > < OCHj
70°C, 5h

°© 13 © 14
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4.4 Sintese de analogos

Foram sintetizadas quatro séries de azinas assimétricas analogas a piperina
12. A sintese desses compostos passa pela formacdo inicial de hidrazonas, que

podem ser obtidas pela reacéo de aldeidos/cetonas com hidrazina.

4.4.1 Sintese de hidrazonas
4.4.1.1 Sintese da (E) -1 - (4-nitrobenzilideno)-hidrazina (hidrazona 15)
Para obtencdo da hidrazona 15, um mmol de hidrato de hidrazina (solucao

70%) foi adicionado em 5 mL de etanol anidro, seguido pela adicdo de 1 mmol de 4-

nitrobenzaldeido. A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 10 minutos

(Esquema 6).
Esquema 6: Sintese da hidrazona 15
-
\o \N/NH2
EtOH
+  NHNHyH,0 ——=
Ta—-5min
O,N
2 O,N 15

Formula molecular: C;H;N30; (165,05 g/mol)

4.4.1.2 Sintese da (E) -1 - (4 - (nitrofenil)-etilideno)-hidrazina (hidrazona 16)

Para a sintese da hidrazona 16 um mmol de hidrato de hidrazina (solucéo
70%) foi adicionado em 5 mL de etanol anidro. A seguir, um mmol da 4-
nitroacetofenona (165 mg) foi adicionado a essa solugao. A mistura foi aquecida em
reator de microondas Discover DC-7196, marca CEM Corporation em dois ciclos: 2,5
minutos a 120°C e 1,5 minutos a 100°C (Esquema 7). A reacéo foi resfriada e o

precipitado filtrado e lavado com etanol gelado. Rendimento: 70%.
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Esquema 7: Sintese da hidrazona 16

NH
EtOH X 2
(@] ! N/
_
+  NH,NH,.H,0
2NH2H20 - 560¢ _ 2 5 min 16

100°C - 1,5 min O,N

O,N

Formula molecular: CgHgN3O2 (179,07 g/mol)

4.4.2 Sintese de azinas assimétricas

Sintese da série 1 (17-30) - Procedimento A

Apos confirmar a conversao total do 4-nitrobenzaldeido na hidrazona 15 um

segundo benzaldeido substituido foi adicionado (1 mmol) e a mistura mantida sob

agitacdo constante por 2 horas, a temperatura ambiente (Esquema 8). O precipitado

foi filtrado e lavado com etanol gelado.

Esquema 8: Sintese da série de azinas 1 (17-30)

NH,

O @X—» NN
+

O,N R//

O,N

Para a série 1, R:

H (17) 4-0OCH; (22) 4-N(CHa), (27)
4-CH; (18) 4-OCH,CHs (23) 2-NO, (28)
4-CH,CH; (19) 3,5-OCHs, 4-OH (24) 2-piridina (29)
4-CH(CH3); (20) 3,4,5-OCHj; (25) 4-piridina (30)
4-0H (21) 3-OCHs, 4-OH (26)
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Sintese da série 2 (31-36) - Procedimento B

Os compostos da série 2 foram preparados pela reacéo entre a hidrazona 15
e diferentes acetofenonas. Quantidades equivalentes das substancias (1 mmol)
foram adicionados em tubo de reacdo, com 2 mL de etanol, e aquecidos em reator
de microondas em 3 ciclos de 1,5 minutos a 100° C. No terceiro ciclo foi adicionada
1 gota acido acético glacial, como catalisador (Esquema 9). O precipitado foi filtrado

e lavado com etanol gelado.

Esquema 9: Sintese da série de azinas 2 (31-36)

s . //R
L NH
-
o R/ = /©/\
O,N

Para a série 2, R=

H (31) 4-NH, (34)
4-CH; (32) 4-F (35)
4-OCHjs (33) 2-furil (36)

Sintese da série 3 (37-50) - Procedimento C

Para a sintese da série 3, 1 mmol da hidrazona 16 e 1 mmol de um
benzaldeido substituido foram adicionados em um tubo de reacdo, com 2 mL de
etanol e aguecidos em reator de microondas em 3 ciclos: 1,5 minutos a 80° C e 2,5
minutos a 100° C por 2 vezes (Esquema 10). O precipitado foi filtrado e lavado com
etanol gelado.

35



Esquema 10: Sintese da série de azinas 3 (37-50)

~

0 P

o NHe |

/@)\N/ + Q)}\H —’Q)\N/“VQ
O2N R/ / ON

Para a série 3, R =

H (37) 4-OCH; (42) 4-N(CHa), (47)
4-CH; (38) 4-OCH,CHs (43) 2-NO, (48)
4-CH,CH; (39) 3,5-OCHs, 4-OH (44) 2-piridina (49)
4-CH(CH3), (40) 3,4,5-OCHj (45) 4-piridina (50)
4-OH (41) 3-OCHs, 4-OH (46)

Sintese da série 4 (51-56) - Procedimento D

A série 4 foi sintetizada pela reacéo entre 1 mmol da hidrazona 16 e 1 mmol
de diferentes acetofenonas. A mistura foi adicionada em um tubo de reagéo, com 2
mL de etanol, e aquecida em Reator de Microondas em 3 ciclos: 1,5 minutos a 80° C
e 2,5 minutos a 100° C por 2 vezes (Esquema 11). No terceiro ciclo foi adicionada 1

gota acido acético glacial, como catalisador. O precipitado foi filtrado e lavado com
etanol gelado.

Esquema 11: Sintese da série de azinas 4 (51-56)

o //R

NH
\N/ 2 \ CHj /@)\N/N\ X
—_ R
O,N R/ 7 o,N

Para a série 4, R=

H (51) 4-NH, (54)
4-CHjs (52) 4-F (55)
4-OCHj (53) 2-furil (56)
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4 5 Métodos analiticos

As reacOes foram acompanhadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CGMS) em equipamento QP-2010 Ultra da SHIMADZU.
A pureza dos compostos sintetizados foi verificada também por cromatografia em
camada delgada (CCD) e determinacéo da faixa de fuséo.

Nas cromatoplacas foram utilizados sistema de solventes hexano/acetato de
etila (9:1, 8:2 e 7:3). As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas em
aparelho Microquimica MQAPF-301.

Identificacao estrutural

Para confirmar a estrutura dos compostos foram utilizadas técnicas
espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono 13
(RMN *H/*3C), espectrometria de massas (EM) e Infravermelho (IV).

As analises de RMN foram realizadas no laboratério de Ressonancia
Magnética do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goids em
colaboracdo com o Prof. Dr. Luciano Morais Lido.

Os espectros foram obtidos em espectrometro Bruker Avance 500 operando a
500 MHz (*H) e 125 MHz (*3C), com cloroférmio ou DMSO deuterado como solvente.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em valores adimensionais (ppm) em
relacdo a um padrao interno de tetrametilsilano (TMS). A visualizacdo dos espectros
foi realizada por meio do programa ACD LABS 12.0.

Os espectros de massas foram obtidos no laboratério de andlise instrumental
da Universidade Estadual de Goids em CG-MS. As amostras foram solubilizadas em
diclorometano ou metanol.

Os espectros no infravermelho foram obtidos a partir de pastilhas de KBr em
equipamento FT-IR PERKINELMER modelo Spectrum frontier. Os dados foram
transportados em formato ASCII pelo programa Origin™ vers&o 8.6.

4.6 Avaliacdo da atividade anticolinesterasica in vitro

As analises foram realizadas na Universidade Federal do Parana (UFPR) sob

orientacdo do Prof. Dr. Cid Aimbiré de M. Santos.
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A capacidade de inibicdo dos compostos sobre a acetilcolinesterase foi
testada com base no método de Ellman (ELLMAN et al, 1961) modificado por Rhee
(RHEE et al, 2001).

Os testes foram realizados em microplacas de poliestireno com 96 pocos (300
UL/TPP®). Para medida da absorbancia foi utilizado leitor de microplacas Tecan

modelo Surise.

Reagentes
Tampdes
Os seguintes tampdes foram utilizados. Tampao A: Tris 50 mM, pH 8,0; tampéo B:

Tris 50 mM, pH 8,0 contendo 0,1 % de soro albumina bovina;

Enzima

Acetilcolinesterase de enguia elétrica — Electrophorus eletricus - (Tipo VI-S, pé
liofilizado, 292 U/mg sélido, 394 U/mg proteina, Sigma). A AChE foi dissolvida em
tampéo A para preparar uma solucdo 1000 U/ml e, a seguir, diluida em tampao B

para obter solucdo 0,226 U/mL.

Substrato
lodeto de acetiltiocolina (ACTI) (Sigma-Aldrich®).

Reagente colorimétrico
Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) (Sigma-Aldrich®)

Procedimento

Nas microplacas foram adicionados 25 pL de iodeto de acetiltiocolina 15 mMol
em agua, 125 yL de DTNB 3 mMol em tampéao Tris A pH 8, 50 pL de tampéo B pH 8
e 25 L da solucédo de amostra, em diferentes concentracdes, diluidas em metanol
ou Metanol/Cloroformio. A absorbancia foi monitorada a cada 10 s durante 230s em
412 nm. Apés esse periodo 25 yL de uma solug¢do aquosa de enzima AChE 0,226

U/ml foram adicionados e a absorvancia novamente monitorada a cada 10 s durante
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230 s em 412 nm. Como controle positivo foi utilizado um inibidor reversivel da
acetilcolinesterase (fisostigmina - eserine).

A atividade enzimética foi calculada, em porcentagem, pela comparacao entre
as velocidades das reacfes nos pocos com amostras e a velocidade do ensaio
usando tampdo sem qualquer inibidor. O calculo foi feito conforme expressdo a
sequir:

%= V(enzima s/ amostras) - V(enzima c/ amostras)

V (enzima sem amostras)

Qualquer aumento da absorbancia antes da adicdo da enzima devido a
hidrolise espontanea do substrato foi corretamente corrigido subtraindo-se a taxa da
reacao antes da adicdo da enzima da taxa obtida apds a adicdo da enzima.

Cada concentracdo de cada amostra foi analisada em triplicata e o0s

resultados obtidos através de média.

4.7 Ensaios para determinacao de atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante da piperina e derivados, assim como
dos andalogos sintetizados, foi realizada no laboratério de farmacia da Universidade
Federal de Goias, em colaboracdo com o Prof. Dr° Eric de Souza Gil.

As analises foram realizadas através de voltametria, pela combinacao de trés
técnicas eletroquimicas: Voltametria ciclica (VC), Voltametria de Pulso Diferencial
(VPD) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ).

Amostras

Foram utilizados 250 pL de solu¢cdo 1 mMol das amostras em DMSO.

Equipamentos

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em Potenciostato/

Galvanostato pJAUTOLAB 11l ® da Eco Chemie acoplado a uma cela eletroquimica

em sistema de 3 eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar).
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v Eletrodo de trabalho: Carbono Vitreo (ECV, @ = 2 mm)
v Eletrodo de referencia: Ag/AgCI (3 molL™ KCI)
v’ Eletrodo auxiliar: Espiral de platina
O Eletrodo de trabalho foi polido em suspenséo de silica de granulometria 3
mm antes de cada experimento eletroquimico, o que garante reprodutibilidade dos
resultados. O potenciostato € conectado ao software GPES 4.9 ® para a aquisi¢cao

dos dados.

Medidas eletroquimicas

As andlises foram realizadas em 5 mililitros de solucdo eletrolitica tampéao
fosfato 0.1 M, pH 6.0, injetando 250 pL das amostras.

Os parametros experimentais para a Voltametria Ciclica (VC) foram: Start
potential: -0,25V; First vertex potential: 1,25V; Final potential: -0,25V; Step potential:
0.02441V, em velocidades de varredura de 100, 300, 500 e 700 mVs-1.

Na Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) os parametros utilizados foram:
Modulation time: 0,05s; Interval time: 0,5 s; Initial potential: -0,25V; Final potential:
1,25V; Step potential: 0.0051V; Modulation amplitude: 0.02502V e Scan rate:
0.0102Vv

Na técnica de Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) o0s parametros
empregados foram: Frequency: 20 Hz; Initial potential: -0,25V; Final potential: 1,25V
Step potential: 0,0045V e Amplitude: 0.045V.

Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Simulagdes de docking

As simulacdes de docking foram realizadas utilizando o programa GOLD 4.1
para gerar as 10 orientacbes de maior escore para cada composto no sitio ativo da

enzima acetilcolinesterase.

5.1.1 Selecdo da estrutura da proteina

A fim de selecionar a estrutura da acetilcolinesterase a ser utilizada nas
simulacbes de docking, as estruturas dos complexos cristalograficos entre a
acetilcolinesterase/donepezila e acetilcolinesterase/tacrina foram comparadas. Os
dados dos complexos foram recuperados do banco de dados Protein Data Bank com

codigo 1EVE e 1ACJ, respectivamente (Figura 5).

Figura 5: Sobreposi¢do das conformacgdes da acetilcolinesterase em complexo com o

donepezila (dtomos de carbono em amarelo) e com a tacrina (dtomos de carbono em verde)
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A sobreposicdo das estruturas demonstrou que a principal diferenca na
conformacdo da enzima nos dois casos esta na posicdo do anel aromético do
residuo de aminoacido fenilalanina 330.

Segundo Harel et al (1993), essa mudanca na conformac&do, no complexo
tacrina/acetilcolinesterase evita um impedimento estéreo entre a cadeia lateral da
Phe 330 e a tacrina e simultaneamente, favorece uma interacéo do tipo t-stacking
entre seu anel aromatico e o grupo fenil do sistema quinolinico da tacrina. Nessa
posicdo a tacrina 4 também € capaz de estabelecer forte ligacdo com o triptofano 84
(Figura 6).

Figura 6: Complexo com a tacrina (&tomos de carbono em verde) (A); Complexo com o donepezila

‘Qé
£ Phe 330
IO ,

(&tomos de carbono em amarelo) (B).

Ja o donepezila 5, interage com a enzima ao longo de toda a extenséo do
sitio ativo (Figura 6), estabelecendo interagcbes especificas com a
acetilcolinesterase, sendo algumas, intermediadas por moléculas de agua.

Essas interagcbes ocorrem principalmente por Tr-stacking com residuos
aromaticos presentes no sitio ativo, além de interagdes hidrofébicas.

Em um dos pontos, o grupo benzilico do donepezila interage com o anel
inddlico do aminoacido Trp 84. Na regido mediana da cavidade, o a&tomo de
nitrogénio do anel piperidinico interage com o grupo fenila da Phe 330. Uma terceira
interacdo ocorre entre 0 anel de indanona e o grupo indolico do Trp 279 através de

uma classica interagao - 1 paralela.
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Nesse estudo, as simulacdes de docking para a piperina 12 e derivados foram
realizadas tomando como base o modo de interacdo entre o donepezila e
acetilcolinesterase devido a similaridade estrutural (volume, fungdes quimicas) entre

esse farmaco e a piperina (Figura 7).

Figura 7: Sobreposicao das estruturas do donepezila (a&tomos de carbono em

ciano) e piperina (atomos de carbono em amarelo).

5.1.2 Validacéao

Antes de realizar os ensaios com a piperina e derivados, simulacbes de
docking foram realizadas com o donepezila 5 para validar o modo de ligacdo deste
no sitio ativo da acetilcolinesterase. O objetivo principal foi avaliar a precisdo de
encaixe e a capacidade do programa de prever afinidades de ligacao.

Para isso, utilizou-se a estrutura do complexo donepezila/AChE depositada no
PDB com cédigo 1EVE. A estrutura da acetilcolinesterase, nesse complexo, é de
Torpedo californica.

Inicialmente o donepezila foi extraido do complexo, e apos adicdo de
hidrogénios a estrutura da enzima, foi feita a simulagéo. Obtidos os resultados, foi
possivel observar que as dez orientacdes de melhor escore calculadas pelo
programa foram muito similares a orientacdo cristalografica. Dessas, sete

apresentaram valores de RMDS < 1.
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Mesmo as trés orientagcdes que apresentaram os maiores valores de RMSD
(rosa escuro, rosa claro e verde 4gua) ndo apresentaram grande discrepancia em

relacdo a conformacéo original (cristalogréafica) (Figura 8).

Figura 8: Conformacdao da estrutura cristalografica do donepezila (ciano) e

as dez orientacfes calculadas

O protocolo de docking foi assim capaz de reproduzir a conformacdo e o
modo de ligagdo do donepezila 5 no complexo 1 EVE, tendo sido validado para os

experimentos com a piperina 12 e derivados.

5.1.3 Simulacdo com a piperina 12

Nos calculos com a piperina 12, as dez orienta¢des obtidas por docking foram
muito semelhantes sendo consideradas equivalentes entre si. Dessa forma a

orientacdo apresentada foi a que obteve maior valor de escore (33,06) durante as

simulagdes (Figura 9).
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Figura 9: Representacédo 3D do modo de interagdo entre a piperina 12
(dtomos de carbono em amarelo) e a acetilcolinesterase (A); Representagéo

2D da piperina 12 e interagdes no sitio ativo (B)
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Electrostatic
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A335
Covalent bond

Water

hletal .

Assim como o donepezila 5, a piperina 12 néo interage fortemente com os
aminoacidos da triade catalitica (serina 200, histidina 440 e glutamato 327).
Entretanto, varias interacdes podem ser notadas, incluindo interacdes especificas
com seu anel metilenodioxi, além de interacbes de van der Waals. Entre as
primeiras, trés interacdes eletrostaticas: i- Com o grupo NH; do residuo de Phe 288;
ii- Com OH do residuo de Ser 286 (Interacdes com atomos do anel metilenodioxi da
piperina) e iii- Com o residuo de arginina (Arg) 289.
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Além disso, interacdes de van der Waals com residuos importantes como Ser
200, His 440 (dois aminoé&cidos da triade catalitica), Trp 84, Phe 330, Phe 331 e Trp
279, entre outros, também foram encontradas. No donepezil 5, as interacbes com o0s
residuos de Trp 279 e Phe 330 tem forte ligacdo com sua seletividade para a AChE,
ja que esses residuos nao estdo presentes na butirilcolinesterase (BChE).

Dessa forma, é possivel sugerir que embora ndo se ligue diretamente a triade
catalitica, a piperina 12 € capaz de estabelecer interacées com outros residuos e se
manter ligada ao sitio ativo, impedindo a ligacdo da ACh e exercendo acao

anticolinesterasica.

5.1.4 Simulacdo com o acido piperinico 13

Nos ensaios de docking com o acido 13, entre as dez orientacdes
preferenciais, dois modos de interacéo foram observados, com cinco representantes
cada, cuja diferenca esta na inversdo do carboxilato. Na figura a seguir estdo

representadas as orientagdes de maior escore de cada um dos grupos.

Figura 10: Representacdo 3D dos modos de interacao entre o 4cido piperinico

13 (4tomos de carbono em laranja) e a acetilcolinesterase obtidos por docking.
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Modo de interacéo A

N&o houve diferenca significativa nos valores de escore das dez orientaces
calculadas. No primeiro grupo, as cinco orientacbes obtidas apresentaram uma
inversdo de posicdo dos anéis metilenodioxi e benzénico em relagdo a piperina 12.

Na figura 11 esta representada a orientacdo de maior escore (25,74).

Figura 11: Acido piperinico 13 (modo de interagdo A) e aminoéacidos do sitio ativo (A);

Representacéo 2D do acido piperinico 13 (modo de interagéo A) e

interacdes no sitio ativo (B)
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Nesse caso, 0 acido piperinico 13 apresenta interacdes eletrostaticas entre
seu grupo carboxilato e os aminoacidos Ser 286 e Arg 289, além de uma interacéo
entre os atomos de oxigénio do anel metilenodioxi e a hidroxila ligada ao anel fenila
do residuo de Tyr 121.

Algumas interacdes hidrofobicas, com outros residuos de aminoécidos,
também ocorrem ao longo da cadeia. Interacdes desse tipo também foram

encontradas com a piperina 12.

Modo de interagéo B

No segundo grupo (modo de interacdo B), a posicdo dos anéis é semelhante
a aquela apresentada pela piperina 12. A orientacdo de maior escore (25,64) desse

grupo esté representada na figura 12.

Figura 12: Acido piperinico 13 (modo de interag&o B) e aminoéacidos do sitio

ativo (A); Representagéo 2D do &cido piperinico 13 (modo de interagéo B) e

interacdes no sitio ativo (B)
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Nesse modo, ocorre interacao eletrostatica entre o grupamento carboxilato do
acido piperinico e o residuo de Trp 84 (pertencente ao CAS).

Uma interagdo do tipo empilhamento n—n entre o anel benzénico do acido
piperinico e o anel fenila da cadeia lateral do residuo de Phe 331 também pode ser
observada.

Além disso, interacBes de van der Waals com os aminoacidos Tyr 121, Tyr

334, Phe 330 e Phe 290 ocorrem em outros pontos da estrutura.

5.1.5 Simulacdo com o éster piperinico 14

Nos ensaios com o0 éster piperinico 14, também foram observados dois
modos de interagdo com a enzima, com 3 e 7 representantes respectivamente. A

diferenca entre 0s grupos esta na inversdo do posicionamento do grupo eéster
(Figura 13).
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Figura 13: Representa¢do 3D dos modos de interacdo entre o éster piperinico 14

(dtomos de carbono em azul) e a acetilcolinesterase obtidas por docking.

w

Modo de interagcdo A

No primeiro grupo, as trés orientagées apresentam inversdo da posicao dos

anéis metilenodioxi e benzénico quando comparados a posicdo desses anéis na

piperina. A orientacdo de maior escore (24,91) esta representada na figura 14.
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Figura 14: Ester piperinico 14 (modo de intera¢do A) e aminoéacidos do sitio ativo (A);

Representacéo 2D do éster piperinico (modo de interacdo A) e intera¢des no sitio ativo (B)
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Nesse caso, 0 éster piperinico interage com a acetilcolinesterase ao longo de
toda cadeia. Podem ser observadas interacdes eletrostaticas entre o anel
metilenodioxi e residuos de Trp 84 e His 440 (pertence a triade catalitica da AChE).
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Esse tipo de interagdo também ocorre em outras partes da estrutura com residuos
de Phe 288, Phe 331 e Gly 335.

E possivel observar ainda uma interacdo do tipo empilhamento -
(hidrofébica) entre o anel benzénico do éster piperinico 14 e o anel fenila da cadeia
lateral do residuo de Phe 330. Este residuo pertence ao CAS e é um dos dois
residuos aromaticos que pertencem ao gargalo da garganta do sitio de ligacdo da
AChE. Xu e colaboradores (2008) sugeriram que a orientacdo dos anéis desses dois
aminoacidos controla a abertura/fechamento do gargalo.

Dessa forma, € possivel sugestionar que em alguns casos, interagcdes com
esses residuos contribuem com atividade anticolinesterasica por prejudicar
efetivamente a entrada de ACh no sitio ativo.

Interacbes de van der Waals com residuos de Tyr 334, Phe 290, Trp 279

entre outros, também ocorrem ao longo da cadeia do éster.
Modo de interagcéo B

Um segundo modo de interacao (b) foi observado entre o éster piperinico 14 e
a acetilcolinesterase. Sete, das dez orientagdes calculadas, interagem com a enzima

dessa maneira. A orientacdo de maior escore (24,97) esta representada na figura a

seqguir.
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Figura 15: Ester piperinico 14 (modo de interagéo B) e aminoacidos do sitio ativo (A);

Representacéo 2D do éster piperinico (modo de interacdo B) e intera¢des no sitio ativo (B)
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Essa orientacdo do éster piperinico 14 apresenta uma interacao dipolo entre a
carbonila do grupo éster e o anel indol do Trp 84 (aminoacido que pertence ao CAS).
Além disso, existem diversas interacdes hidrofobicas ao longo de toda a
cadeia com residuos de Gly 441, Phe 330, Phe 331, Tyr 334, Phe 288, isoleucina
(lle) 287, Phe 290 e Arg 289. A maioria desses aminoacidos interage também com a

piperina 12.
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5.2 Planejamento de novos compostos

A necessidade de avaliar novos compostos para compreender melhor o modo
de interacdo entre a piperina 12 e derivados e a acetilcolinesterase, apontada pelas
simulacdes de docking, levaram ao planejamento, sintese e avaliacdo da atividade
anticolinesterasica de uma série de azinas assimétricas.

Esses compostos foram planejados, com base na estratégia de simplificacéo
molecular, a partir da estrutura das N-acilidrazonas, compostos que guardam

semelhanca estrutural com a piperina (Figura 16).

Figura 16: Planejamento de azinas por simplificagdo molecular de N-

<ZDNO

R/ Z Ry

Simplificacdo Molecular

R, = /RS
X \N/ NN
// Ry

acilidrazonas R

Ri=H ou CH3

Analisando a estrutura das N-acilidrazonas € possivel notar a presenca de
duas func¢des quimicas interessantes e frequentemente associadas a compostos

com diferentes perfis farmacologicos: a carbonila af insaturada ligada a um
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grupamento aromatico e o grupo azometino (-NHN=CH-), também ligado a anel
aromaético.

A presenca dessas funcdes tem tornado compostos com essa estrutura, alvos
para avaliacdo de diferentes atividades farmacoldgicas, que incluem atividade
analgésica, anti-inflamatoria, antitrombética e tripanocida (FRAGA e BARREIRO,
2006; CARVALHO et al, 2012).

Estruturalmente mais simples, as azinas propostas nesse estudo apresentam
diminuicdo do numero de grupos CH, além de substituicdo bioisostérica da carbonila
por uma ligagdo C=N. Esses compostos também tem um amplo espectro de
atividade descrito, que inclui, entre outras, atividade antitumoral, antibacteriana,
anticonvulsivante e antioxidante (KURTEVA et al, 2011).

A depender da natureza dos substituintes R, as azinas podem ser
classificadas em simétricas (R,=R3) ou assimétricas (R,#R3). O esquema classico
para sua sintese baseia-se na reacdo entre aldeidos / cetonas com hidrazina, de
forma simples e eficiente (DAYAGI e DEGANI, 1970).

5.3 Sintese das azinas assimétricas

Foram sintetizadas 40 azinas assimétricas, divididas em quatro séries. O
grupamento nitro na posicdo 4 foi fixado em um dos anéis e variou-se 0s
substituintes do segundo anel.

A obtencdo desses compostos passa pela sintese inicial de hidrazonas.
Essas foram obtidas pelas rea¢des entre o 4-nitrobenzaldeido e 4-nitroacetofenona
com hidrato de hidrazina. A formacao das hidrazonas foi confirmada por CGMS.

Os espectros de massas das hidrazonas 15 e 16 estdo apresentados em

anexo.

5.3.1 Sintese da série 1 (17-30)

Para a sintese da série 1, foram utilizadas quantidades equimolares da
hidrazona 15 e benzaldeidos substituidos conforme procedimento A. Os percentuais
de converséo, obtidos por CGMS, estao apresentados na tabela 1.
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Tabela 1: Percentuais de formacao dos compostos da série 1

RZ/Y = R,
Rs
Composto R1 R, Rs R4 X Y % Converséao

17 H H H H CH C 62,8
18 H CHj3 H H CH C 70,3
19 H CH,CHs; H H CH C 55

20 H CH(CHs), H H CH C 69,6
21 H OH H H CH C 52,7
22 H OCH; H H CH C 45

23 H OCH,CH3; H H CH C 39,5
24 OCHj; OH OCHj; H CH C 46

25 OCHj; OCHj; OCHj; H CH C 44,5
26 OCHj; OH H H CH C 57,5
27 H N(CHs), H H CH C 53,3
28 H H H NO, CH C 59,25
29 H H H H N C 67,2
30 H H H H CH N 48,1

5.3.2 Sintese da série 2 (31-36)

Para a sintese da série 2, foram utilizadas quantidades equimolares da

hidrazona 15 e acetofenonas substituidas conforme procedimento B. Os percentuais

de converséo, obtidos por CGMS, estao apresentados na tabela 2.
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Tabela 2: Percentuais de formacao dos compostos da série 2

NO,

Ry \N/N X
Ry
R3
Compostos R, R> R3 % de Conversao

31 H H H 54,2
32 H CH; H 55,1
33 H OCH; H 54,5
34 H NH, H 34
35 H F H 37,2
36 Furil 57,4

5.3.3 Sintese da série 3 (37-50)

Para a sintese da série 3, foram utilizadas quantidades equimolares da
hidrazona 16 e benzaldeidos substituidos conforme procedimento C. Os percentuais

de converséo, obtidos por CGMS, estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Percentuais de formacao dos compostos da série 3

NO,

Rl\(x\ \N/N\
Rz/ = R4
Ra
Composto R, R, Rs R, X Y % de Conversao
37 H H H H CH C 98
38 H CH; H H CH C 94
39 H CH,CHj3 H H CH C 95
40 H CH(CHy), H H CH C 97
41 H OH H H CH C 83,6
42 H OCHj, H H CH C 88,7
43 H OCH,CH3; H H CH C 90,2
44 OCHj, OH OCHj; H CH C 80,8
45 OCHj, OCHj, OCHj; H CH C 79
46 OCH; OH H H CH C 90,3
47 H N(CHs), H H CH C 97,7
48 H H H NO, CH C 88
49 H H H H N C 93,1
50 H H H H CH N 91,2

5.3.4 Sintese da série 4 (51-56)

Para a sintese da série 4, foram utilizadas quantidades equimolares da

hidrazona 16 e acetofenonas substituidas conforme procedimento D. Os percentuais

de converséo, obtidos por CGMS, estdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4: Percentuais de formacao dos compostos da série 4

NO,
R N
. \N/ N
Ry
R3
Composto R, R, Rs % de conversao
51 H H H 90
52 H CH; H 76,6
53 H OCHs H 56,7
54 H NH, H 54,7
55 H F H 59,1
56 Furil 86,38

De forma geral, as séries 3 e 4 apresentaram percentuais maiores de
conversdo dos reagentes de partida em produto, quando comparadas as séries 1 e
2, respectivamente. Esse fato pode ser explicado pela maior tendéncia da hidrazona
15, comparada a hidrazona 16, de formar dimeros.

Conforme demonstrado no esquema 12, devido a sua alta reatividade, as
hidrazonas podem reagir entre si formando dimeros e liberando hidrazina no meio

reacional.

Esquema 12: Mecanismo de formacédo de bis hidrazonas ou azinas simétricas (dimeros).

R
N SN2
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N R
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A hidrazina liberada pode ent&o reagir com o segundo aldeido e formar uma
nova hidrazona e consequentemente um novo dimero. Essas reac¢des simultaneas
diminuem o percentual de formacéo do produto esperado.

Esse fato explica os menores percentuais de formacdo de produto nas
reacOes das séries 1 e 2. Nessas, além do produto esperado, houve formacéo dos

dois dimeros.

5.4 Selecdo de compostos para avaliacao de atividade biologica

Tanto a piperina 12 e derivados &cido 13 e éster 14 quanto alguns dos
compostos sintetizados foram selecionados para a avaliagdo de sua atividade
anticolinesterasica e antioxidante.

As estruturas escolhidas estéo ilustradas na figura 17. Os dados analiticos e
espectroscopicos desses compostos estdo em anexo.

Inicialmente, a selecdo das azinas teve como objetivo verificar se a presenca
de radicais alquila no primeiro anel exercem influéncia sobre a atividade
anticolinesterasica (17, 18, 19 e 20) e quais diferencas seriam provocadas pela
inser¢cdo de um grupamento metila no carbono adjacente ao segundo anel aromatico
(37, 38, 39 e 40).

Os compostos 29 e 49 foram selecionados por apresentar uma substituicdo
bioisostérica (CH—N) na posicéo 2 do primeiro anel.

A analise da influéncia de radicais oxigenados (-OH, —OCH3 e —OCH,CH5)
determinou a escolha dos compostos 42, 43, 45 e 46.

Por fim, 0 composto 47 apresenta uma substituicdo bioisostérica (CH—N), no

radical da posi¢éo 4, quando comparado aos compostos 20 e 40.
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Figura 17: Compostos selecionados para os testes biolégicos
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5.5 Avaliacédo da atividade anticolinesterasica in vitro

Os testes para determinacédo da atividade anticolinesterasica foram realizadas
com base no método de Ellman. Nesse método, a enzima hidrolisa o substrato
acetiltiocolina resultando na producdo de Tiocolina 57 que reage com 5,5 '-ditio-bis
(2-nitrobenzoico) 58, conhecido como reagente de Ellman, para produzir 2-
nitrobenzoato-5-mercaptothiocholine/5-tio-2-nitrobenzoato 59 que pode ser

detectado a 412 nm (esquema 13).

Esquema 13: Sequéncia de reacdes para deteccao de atividade anticolinesterasica pelo

método de Ellman.

0 HsC Q HC
)J\ \N/CHa AChE )J\ \ _Chs
—_—

HaC S I CHs HsC o) CHs
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COOH COOH
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N
—>
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COOH
COOH COOH

O,N
O,N O
HsC I
PN —
ey s
: - 59 s

Quando substéancias capazes de inibir a acetilcolinesterase séo adicionadas,

a absorbéncia diminui, indicando a inibicdo da enzima.

Este método fotométrico exige uma elevada solubilidade em agua de todos os
reagentes e principalmente das amostras, uma vez que as solugdes e tampdes sao
preparados em meio aquoso (ELLMAN et al, 1961).

Esse problema foi parcialmente superado por Rhee e colaboradores (2001)
que adaptaram a metodologia permitindo o uso de solugdes ndo aquosas e
monitoramento da produc¢ao do composto colorido em placas de 96 pocgos utilizando

um leitor de microplaca.
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Essa adaptacao tornou o método bastante eficiente e sensivel, pois permite a
analise de um grande de numero de substancias em pouco tempo e em
concentracbes muito menores, tornando-o o mais utilizado para avaliacdo de
compostos naturais e sintéticos (DI GIOVANNI et al, 2008).

5.5.1 Ensaio em microplaca pelo Método de Ellman modificado

Piperina e derivados

Os percentuais de inibicdo apresentados pela piperina e derivados, assim

como a concentracdo maxima em que foram testados, estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5: Porcentagem de inibicéo da piperina e derivados sobre a AChE.

Composto % Inibicao* Concentracéo Solvente

Piperina 12 46,5 1 mMol MeOH
Acido piperinico 13 50,6 1 mMol MeOH
Ester piperinico 14 63,6 1 mMol MeOH

Fisostigmina 93.8 1mMol MeOH

Resultados séo a média (%) (n=3);

Confirmando que existe interacao entre a piperina e derivados acido e éster e
a acetilcolinesterase, fato apontado pelos ensaios de docking, os compostos
demonstraram capacidade de inibir a enzima in vitro, com percentuais de 46,5, 50,6
e 63,6% respectivamente, quando comparados ao controle positivo (fisostigmina).

A atividade dos compostos parece estar relacionada as diferencas estruturais
entre eles. Inicialmente, a retirada do anel piperidinico gera aumento da atividade no
acido. J4 a esterificacdo parece exercer influéncia ainda maior, provavelmente
devido ao aumento da lipofilicidade do composto.
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Analogos sintetizados

Os percentuais de inibicdo da acetilcolinesterase apresentados pelas azinas
selecionadas (figura 17), assim como a concentracdo maxima em que foram

testados, estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6: Percentuais de inibicdo das azinas 17, 18, 19, 20, 29, 37, 38, 39, 40, 42, 43, 45, 46,
47 e 49 sobre a AChE.

Composto % Inibicao* Concentracéao Solvente

17 0,5 100 pMol MeOH/CHCl; 95/5
18 NI** 10 uMol MeOH/CHCI; 50/50
19 NI 10 pMol MeOH/CHCI; 50/50
20 NS*** 10 pMol MeOH/CHCI; 95/5
29 NI 10 pMol MeOH/CHCI; 50/50
37 18,34 22,46 uMol MeOH/CHCl; 95/5
38 NI 100 puMol MeOH/CHCI; 95/5
39 NS 100 puMol MeOH/CHCI; 95/5
40 NI 10 pMol MeOH

42 NI 100 pMol MeOH/CHCI; 95/5
43 NS 100 pMol MeOH/CHCI; 95/5
45 NI 100 puMol MeOH/CHCI; 95/5
46 2,99 100 pMol MeOH/CHCl; 95/5
47 15.56 % 100 puMol MeOH/CHCI; 95/5
49 17,43 10 pMol MeOH

*Resultados sdo a média (%) (n=3); * *Nao inibiu; *** N&o solubilizou.

A avaliacdo do percentual de inibi¢cdo da atividade enzimatica pelo método de
Ellman revelou auséncia de atividade ou baixos valores em geral. Somente 0s
compostos 17, 37, 46, 47 e 49 apresentaram capacidade de inibir a
acetilcolinesterase in vitro.

Entre estes, os maiores percentuais de inibicdo foram apresentados pelos
compostos 37 (18, 24%) e 49 (17,53%), que néo tém substituintes no primeiro anel.

O composto 47, com radical dimetilamino na posicéo 4, apresentou percentual
de inibicao de 15, 56%.
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J& os compostos 17 e 46 apresentaram percentuais de 0,5 e 2,99% o0 que 0s
classifica como possiveis falsos positivos (KHALID et al,. 2004; ORHAN et al., 2007).
E preciso considerar, entretanto, que os testes foram limitados pela baixa
solubilidade dos compostos em agua, o que nao permitiu que as analises fossem

realizadas em concentracdes maiores.

5.6 Avaliacédo da atividade antioxidante por voltametria

O potencial antioxidante de compostos naturais e sintéticos pode ser avaliado
por diversos métodos, envolvendo desde ensaios bioquimicos simples, como os que
utilizam B-caroteno ou o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), a
ensaios mais complexos baseados em técnicas eletroquimicas.

As técnicas voltamétricas podem correlacionar parametros eletroguimicos,
como potenciais de oxidacdo e intensidade de corrente com a capacidade
antioxidante. Entre as técnicas mais difundidas destacam-se a voltametria ciclica e a
voltametria de pulso diferencial (ALVES et al, 2010).

Nessas técnicas, de forma geral, valores baixos de potencial anddico
associados a valores altos de intensidade de corrente predizem um alto poder

antioxidante.

Piperina e derivados

A piperina 12, o acido piperinico 13 e o éster piperinico 14 tiveram seu
potencial antioxidante avaliado pela combinacdo de trés técnicas eletroquimicas:
voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada.

Os trés compostos apresentaram eletroatividade. O maior potencial
antioxidante foi apresentado pelo composto 13, com picos em 0,26 e 1,07 V. Os

resultados experimentais sdo apresentados nas figuras a seguir.
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Figura 18: Voltamograma ciclico (A); Voltamograma de pulso diferencial (B), Voltamograma de

onda quadrada (C), obtidos para a piperina 12;
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Figura 19: Voltamograma ciclico (A); Voltamograma de pulso diferencial (B), Voltamograma de

onda quadrada (C), obtidos para o acido piperinico 13;
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Figura 20: Voltamograma ciclico (A); Voltamograma de pulso diferencial (B), Voltamograma de

onda quadrada (C), obtidos para o éster piperinico 14;
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Todos os voltamogramas apresentados tiveram a linha de base subtraida e
corrigida. Este tratamento matematico ndo introduz qualquer artefato, no entanto, a
intensidade de pico é, em alguns casos, reduzida (<10%) em relacdo a curva

tratada. Este procedimento torna melhor e mais clara a identificacdo dos picos.

Analogos sintetizados

As azinas submetidas ao teste de atividade anticolinesterasica também
tiveram seu potencial antioxidante avaliado por voltametria (VC, VPD e VOQ).

Destes, somente os compostos 45 e 46 apresentaram eletroatividade.

68



O composto 46 apresentou pico bem definido em 0.46 V, caracteristico de
substancias fitoantioxidantes. Os voltamogramas sao apresentados na figura 21.

Figura 21: Voltamograma ciclico (A); Voltamograma de pulso diferencial (B), Voltamograma de

onda quadrada (C), obtidos para o composto 46;
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J4 o composto 45 apresentou um pico pouco intenso em 1.13 V o0 que
significa que a substancia pode apresentar perfil antioxidante fraco ou pré-oxidante.

Os demais compostos ndo apresentaram eletroatividade.
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6. CONSIREACOES FINAIS

As simulagBes de docking entre a piperina 12 e derivados acido 13 e éster 14
e a acetilcolinesterase confirmaram a existéncia de interagao entre esses compostos
e diversos residuos de aminoacidos que compde o sitio ativo da enzima.

Todavia, ndo foi possivel definir um modo de interacdo Unico entre o acido e
éster piperinico e a AChE, ja que dois modos de interagdo possiveis foram
apontados pelo programa.

Com o intuito de compreender quais caracteristicas estruturais sao
determinantes para a interacdo e assim facilitar a opcdo por um dos modos foi
sintetizada uma série de azinas assimétricas anélogas a piperina 12. A formacao dos
compostos foi confirmada por RMN, EM e IV.

A atividade anticolinesterasica dos compostos foi satisfatoriamente avaliada in
vitro através de ensaio em microplaca pelo método de Ellman.

Tanto a piperina 12 quanto os derivados &cido 13 e éster 14 apresentaram
atividade anticolinesterasica, 0 que permite sugerir que a inibicdo da enzima € um
dos mecanismos pelo qual a piperina 12 minimiza o comprometimento da memoria e
da funcdo cognitiva, caracteristicos na doenca de Alzheimer.

Entretanto, para que se conclua sobre seu potencial terapéutico sao
necessarias outras analises, como a determinacdo dos valores de IC50 e
biodisponibilidade.

Entre os compostos sintetizados que foram testados, cinco apresentaram
capacidade de inibir a acetilcolinesterase. A baixa solubilidade desses compostos
em agua limitou a realizacdo do teste, ja que as analises s6 puderam ser realizadas
com baixas concentragoes.

O potencial antioxidante dos compostos foi avaliado por voltametria, devido a
recente utilizagcdo de compostos antioxidantes no tratamento complementar da DA.
Entre os compostos que apresentaram eletroatividade, o composto 46 ((7E, 8E) -1-
(3-metoxi-4-hidroxi-benzilideno) -2- (1 - (4-nitrofenil)-etilideno)-hidrazina) se mostrou

0 mais promissor.
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ANEXOS - ESPECTROS



PIPERINA (12)

17
16

15

14

Nome: (2E, 4E) - 5 - (1,3-benzodioxol-5-il) -1 - (piperidina) -penta-2,4-dieno-1-ona
Formula molecular: C17H19NO3 (285,14 g/mol)

Coloracao: amarelo

Faixa de fusdo: 127,1 — 128,4

Rendimento: 4,35%

Pureza (CG-MS): 96,8%

Dados espectroscopicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): & 1,58 (m, 4 H — 14 e 16) 1,66 (m, 2H — 15) & 3,6 (d,
4H - 13 e 17) 55,96 (s, 2H — 11) 5 6,44 (d, 1H - 10) 5 6,73 (m, 1H - 8) 5 6,74 (m, 1H
~7)56,77 (d, 1H — 3) 5 6,88 (dd, 1H — 4) 5 6,97 (d, 1H -6) 5 7,4 (ddd, 1H -9).

RMN de C (125 MHz, CDCls): & 24,51 (C-15) 25,42 (C-14 e 16) 43,12 (C-13 e 17)
46,67 (C-13 e 17) 101,49 (C-11) 105,81 (C-6) 108,62 (C-3) 119,57 (C-10) 122,48 (C-
4) 125,22 (C-7) 130,96 (C-5) 138,22 (C-8) 142,40 (C-9) 148,23 (C-1) 148,35 (C-2)

165,62 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (C-0) 1030 cm™; (C—N) 1250; (C=C) 1580 e 1490 cm™; (C=0
af insaturada) 1635 cm™; (C—H, alcano) 2850 e 2930 cm™; 3010 cm™.

EM (m/z): [M"] 285; Fragmentos: 201, 173, 84.
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ACIDO PIPERINICO (13)

Nome: Acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-pentadienoico
Formula molecular: C1,H1004 (218,21 g/mol)

Coloracao: amarelo

Faixa de fusao: 216,4 — 217,9°C

Rendimento: 57 %

Pureza (CG-MS): Nao determinada

Dados espectroscopicos
RMN de *H (500 MHz, CDCls): 6 5,93 (d, 1 H - 11) 5 6,05 (s, 2H - 7) 6 6,44 (d, 1H
10)6 6,92 (d, 1H-8) 66,96 (s, 1H-6) 56,97 (d, 1H-4) 6 7,01 (dd, 1H - 9) 6 7,23 (d,
1H - 3) 6 7,32 (m, 1H -10).
RMN de *3C (125 MHz, CDCls): 6 102,93 (C-7) 107,19 (C-3) 109,92 (C-6) 122,61 (C-
4) 124,61 (C-11) 126,35 (C-9) 131,89 (C-5) 141,27 (C-8) 145,99 (C-10); 149,37 (C-2)

149,55 (C-1) 169,26 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (C-0) 1030 e 1250; (C=C, anel) 1500 e 1600 cm™; (C=0) 1690
cm™; (C—H, alcano) 2850 e 2930 cm™; (OH) 2400 - 3300 cm™.
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ESTER PIPERINICO 14

Nome: (2E, 4E)-metil 5 - (benzo [d] [1,3] dioxol-6-il)-penta-2,4-dienoato
Formula molecular: C13H1,04(232,23 g/mol)

Coloracéao: amarelo

Faixa de fus&o: 157 — 157,7 °C

Rendimento: 65%

Pureza (CG-MS): 97 %

Dados espectroscopicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): & 3,76 (s, 3H — 13) 6 5,94 (d, 1H — 11) 5 5,98 (s, 2H —
7) 66,715 (d, 1H -8) 66,78 (s, 1H -6) 6 6,79 (m, 1H - 4) 6 6,91 (dd, 1H - 9) 6 6,99 (d,
1H -3) 5 7,4 (m, 1H — 10).

RMN de *3C (125 MHz, CDCls): 6 51,34 (C-13) 101,49 (C-7) 105,81 (C-3) 108,62 (C-
6) 118,17 (C-4) 119,57 (C-11) 124,76 (C-9) 128,89 (C-5) 130,55 (C-8); 145,31 (C-10)

152,74 (C-1 e 2) 166,76 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (C=0, aB insaturada) 1710; (O—CHs) 1140 e 1240; (C=C, anel
aromatico) 1490; (C—H CH,) 2940; (C=C conjugadas) 1600;

EM (m/z): [M"] 232; Fragmentos: 201; 173.
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Sintese da (7E, 8E) -2 - (4-nitrobenzilideno) -1 - hidrazina benzilideno (17)

13 NO,

A 11

8 10

No meio reacional, contendo 165 mg (1 mmol) da hidrazona 15, foi adicionado 106
mg (1 mmol) de benzaldeido, conforme procedimento A. Caracteristicas do solido
obtido:

Formula molecular: C14H11N30; (253,09 g/mol)

Coloragao: amarelo claro

Faixa de fusao: 157,2 — 158, 6°C

Rendimento: 58,8 %

Pureza (CG-MS): 97,7%

Dados espectroscopicos

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3): § 7,47 (m, 3H -1, 2 e 3) 5 7,87 (d, 2H — 4 e 6) 5 8,02
(d, 2H- 10 e 14) 58,31(d, 2H -11 € 13) 5 8,68 (s, 1H - 7) 8,7 5 (S, 1H - 8).

RMN de C (125 MHz, CDCls): & 124,04 (C-11 e 13) 128,87 (C-10 e 14) 129,13 (C-1
e 3) 131,79 (C-4 e 6) 133,59 (C-5) 136,59 (C-2) 140,03 (C-9) 159,21 (C-7 e 8)

163,57 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (Mono-Substituido) 750 e 690 cm™; (NO,) 1520 e 1340 cm™;
(C=N) 1600 cm™.

EM (m/z): [M"] 253; Fragmentos: 176; 131; 104; 77.
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Sintese da (7E, 8E) - 1 - (4-metilbenzilideno) - 2 - (4-nitrobenzilideno)-hidrazina
(18)

13 NO,

11
10

No meio reacional, contendo 165 mg (1 mmol) da hidrazona 15, foi adicionado 120
mg (1 mmol) de 4-metilbenzaldeido, conforme procedimento A. Caracteristicas do
solido obtido:

Formula molecular: C15H13N302 (267,1 g/mol)

Coloracao: amarelo claro

Faixa de fusdo: 162,1 -163,8°C

Rendimento: 60,37 %

Pureza (CG-MS): 95,7 %

Dados espectroscépicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): 6 2,43 (s, 3H - 15) 5 7,28 (d, 2H — 1 e 3) 6 7,76 (d, 2H
-4e6)568,0(d,2H-10e 14) 58,31 (d, 1H-11 e 13) 58,66 (s, 1H - 7) 6 8,69 (s, 1H
- 8).

RMN de *3C (125 MHz, CDCls): & 21,9 (C-15) 124,21 (C-11 e 13) 128,79 (C-10 e 14)
129,1 (C-4 e 6) 129,7 (C-1 e 3) 129,89 (C-5) 140,33 (C-9) 142, 67 (C-2); 159,21 (C-7
e 8) 164,01 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340 cm™; (C=N) 1600 cm™; (-CH3) 2840 cm™;

EM (m/z): [M"] 267; Fragmentos: 176; 145; 118; 91.
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Sintese da (7E, 8E) - 1 - (4-etil-benzilideno) - 2 - (4-nitrobenzilideno)-hidrazina
(19)

13 NO,

8 10

No meio reacional, contendo teoricamente 165 mg (1 mmol) da hidrazona 15, foi
adicionado 134 mg (1 mmol) de 4-etilbenzaldeido, conforme procedimento A.
Caracteristicas do soélido obtido:

Formula molecular: C16H15N30, (281,31 g/mol)

Coloragao: amarelo claro

Faixa de fusdo: 161,1 — 162,5°C

Rendimento: 53,78%

Pureza (CG-MS): 96%

Dados espectroscopicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): 1,28 (t, 3H - 16) 6 2,73 (g, 2H - 15) 6 7,3 (d, 2H - 1
€3)067,79(d,2H-4e6)68,0(d,2H—-10e 14) 68,31 (d, 2H — 11 e 13) 6 8,66 (s,
1H-7) 58,69 (s, 1H - 8).

RMN de *C (125 MHz, CDCls): & 15,25 (C -16) 29 (C -15) 123,99 (C-11 e 13) 128,48
(C-1 e 3) 128,78 (C-10 e 14) 129,03 (C-4 e 6) 131,18 (C-5) 140,11 (C-9) 148,72 (C

—2) 158,29 (C—7 e 8) 5 163,7 (C - 12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1506 e 1340 cm™; (C=N) 1600 cm™; (-CH»-CHs) 2920 e
2985 cm™;

EM (m/z): [M'] 281; Fragmentos: 252; 176; 159; 132.
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Sintese da (7E, 8E) - 1 - (4-isopropil-benzilideno) - 2 - (4-nitrobenzilideno)
hidrazina (20)

13 NO,

10

No meio reacional, contendo teoricamente 165 mg (1 mmol) da hidrazona 15, foi
adicionado 149 mg (1 mmol) de 4-isopropilbenzaldeido, conforme procedimento A.
Caracteristicas do so6lido obtido:

Formula molecular: C17H17N30, (295,13 g/mol)

Coloracao: amarelo claro

Faixa de fusdo: 137,4 — 139°C

Rendimento: 55,14 %

Pureza (CG-MS): 99%

Dados espectroscépicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): & 1,28 (d, 2H — 16 e 17) & 2,97 (m, 1H — 15) & 7,32
(d,2H-1e3)57,8(d,2H-2e6)57,99 (d, 2H-10e 14) 8,35 (d, 2H - 11 e 13) &
8,66 (s, 1H—7) 58,69 (s, 1H - 8).

RMN de *3C (125 MHz, CDCls): & 23,79 (C — 16 e 17) 34,26 (C - 15) 123,59 (C-11 e
13) 126,96 (C-1 e 3) 128,69 (C-10 e 14) 132,01 (C-5) 144,24 (C-9) 152,71 (C-2); 159
(C-7e8)162,14 (C - 12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340 cm™; (C=N) 1600 cm™; (-CH (CHs),) 2950 e
1375 cm™;

EM (m/z): [M"] 295; Fragmentos: 252; 176; 173; 91.
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Sintese da (7E, 8E) -2 - (4-nitrobenzilideno) -1 - ((piridin-2-il)-metileno)-hidrazina
(29)

13 NO,

8 10

No meio reacional, contendo teoricamente 165 mg (1 mmol) da hidrazona 15, foi
adicionado 107 mg (1 mmol) de 2-piridina-carboxialdeido, conforme procedimento A.
Caracteristicas do solido obtido:

Formula molecular: C13H1oN4O2 (254,24 g/mol)

Coloragao: amarelo

Faixa de fusdo: 158,6 — 159°C

Rendimento: 34%

Pureza (CG-MS): 98,8%

Dados espectroscopicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): 6 7,38 (m, 1H - 2) 7,81 (m, 1H — 3) 5 8,04 (d, 2H -
10e14)68,1(d,1H-4)68,32(d,2H-11e13) 58,69 (s, 1IH-7) 6 8,69 (s, 1H —
8) & 8,75 (d, 1H -1).

RMN de *C (125 MHz, CDCls): 6 122, 66 (C-4) 124,05 (C-11 e 13) 125, 35 (C-2)
129,38 (C-10 e 14) 136,67 (C-3) 149,39 (C-9) 150,01 (C-1) 150,17 (C-5) 159,8 (C-7

e 8) 162,85 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): 510 e 1345 cm™; (Py) 1460 e 750 cm™; (C=N) 1600 cm™; (=C-
CHs) 2840 e 1430 cm™.

EM (m/z): [M'] 254; Fragmentos: 176; 105; 79.
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Sintese da Benzilideno- 2 - (1 - (4-nitrofenil)-etilideno)-hidrazina (37)

13 NO,

14

X N 9 1

Foram utilizados 106 mg (1 mmol) de benzaldeido e 179 mg (1 mmol) da hidrazona
16, conforme procedimento C. Caracteristicas do solido obtido:

Formula molecular: C15H13N302 (267,28 g/mol)

Coloragao: amarelo claro

Faixa de fusdo: 146,9 — 147°C

Rendimento: 68%

Pureza (CG-MS): 98%

Dados espectroscépicos

RMN de *H (500 MHz, CDClg): & 2,55 (s, 3H - 15) 5 7,47 (m, 3H -1, 2 e 3) & 7,86 (d,
2H -4 e 6) 58,08 (d, 2H -10 e 14) 58,28 (d, 2H — 11 e 13) 58,43 (s, 1H - 7).

RMN de 3C (125 MHz, CDClg): & 15,26 (C-15) 123,57 (C-11 e 13) 127,7 (C-1 e 3)
128,5 (C-4 e 6) 128,81 (C-2) 131,25 (C-10 e 14) 134,3 (C-5) 144,11 (C-9) 148,66 (C-

7) 159,02 (C-8) 162,3 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO2) 1520 e 1340 cm™; (Mono-Substituido) 750 e 690 e 3070
cm™; (C=N) 1590 cm™; (=C-CHs) 1450 e 2840 cm™.

EM (m/z): [M*] 267; Fragmentos: 190; 104; 77.
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Sintese da (7E, 8E) - 1 - (4-metilbenzilideno) - 2 - (1 - (4-nitrofenil)-etilideno)-
hidrazina (38).

13 NO,

10

Foram utilizados 120 mg (1 mmol) de 4-metilbenzaldeido e 179 mg (1 mmol) da
hidrazona 16, conforme procedimento C. Caracteristicas do solido obtido:

Formula molecular: C16H15N30, (281,12 g/mol)

Coloragao: amarelo claro

Faixa de fusdo: 121,7 — 122,9°C

Rendimento: 74%

Pureza (CG-MS): 98%

Dados espectroscépicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): 8 2,42 (s, 3H - 15) 5 2,55 (s, 3H — 16) 5 7,27 (d, 2H —
1¢3)067,77(d,2H-4e6)58,08(d,2H-10e 14)5 8,27 (d,2H - 11 e 13) 5 8,42
(s, IH-7).

RMN de **C (125 MHz, CDCls): & 15,22 (C-16) 21,62 (C-15) 123,57 (C-11 e 13)
127,66 (C-1 e 3) 128,55 (C-4 e 6) 129,56 (C-5) 131,64 (C-10 e 14) 141,83 (C-2)

144,24 (C-9) 148,62 (C-7) 159,29 (C-8) 162,18 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO2) 1520 e 1340 cm™; (-CH3) 2840 cm™; (C=N) 1600 cm™;
(=C-CH3) 2920 e 1450 cm™.

EM (m/z): [M'] 281; Fragmentos: 266; 190; 159; 118.
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Sintese da (7E, 8E) - 1 - (4-etil-benzilideno) - 2 - (1 - (4-nitrofenil)-etilideno)-
hidrazina (39)

13 NO,

11

Foram utilizados 134 mg (1 mmol) de 4-etilbenzaldeido e 179 mg (1 mmol) da
hidrazona 16, conforme procedimento C. Caracteristicas do solido obtido:

Formula molecular: C17H17N30; (295,34 g/mol)

Coloracao: amarelo claro

Faixa de fusao: 100,8 — 102,4°C

Rendimento: 71, 38%

Pureza (CGMS): 95%

Dados espectroscépicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): & 1,28 (t, 3H - 15) 5 2,55 (s, 3H — 17) 8 2,72 (q, 2H —
15)57,3(d,2H—-1e3)57,79(d, 2H—-4 e 6) 58,08 (d, 2H - 10 e 14) 5 8,27 (d, 2H
-11e13)58,41 (s, TH-7).

RMN de **C (125 MHz, CDCls): & 15,21 (C-17) 15,31 (C-16) 28,96 (C-15) 123,55 (C-
11 e 13) 127,66 (C-1 e 3) 128,5 (C-4 e 6) 128,64 (C-5) 131,83 (C-10 e 14) 144,21

(C-9) 148,1 (C-2) 148,57 (C-7) 159,22 (C-8) 162,15 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1340 cm-1; (-CH»-CH3) 2960 e 2920 cm™; (C=N)
1600 cm™; (=C-CHj3) 2900 e 1450 cm™.

EM (m/z): [M"] 295; Fragmentos: 266; 190; 173: 77.

130



= NO,
far P
o4
[ N X
=T
- fus)
ol o
| o
210 ' 13 j 130 j 12 ' ) '
A B e e e AN RARE S s
2.80 275 270 265
CHLOROFORM-d
RS 8
|5 T 8
w (o]
=
P
- |
P
2 l=
~ ,\_-
0.20 2.00 2.0 2.02 1.71
H = = = =l
-——Y————F—F——F—F—F— [ —T"—T"—— """ T—— T[T 7T 7T T T
8.5 8.0 7.5 T.0
Chemical Shift (ppm}
8
CHLOROFORM-d @
o | o
=
2 L,
I 5 R
&~ =]
M~ L’I
! =
5 m|l&
J . L. X
080200201 202 1.71 2.103.11 3.07
I 4 H H H H
L o L o o e L B o o o LA I o e e LN B e e o R e R A R R
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 8.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 63: Espectro de RMN *H do composto 39 (CDCl3, 500 MHz) 131



159.22

128 .64

12355

CHLOROFORM-d

x N

28 .96

NO,

1521

sl

178

163

180

152

144

136

128

120 112 104 96 28
Chemical Shift (ppm)

a0

72

54

56

48

40

32 24

16 2 0

Figura 64: Espectro de RMN **C do composto 39 (CDCl; 125 MHz)

132



%T

- \N/N\ § 3
B ! I ! I ! I ! I ! I . ! I ! I !
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de ondas cm ™

Figura 65 - Espectro na regido do IV do composto 39 (4000-500 cm™).

133



77

11

17

132

173

19

266

248

X N

429

‘ 451

NO,

\m‘m " u\‘ ‘ | I
150

220
‘\ ‘M“ | ‘\‘ i 315327 355

200 250 300 350

m/z

Figura 66: Espectro de massas do composto 39

380 405
400

\
450

134



Sintese da (8E, 9E) -1 - (4-isopropil-benzilideno) -2 - (1 - (4-nitrofenil)-etilideno)-
hidrazina (40)

13 NO,

Foram utilizados 148 mg (1 mmol) de 4-isopropilbenzaldeido e 179 mg (1 mmol) da
hidrazona 16, conforme procedimento C. Caracteristicas do solido obtido:

Formula molecular: C1gH19N30, (309,15 g/mol)

Coloragao: amarelo

Faixa de fusdo: 96 — 96,9°C

Rendimento: 65,5 %

Pureza (CG-MS): 97%

Dados espectroscopicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): 61,3 (d, 6H — 16 e 17) 5 2,56 (s, 3H — 18) 5 2,99 (m,
1H-15)67,99(d,2H-1e3) 58,07 (d,2H—-10e 14) 68,28 (d, 2H - 11 e 13) &
8,30(d,2H—-4e6) 58,43 (s, 1H-7).

RMN de **C (125 MHz, CDCls): 6 15,24 (C-18) 23,79 (C-16 e 17) 34,26 (C- 15)
123,59 (C-11 e 13) 126,98 (C-4 e 6) 127,5 (C-1 e 3) 128,69 (C-3) 132,01 (C-10 e 14)

144,24 (C-9) 148,61 (C-7); 152,7 (C-2) 159,15 (C-8) 162,14 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1510 e 1340 cm™; (-CH (CHs),) 2920 e 1410 cm™; (C=N)
1600 cm™; (=C-CH3) 2960 e 1460 cm™.

EM (m/z): [M'] 309; Fragmentos: 294; 190; 91.

135



NO,

s 8
\/N\
N
P
3
o ook
S| =
@ B
| |
!
1.05 523
| — —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T
215 a0 3.05 3.00 2.95 2:50 2.85 2.80 140 135 chemealShn o 125 120 118
Chemical Shift (ppm) emical Shift (ppm)
. o
2 o ® 5 =8
il g |8 . g =
k=) ) 0ol o g -
| | T TT L
= gl l=u& S b sl IR e
= @b o oo o 1S = 2 B
L F A g ¢
101 2.14 205 205 202
= — — —
TP R R LD LA\ LS Ry ER D L] WAL LA A LA UL A ) LAY LAl LA A LS RS LSRR LA AN RSN LS LRA) LAY ML LAALR A LA RLSR) SRS LA AR AR LS RS LA LA AR RS AR
850 845 8B40 B35 830 825 820 815 610 BOS 800 785 780 78S 780 775 770 765 760 755 750 745 740 735 730 725 720
Chemical Shift (ppm)
. CHLOROFORM-d
[ L=
TaT oo o ’ i
RS 0 g
Hm [ R
Yol T - g
r"J [F:] =
ol Nl |
@ 0 =]
[=0= @
[ Se® 3 =
H-\. - - a0 o=
1.00 214204 205 2.02 1.04 3.00 §.22
1 U U ] [ H ] [
L o L B o e o B LB B o e o o B S B o B o o e B B B LR s n s L e S s S s L na
5 .5 5 6.5 55 5. 45 . 35 30 25 15
Chemical S hift (ppm)

Figura 67: Espectro de RMN 'H do composto 40 (CDCl3; 500 MHz)

136



NO,

A PN

CHLOROFORM-d

—T77.29
]"—?? 03

12695

123.59
2379

128,69
“_FETO

—15271
—144.24
132.01
34.26

mm«mmmmn]

[—324
15915

182 124 178 163 180 152 144 136 128 120 M2 104 96 a2 a0 T2 64 56 43 40 32 24 16 2 0

Figura 68: Espectro de RMN 3¢ do composto 40 (CDCl3, 125 MHz).
137



BT 4 o %
i N g
| ! | ! | ! | ! | ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de ondas cm™

Figura 69 - Espectro na regido do IV do composto 40 (4000-500 cm™).

138



%

100
90%
80%
70-
60%
50%
30%

10+

91

17

220

266

248

T 32\7

355

\Q7\7

405

x> N

_429

4"-')1

NO,

479 AQ‘Q ‘

200

Figura 70: Espectro de massas do composto 40

250

m/z

\
350

[
400

450

500

139



Sintese da (8E, 9E) -1 - (4-metoxibenzilideno) -2 - (1 - (4-nitrofenil)-etilideno)-
hidrazina (42).

13 NO,

Foram utilizados 136 mg (1 mmol) de 4-metoxibenzaldeido e 179 mg (1 mmol) da
hidrazona 16, conforme procedimento C. Caracteristicas do sélido obtido:

Formula molecular: C16H15N303 (297,31 g/mol)

Coloracao: amarelo

Faixa de fusdo: 133,9 — 134,3°C

Rendimento: 44,3

Pureza (CG-MS): 98,7%

Dados espectroscépicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): & 2,56 (s, 3H — 16) 6 3,88 (s, 3H — 15) 5 6,98 (d, 2H —
1e3)67,82(d,2H-4e6)58,08(d, 2H—-10e 14) 58,28 (d, 2H - 11 e 13) 5 8,42
(s, IH-7).

RMN de *3C (125 MHz, CDCls): & 15,21 (C- 16) 58, 44 (C- 15) 114,34 (C- 1 e 3)
123,59 (C- 11 e 13) 127,11 (C-5) 127,66 (C-4 e 6) 130,33 (C-10 e 4) 144,36 (C-9)

148,56 (C-7) 159,21 (C-8) 160,65 (C- 2)162,24 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1510 e 1340 cm™; (O—C) 1250 e 1160 cm™; (C=N) 1600
cm™®; (=C-CHj3) 2920 e 1420 cm™.

EM (m/z): [M*] 297; Fragmentos: 208; 190; 134; 104; 77.
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Sintese da (8E, 9E) - 1 - (4-etoxi-benzilideno) - 2 - (1 - (4-nitrofenil)-etilideno)-
hidrazina (43).

13 NO,

Foram utilizados 150 mg (1 mmol) de 4-etoxibenzaldeido e 179 mg (1 mmol) da
hidrazona 16, conforme procedimento C. Caracteristicas do solido obtido:

Formula molecular: C17H17N303 (311,34 g/mol)

Coloragéao: amarelo

Faixa de fusdo: 112 — 112,6°C

Rendimento: 69,7%

Pureza (CG-MS): 99,8 %

Dados espectroscépicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): & 1,45 (t, 3H — 16) 6 2,56 (s, 3H — 17) 6 4,1 (q, 2H —
15) 56,95 (d,2H-1e3)57,8(d, 2H—-4 e 6) 58,07 (d, 2H - 10 e 14) 5 8,26 (d, 2H
-11e13) 568,42 (s, 1H-7).

RMN de *3C (125 MHz, CDCls): 6 14,73 (C-16) 15,18 (C-17) 63,7 (C-15) 114,8 (C- 1
e 3) 123,57 (C-11 e 13) 127,5 (C-5) 127,63 (C-4 e 6) 130,33 (C-10 e 14) 144,1 (C-9)

148,55 (C-7) 159, 44 (C-8); 161,69 (C-2) 162,18 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1510 e 1340 cm™; (O-C) 1250 e 1100 cm™; (C=N) 1600
cm™; (=C-CH3) 2980 e 1450 cm™.

EM (m/z): [M"] 311; Fragmentos: 266; 190; 148.
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Sintese da (8E, 9E) - 1 - (3,4,5-trimetoxi-benzilideno) - 2 - (1 - (4-nitrofenil)
metilideno)-hidrazina (45)

13 NO,

14

Foram utilizados 196 mg (1 mmol) de 3,4,5- trimetoxibenzaldeido e 179 mg (1 mmol)
da hidrazona 16, conforme procedimento C. Caracteristicas do sélido obtido:
Formula molecular: C1gH19N305 (357,36 g/mol)

Coloracao: amarelo escuro

Faixa de fusao: 140,7 -142,5°C

Rendimento: 67,4 %

Pureza (CG-MS): 97,8%

Dados espectroscopicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): 6 2,56 (s, 3H — 18) & 3,92 (s, 3H — 16) & 3,95 (s, 6H —
15e17)57,1(s,2H-4e6) 58,07 (d, 2H - 10 e 14) 5 8,29 (d, 2H — 11 e 13) 5 8,33
(s, 1H-7).

RMN de *C (125 MHz, CDCls): & 15,28 (C-18) 56,26 (C-15 e 17) 60,98 (C-16)
105,66 (C-4 e 6) 123,57 (C- 11 e 13) 127,66 (C-5) 129,64 (C-10 e 14) 141,08 (C-2)

144,08 (C-9) 148,6 (C-7) 153,57 (C-1 e 3) 158,87 (C-8) 158,95 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1510 e 1335 cm™; (O—C) 1230 e 1130 cm™; (C=N) 1580
cm™; (=C-CH3) 2940 e 1415 cm™.

EM (m/z): [M'] 357; Fragmentos: 326; 208; 190; 131.
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Sintese da (7E, 8E) -1- (3-metoxi-4-hidroxi-benzilideno) -2- (1 - (4-nitrofenil)-
etilideno)-hidrazina (46).

13 NO,

16 HO

Foram utilizados 152 mg (1 mmol) de vanilina e 179 mg (1 mmol) da hidrazona 16,
conforme procedimento C. Caracteristicas do solido obtido:

Formula molecular: C16H15N304 (313,31 g/mol)

Coloragao: amarelo escuro

Faixa de fusdo: 144,1 -144,9°C

Rendimento: 67 %

Pureza (CG-MS): 96,3%

Dados espectroscopicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): 6 1,58 (s, 1H — 16) 5 2,56 (s, 3H — 17) 5 3,99 (s, 3H —
15) 6 5,98 (s, 1H6) 6 6,98 (d, 1H - 4) 6 7,52 (d, 1H -3) 6 8,06 (d, 2H - 10 e 14) 6
8,26 (d,2H—-11e 13) 68,37 (s, 1H-7).

RMN de *3C (125 MHz, CDCls): & 15,22 (C-17) 56,06 (C-15) 108,74 (C-6) 114,49 (C-
3) 123,59 (C-11 e 13) 124,55 (C-4) 127,63 (C-10 e 14) 144,29 (C-9) 147 (C-2) 147,7

(C-1) 148,97 (C-7); 159,41 (C-8) 161,95 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1520 e 1345 cm™; (OH) 3500 cm™; (O—C) 1210 e 1160
cm™; (C=N) 1590 cm™.

EM (m/z): [M'] 313; Fragmentos: 296; 190; 150.
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Sintese da (7E, 8E) - 1 - (4-dimetilamino - benzilideno) - 2 - (1 - (4-nitrofenil) -
etilideno) hidrazina (47).

13 NO,

Foram utilizados 149 mg (1 mmol) de 4-dimetilamino-benzaldeido e 179 mg (1 mmol)
da hidrazona 16, conforme procedimento C. Caracteristicas do sdlido obtido:
Formula molecular: C17H18N4O, (310,35 g/mol)

Coloragéao: vermelho

Faixa de fusdo: 194 -194,9°C

Rendimento: 68,4 %

Pureza (CG-MS): 97,7%

Dados espectroscopicos

RMN de *H (500 MHz, CDCls): 6 2,58 (s, 3H — 17) 6 3,06 (s, 6H — 15 e 16) & 6,72 (d,
2H-1e3)67,76 (d,2H-4e6)08,06(d,2H-10e 14) 68,27 (d,2H—-11e 13) 0
8,43 (s, 1H-7).

RMN de **C (125 MHz, CDCls): 6 15 (C-17) 40,12 (C-15 e 16) 111,68 (C-1 e 3)
122,05 (C-5) 123,51 (C-11 e 13) 127,48 (C-4 e 6) 130,32 (C-10 e 14) 144,73 (C-9)

152,53 (C-7); 160 (C-2) 160,68 (C-8) 161,33 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1525 e 1340 cm™; (-N(CHs),) 1505 cm™; (C=N) 1608
cm™; (=C-CHs) 2900 e 1430 cm™.

EM (m/z): [M'] 310; Fragmentos: 190; 147; 77.
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Figura 87: Espectro de RMN *H do composto 47 (CDCls, 500 MHz).
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Sintese da (7E, 8E) -2 - (1 - (4-nitrofenil)-etilideno) -1 - ((piridin-2-il)-metileno)-

hidrazina (49).

13
14

Foram utilizados 107 mg (1 mmol) de 2-piridina-carboxialdeido e 179 mg (1 mmol)

da hidrazona 16, conforme procedimento C. Caracteristicas do sélido obtido:

Formula molecular: C14H112N4O; (268,1 g/mol)
Coloragao: amarelo claro

Faixa de fusdo: 157 — 158°C

Rendimento: 77,9%

Pureza (CG-MS): 100%

Dados espectroscopicos

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): & 2,5 (s, 3H - 15) § 7, 37 (m, 1H - 2) 5 7,8 (m, 1H- 3)
58,09 (d, 2H — 10 e 14) 58,15 (d, 1H - 4) 58,28 (d, 2H — 11 € 13) 5 8,38 (s, 1H - 7)

58,7 (s, 1H - 1).

RMN de *C (125 MHz, CDCly): & 15,43 (C-15) 121,87 (C-) 123,63 (C-11 e 13)
124,97 (C-2) 127,86 (C-10 e 14) 136,63 (C-3) 143,71 (C-9) 148,77 (C-7) 153,23 (C-

5) 157,79 (C-8) 161,64 (C-12).

IV (4000 — 500 cm™): (NO,) 1340 e 1510 cm™; (C=N) 1600 cm™; (=C-CH3) 1100 e

2840 cm™.

EM (m/z): [M"] 267; Fragmentos: 190; 78.
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Figura 91: Espectro de RMN 'H do composto 49 (CDCl; 500 MHz)
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