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RESUMO

Este trabalho relata a preparacdo de 25 estiril-amidas das quais 8 sdo inéditas, obtidas atraves
da reacdo de substituicdo nucleofilica, via formagéo do cloreto de acido, dos &cidos estiril-
substituidos com os nucledfilos benzilamina, fenetilamina, 3,4-dimetoxifenetilamina, 3,4-
metilenodioxifenetilamina em bons rendimentos. Também foram obtidos derivados N-estiril-
N,N’-diciclo-hexil-uréias, via reacdo de acoplamento com a DCC. Além disso, foram
preparados 5 compostos derivados da piperina, amida alcaloidal majoritaria de Piper nigrum,
sendo 4 deles inéditos na literatura. As técnicas espectroscopicas de IV e RMN de *H e °C
foram utilizadas para caracterizar os produtos obtidos. Averiguou-se a biodisponibilidade em
meio aquoso para 0s ensaios in vitro das estiril-amidas substituidas em trés tipos de veiculos
(SME, PVP e B-CD). Foi realizado, também o estudo da atividade citotoxica das estiril-
amidas substituidas frente a forma promastigota de Leishmania amazonensis e as células de
macrofagos de camundongo, além da inibigdo enzimatica frente a DNA topoisomerase Il-a.
Os ensaios leishmanicidas mostraram que a série estiril-5’-6’-dimetoxifenetilamidas foi a
mais citotoxica, apresentando uma maior seletividade diante dos macrofagos. As séries das
estiril-benzil e fenetil-amidas apresentaram correlacdes lineares entre os valores de logP e os
% de inibigéo frente a L. amazonensis na concentracdo de 50uM. Pdde-se observar que, de
maneira geral, os veiculos B—CD e PVP contribuiram para a biodisponibilizacdo das amidas
independentemente do efeito eletrdnico do substituinte. As estiril-amidas, em sua grande

maioria, inibiram a atividade enzimatica da topoisomerase Il-a.

Palavras chaves: estiril-amidas, atividade leishmanicida, DNA topoisomerase Il-a.
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ABSTRACT

In this work describes the preparation of styryl-25 amides of which eight are new. The amides
were obtained in good yields, by nucleophilic substitution reaction through formation of acid
chlorides, by reacting styryl-substituted acids with the nucleophiles benzylamine,
phenethylamine,  1,3-benzodioxolphenethylamine and  3,4-dimethoxiphenethylamine.
Derivatives N-styryl-N,N'-dicyclo-hexyl-ureas were also obtained by coupling reaction with
DCC. In addition, five compounds derivated from piperine, amide alkaloidal majority of
Piper nigrum, were prepared, 4 of them new. The spectroscopic techniques IV and RMN *H
and *C were used to characterize the products obtained. The bioavailability in aqueous
medium for in vitro tests of styryl-substituted amides in three types of vehicles (EMS, PVP
and B-CD) was tested. The cytotoxicity of styryl-substituted amides for the promastigote form
of Leishmania amazonensis and mouse macrophage cells was studied, as well as the enzyme
inhibition against DNA topoisomerase I1-a . The antileishmanial tests showed that the series-
styryl 5'-6'-dimetoxifenetilamidas was the most cytotoxic, showing a higher selectivity for the
macrophages. The series of styryl-benzyl and phenethyl-amide showed linear correlations
between the logP values and % inhibition against L. amazonensis at a concentration of 50 uM.
It was observed that, in general, vehicles f—CD and PVP contributed to the bioavailability of
amides regardless of the electronic effect of the substituent. The styryl-amides, for the most

part, inhibited the enzymatic activity of topoisomerase I1-a.

Keywords: styryl-amides, antileishmania activity, DNA-topoisomerase Il-a.
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1 INTRODUCAO

1.1 As Doencas Tropicais Negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) atingem cerca de um bilh&o de pessoas no
mundo, sendo a maioria pessoas de baixa renda e marginalizadas que vivem em zona rural
dos paises subdesenvolvidos. Majoritariamente, as DTN séo doencas causadas por parasitas
capazes de delibitar o hospedeiro, acarretando graves problemas de salde publica, por
conseguinte, impactando o desenvolvimento econémico e a qualidade de vida das populacdes
(WHO/TDR, 2010).

A desconsideracdo destas doencas, segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS),
ocorre tanto no nivel da comunidade local quanto em ambito nacional e internacional. Os
principais motivos a esta negligéncia sao devido aos aspectos intrinsecos como as barreiras
geogréficas e educacionais, politicos e econémicos, as quais ndo enfrentadas se somatizam,
contribuindo para o agravamento e o descontrole das enfermidades (WHO/TDR, 2010).

O incentivo pelos o6rgdos publicos e privados para 0 avanco das pesquisas,
desenvolvimento de vacinas e medicamentos ainda é insatisfafério, especialmente pelas
indUstrias farmacéuticas devido ao baixo retorno financeiro. A principal razdo para esta
negligéncia deve-se ao fato destas doencas serem de pouca visibilidade e, por afetarem
populagdes pobres (WHO/TDR, 2010). Durante 15 anos, entre 1975 a 1999, chegaram a ser
desenvolvidos aproximadamente 1300 farmacos, destes apenas 10% vieram a ser introduzido
no mercado (WATKINS, 2003)

As parasitoses tropicais de maior impacto sdo as doencas de Chagas, Malaria,
Leishmaniose e Tripanossomiase Africana, responsaveis pelo maior indice de Obitos e de
motilidade, infetando cerca de 30% da populacdo global (WATKINS, 2003). Dessas 3
protozooses, apenas a Leishmaniose é responsavel pela enfermidade de 350 milhGes de
pessoas (DESJEUX, 2001).

As dificuldades para obtencdo de um tratamento definitivo, entre outros fatores,
também estdo atreladas as diversidades clinicas e epidemioldgicas apresentadas por algumas
DTNs. No caso da leishmaniose, alguns quadros clinicos podem ser controlados,
exclusivamente através de quimioterapia. De fato, para muitas DTNs mais complexas, 0s
quimioterapicos representam a forma mais eficiente de tratamento/controle, embora em sua

grande maioria sejam bastante nocivos.



Nos ultimos anos, os incentivos as pesquisas tém concentrando esforcos para o
desenvolvimento de novas ferramentas para o tratamento das DNTs, como o desenvolvimento
de diagndsticos clinicos mais precisos, de vacinas e a sintese de farmacos mais efetivos
(HERWALDT, 1999; MALTEZOU, 2010).

1.2 Leishmaniose

A leishimaniose é uma doenca que se manifesta em diversas formas clinicas, sendo as
mais notdveis para a especie humana: Visceral ou Calazar, Cutaneas e Mucocutanea,
provocadas pela replicacdo do protozoario em sistema monofagocitico mononuclear, derme e
na mucosa naso oro-faringeral, respectivamente. Destas, a Leishmaniose Visceral € a mais
grave e fatal, na falta do tratamento (SOARES-BEZERRA et al., 2004; WHO/TDR, 2010;).

Da descrigdo do parasito, em 1903, até hoje, a leishmaniose ainda é um problema de
salde publica, potencializada por fatores de risco ambiental como migracdo, ubarnizacéo e
desmatamento florestal, além dos fatores de risco individual, aos individuos portadores de
outras enfermidades como: HIV e desnutrigdo (HERWALDT, 1999).

O agente etioldgico causador da doenca é o protozoréario do género Leishmania que
compreende cerca de 20 espécies, existentes em duas distintas formas morfoldgicas: a
flagelada promastigota; e a amastigota, parasita intracelular obrigatério de macréfagos de

mamiferos (Figural) (WHO, acessado em abril de 2010).
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Figura 1: Formas morfologicas de Leishmania (WHO, acessado em abril de 2010). (a)
promastigota; (b) amastigota intracelular em macréfago.

A leishmaniose é uma doenga antropondtica e zoondtica. O protozoario, durante seu
ciclo de vida, tem como hospedeiro vertebrado (reservatério) tanto homem quanto os animais
domeésticos e selvagens como roedores, caninos e os marsupiais. O inseto, hospedeiro

invertebrado (vetor), ao se alimentar nestes reservatorios, contamina-se e, consequentemente,
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transmite ao homem a doenca. No caso da antropondtica, 0 homem é o Unico reservatério
(TESH, 1995).

A infeccdo ocorre quando os promastigotas metaciclicos sdo transmitidos ao homem
durante a picada da fémea infectada dos insetos pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho
Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (PESSOA & MARTINS, 1977). A figura 2 ilustra o
vetor Phlebotomine sandfly transmissor da Leishmaniose.

Figura 2: Phlebotomine sandfly (WHO, acessado em: 01/2010)

No hospedeiro vertebrado, os promastigotas infectam os macrdéfagos sadios e se
transformam em amastigotas. Dentro destas células, inicia-se o processo de multiplicacdo do
protozoéario causando a ruptura dos macrofagos, seguido da liberacdo de amastigotas livres no
sangue, que serdo aspirados pelo fleb6tomo (hospedeiro invertebrado) ao se alimentar. O ciclo
do protozoario esta ilustrado na figura 3 (CHAPPUIS et al., 2007).
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Figura 3: Ciclo de vida do protozoario (CHAPPUIS et al., 2007).

1.2.1 Epidemiologia

A leishmaniose é endémica em dareas tropicais, subtropicais € no sul da Europa,
abrangendo desde florestas americanas aos desertos no norte da Asia, principalmente nas
areas rurais. Atualmente, cerca de 88 paises apresentam a doenca, destes 72 sdo em
desenvolvimento e 13 sdo subdesenvolvidos. A leishmaniose cutanea (LC) abrange 90% dos
casos de leishmaniose mundial, registrada como maiores indices no Afeganistdo, Brasil, Iran,
Peru, Arabia Saudita e Siria (Figura 4). Enquanto a leishmaniose visceral (LV) ocorre em
aproximadamente 65 paises, a maioria dos casos esta distribuida em areas suburbanas e rurais
como em Bangladesh, india, Nepal, Sudéo e Brasil (Figura 5) (DESJEUX, 1996).

Oficialmente, estima-se, uma incidéncia anual de 2 milhdes de novos casos, sendo que

de 1 a 1,5 milhdes LC e 500 milhGes LV. A populacdo de risco no mundo chega a 350



milhdes de pessoas (WHO, 1993). No entanto, estes dados podem estar subestimados, pois
n&do incluem os registros obtidos por organizacfes ndo-governamentais (DESJEUX, 2003).

No Brasil, registra-se cerca de 400 mil casos de Leishmaniose, notificada em todos os
estados, sendo a maior incidéncia na regido norte, centro-oeste, nordeste e sudeste (FUNASA,
2000; SOARES-BEZERRA et al., 2004).
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Figura 4: Distribuicdo mundial de Leishmania Cutanea (WHO, 2010).
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Figura 5: Distribuicdo mundial de Leishmania Visceral (WHO, 2010).



1.2.2 Aspectos sécio-econdmicos da doenca

A incidéncia e a prevaléncia da Leishmaniose tém a contribuicdo de diversos fatores.
Um deles é o ndo diagnostico ou registro da doenga, principalmente em populacGes que ndo
tém acesso a hospitais. Outro fator importante tem sido a interrupcdo da administracdo dos
medicamentos em pacientes contaminados, favorecendo os mecanismos de resisténcia aos
farmacos utilizados. Um dos motivos da suspensdo do tratamento tem sido o custo. Na india,
a estimativa de custo total, incluindo hospitalizacdo, para um tratamento completo pode variar
entre 30US$ a 1613US$ dependendo do farmaco a ser administrado (DESJEUX, 2004).

Questdes ambientais como desmatamento e colonizagdo de &reas florestais,
principalmente em regides endémicas, também tém contribuido para a domestificacdo e
exposicdo do inseto vetor. Um exemplo classico vivenciado no Brasil é a urbanizacdo da
cidade de Manaus e das areas rurais vizinhas que levou a expansédo do ciclo zoondtico de LV
(DESJEUX, 2004).

Condicdes sociais e econdémicas de uma populacdo quando deterioradas também
elevam o fator de risco devido a baixa capacidade da resposta auto-imune, bem como, a
desnutricdo contribui para o aumento da doenca, principalmente em criancas. Recentemente,
outro aspecto critico na difusdo e controle desta parasitose tem sido a co-infec¢do entre o
protozoério e o virus HIV, que tem apresentado um nimero crescente de casos no Brasil e no
mundo, sobretudo na regido mediterranica da Europa, que compreende Espanha, Franca, Italia
e Portugal (DESJEUX, 1996; WHO/CDS/CSR/ISR/2000).



1.2.3 Aspectos Quimioterapicos

Em 1912, Gaspar Viana constatou a agdo leishmanicida do tartaro emético (tartarato
de potéssio e antimonio trivalente — Sb®"), composto este, precursor dos atuais antimoniais
pentavalentes (Sb>*), medicamentos usados como farmacos de primeira escolha no para o
tratamento dos casos de leishmaniose. Introduzidos na década de 40, os antimoniais
pentavalentes sdo comercializados sob duas formulagfes: antimoniato estibogluconato de
sodio 1 (Pentostan®), em paises de lingua inglesa e N-metil-glucamina 2 (Glucantime®) no
Brasil e em paises de lingua francesa (GENESTRA, 2003; FUNASA, 2000).

Para 0s casos em que ndo ha uma resposta satisfatoria com o tratamento da parasitose
pelos antimoniais, a segunda escolha de farmacos € a diamidina aromética Pentamidina 3 e o
antibidtico poliénico Anfotericina B 4 (Figura 6). Quimioterapicos com uma acdo mais

efetiva, porém de uso limitado devido a alta toxidez (CROFT et al., 2003).
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Figura 6: Estrutura das drogas de primeira e segunda escolha para o tratamento de
Leishmaniose.



A quimioterapia atual empregada com os medicamentos sitados anteriormente é
extensivo, sendo necesséario que o paciente fique internado por pelo menos 28 dias sob
administracdo intravenosa ou intramuscular (FUNASA, 2000). Além disso, o custo total
acaba tornando o tartamento completo inviavel, visto que a doencga geralmente atinge mais de
uma pessoa da familia, geralmente de baixa renda.

Diante destes fatos, os desafios para a quimioterapia antileishmanial envolvem
pesquisas voltadas a reducdo da toxicidade do medicamento ao hospedeiro (homem), como
também, a otmizacdo de formulagdes de uso oral e tdpica, facilitando o tratamento.

Neste sentido, um dos avangos recentemente obtidos tem sido a associagdo da
Anfotericina B em lipideos (Anfotericina B lipossomal). Essa associagdo tem contribuido para
elevar o potencial de acdo do composto, diminuindo sua toxidez. Embora outros tipos de
encapsulamento estejam sendo avaliados, estes medicamentos sdo de uso restrito divido ao
alto custo (BERMAN et al., 1998).

Quimioterapicos para o tratamento da leishmaniose em sistemas coloidais vém
atraindo a atencdo de muitos pesquisadores nos ultimos anos, principalmente com os avancos
da nanobiotecnologia com a qual é possivel se ter nanossistemas carreadores de farmacos
cada vez mais especificos, capazes de aumentar sua biodisponibilidade e eficiéncia (DATE et
al., 2007).

A hexadecilfosfocolina 5 (Miltefosina), desenvolvida na década de 1980 para a
quimioterapia do cancer, tem apresentado resultados promissores quando empregada no
tratamento da Leishmaniose. Este farmaco tem a vantagem de poder ser administrado na
forma oral e vem sendo testado na india (fase IV) para LV. No entanto, o fator limitante do
seu uso € o efeito teratogénico (CROFT et al. 2003).

Compostos azodicos usados como antifangicos, como por exemplo, o Cetoconazol 6,
tém gerado muito interesse quanto as suas acdes leishmanicidas, devido ao do deste
protozoario também apresentar lipideos de membranas similares aos de fungos, alvo de acdo
destes farmacos. No entanto, estudos tém mostrado que algumas espécies de Leishmania tém
apresentado baixa sensibilidade a este medicamento (HERWALDT, 1999).

Outro farmaco de administragdo oral, potencialmente ativo em LV na Africa, é o
Sitamaquina 7, um derivado da 8-aminoquinolina. Este composto também tem apresentado
resultados promissores frente a L. chagasi, e atualmente, encontra-se em fase de estudo
guanto a sua toxidez (WATKINS, 2003).



A Paramomicina 8 (Figura 7), um aminoglicosideo extraido de Streptomyces rimosus
com atividade antibiotica (HERWALDT, 1999; MELLO, 2000), tem sido empregado para
combater LV sob a forma parenteral e, no caso das lesdes cutaneas (LC), ja vem sendo testado
em formulages topicas (CROFT et al., 2003).
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CH3 NH;
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Figura 7: Farmacos de fase clinica.

No entanto, estes agentes quimioterapicos (Tabela 1), ainda apresentam baixa eficacia
na cura e alta toxidez, sendo que muitos provocam fortes efeitos colaterais devido a
necessidade de alta dosagem e ao longo tempo de tratamento, restringindo-se a uso pediatrico,
geriatrico e a gestantes (CROFT et al., 2006).

Outro agravante tem sido a resisténcia apresentada por algumas espécies de
Leishmania, como no caso dos antimoniais. Em seu ciclo, o protozoario passa por duas
formas de vida, com distintas sensibilidades aos farmacos, além de possuirem sitio de
infeccdo diferente, acarretando aos medicamentos processos farmacocinéticos especificos
(DATE et al., 2007).



Tabela 1: Quimioterapicos usados atualmente para o tratamento da Leishmaniose.

Leishmaniose | Fase de tratamento Farmaco Administracdo
Visceral Farmacos de 1% escolha  Antimoniais pentavalente  Parenteral
Farmacos de 22 escolha  Anfotericina B Parenteral
Anfotericina B lipossomal Parenteral
Pentamidina Parenteral
Testes clinicos Miltefosina Oral, fase IV
Paramomicina Oral , fase Il
Sitamaquine Oral, fase Il
Cuténea Farmacos de 1% escolha  Antimoniais pentavalente  Parenteral
Farmacos de 22 escolha  Anfotericina B Parenteral
Pentamidina Parenteral
Paramomicina Topical
Testes clinicos Miltefosina Oral, fase Il
Paramomicina Topical, fase Il
Imiquimod Topical, fase Il
Derivados Azo6licos Oral

Os avancos tecnoldgicos nos ultimos anos tém contribuido para o aprimoramento e
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos especializados para atuarem em diferentes
vias metabdlicas essenciais do protozoario. Muitos destes compostos agem na estimulacao ao
estresse oxidativo como Allopurinol, na intercalacdo com o DNA do cinetoplasto (GEORGE
et al., 2006) ou inibicdo da enzima DNA topoisomerase; e também na inibicdo da sintese do
ergosterol e de fosfolipidios (SOAREZ-BEZERRA et al., 2004; CROFT et al., 2006).

Um grande percentual dos agentes sintéticos leishmanicidas estudados atualmente séo
constituidos de diversos grupos farmacofdricos, muitos representados por funcGes
nitrogenadas como anéis heterociclicos, aminas, amidinas e guanidinas. Uma grande
vantagem desses grupamentos de carater alcalino se deve ao fato da capacidade de formar sais
em meios bioldgicos, elevando sua solubilidade em dgua (GARETH, 2003).

Assim, compostos heterociclicos nitrogenados, como 0s sais mesoidnicos, amplamente
estudados em nosso grupo de pesquisa, tem-se mostrado promissores com expressiva
atividade leishmanicida. Em estudo com a série 1,3,4-tiadiazolio-2-aminidas estes mostraram
atividade citotdxica para a forma promastigota de L. amazonensis, L. brasiliensis e L.chagasi
(DA SILVA, et al. 2002; RODRIGUES, et al. 2007). Além disso, a série 1,3,4-tiadiazolio-2-
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fenilamina frente a forma amastigota do Trypanossoma cruzi revelou uma agdo mais efetiva
que o Benznidazol, medicamento de referéncia (FERREIRA, et al. 2008).

Interessantemente, o fato de anéis heterociclicos como 1,2,4-oxadiazol serem
bioisosteros funcionais de ésteres e amidas (ANDERSEN et al., 1996), tem nos estimulado a

investigar séries de estiril-amida como leishmananicida.

1.3 A funcdo amida nos compostos organicos

Onipresente na vida, a funcdo amidica, presente em moléculas pequenas ou em
macroestruturas como 0s complexos protéicos, desempenha um importante papel nos
processos bioldgicos, catlise enzimatica, transporte de substancias, protegdo imune e suporte
mecanico (MONTALBETTI & FALQUE, 2005).

Sintéticas ou de origem natural, as amidas representam uma importante classe de
compostos organicos com um amplo espectro de aplicagfes medicinais. Muitos dos derivados
amidicos exibem atividades bioldgicas, tais como: anti-helmintica, anti-histaminica,
bactericida, antiparasitaria, antifingica e anticancer (SHAABANI, 2007).

Uma analise feita no banco de dados do Comprehensive Medicinal Chemistry em 1999
revelou que o grupo carboxiamida est4 presente em mais de 25% dos farmacos conhecidos. A
ampla aplicacéo deste grupo funcional esta vinculada as propriedades de aceptor e doador de
ligagdo hidrogénio, a estabilidade e a neutralidade das carboxiamidas (MONTALBETTI e
FALQUE, 2005).

1.3.1 Métodos e estratégias para a obtencdo das amidas

As amidas sdo sintetizadas através de reacBes de adigdo nucleofilica no carbono
acilico de cloreto de acidos na presenca de nucleéfilos de carater amino. Podendo ser obtidas
em uma Unica etapa ou mais, com a formacdo de intermediarios. As amidas podem ser
preparadas a partir de anidridos &cidos, azidas, cetonas, acidos carboxilicos e derivados
acilicos, como ésteres. Os métodos para a obtencdo da ligacdo amidica, segundo
(MONTALBETTI e FALQUE, 2005), podem envolver 3 diferentes rotas:

1- A formacdo de um agente acilante intermediério, submetido imediatamente a

aminolise;
2- A formacédo de um agente acilante reativo a partir do acido de origem, seguido do

tratamento com amina;
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3- A geracdo do agente acilante in situ a partir do &cido em presenca da amina, por

meio da adi¢do de uma agente de acoplamento.

Dentre estes, os haletos de acila, principalmente os constituidos de cloreto,
representam o método mais comum e mais reativo para a obtencdo de amidas. Este método
consiste em duas etapas: i) formacdo do intermediario haleto de acila proveniente da reacéo
entre o acido carboxilico desejado com cloretos de acidos inorganicos ou organicos; ii) a
etapa de reacdo de condensacdo com a amina. Os agentes acilantes mais utilizados s@o: 0s
cloretos de acidos de acido fosférico e fosforoso, PCls e PCls, respectivamente (PEARSON &
ROUSH, 1999), cloreto de tionila 10 (SOCIl;) (NARASIMHAN et al., 2004) e cloreto de
oxalila 11 (COCI), (RIBEIRO et al., 2004), figura 8.

@) @)

[l
S |
cr e —— R)\q + SO, + HCI

)O|\ / Cloreto de Tionila (10)
on \ ? O|
(:I)WCI —> R)\ T SO e
(@)

R

Cl

Cloreto de oxalila (11)
Figura 8: Sintese de cloreto de acido utilizando SOCI, ou (COCI),.

A formacdo de cloreto de acido através da utilizacdo de cloreto de oxalila ndo requer
condicdes especiais, como mudanca de temperatura, tornando-o mais vantajoso que o cloreto
de tionila. No entanto, como os demais agentes de cloragéo, essa reacgao leva a formacao de
acido cloridrico o que pode ser uma desvantagem para substratos sensiveis a baixo pH, bem
COmMo aos que possuem outros sitios reacionais que possam sofrer racemizacdo, hidrélise ou
clivagem de grupos protetores. Na etapa seguinte, a amidacdo ocorre mediante a adi¢do da
amina e, para trapear o HCI formado, utilizou-se uma amina terciarias de baixo carater
nucleofilico (EtsN). A reacdo pode ser acelerada na presenca de piridina ou
dimetilaminopiridina (DMAP) (MONTALBETTI & FALQUE, 2005).

Métodos mais brandos com a formacdo de uma agente acilante in situ tém sido muito
empregados na quimica organica para a sintese de peptideos, amidas, ésteres e compostos
heterociclicos. O acoplamento da amina com o acido carboxilico acontece via ativagdo direta
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da carboxila gerando um complexo acila na presenca de diciclo-hexilcarbodiimida 18
(SHEEHAN & HESS, 1955), carbonildiimidazol 12 (CDI) (PAUL et al., 1960) ou azido
difenilfosfonato 15 (DPPA) (figura 9).
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ool 2) > acilimidazol (13) 14
o) 0 Q (16) o o)
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)J\ Aro” : R N + /P_OH H2NR1
R” “OH 3 ArO ————> | R7 ONHR,

DPPA (15) acilazida 17

0] N
CgH11:— N=C=N—CgHyy /”\ )k
_ >
R 6}

DCC (18) CeH11

O-acilisoureia (19)

Figura 9: Sintese de amida em etapa Unica, como formacéo do intermediéario acila.

As carbodiimidas comercialmente utilizadas s&o a diciclo-hexilcarbodiimida 18
(DCC), a 1,3-diisopropilcarbodiimida 20 (DCIl) e a 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida 21 (EDCI), diferenciando-se quanto a polaridade da uréia formado no final da
reacao, conforme representado na figura 10 (MONTALBETTI & FALQUE, 2005).

Formac&o de uréia pouco soluvel;
N=C=N Sintese em fase liquida.
18
DCI Formagcé&o de uréia solivel em DCM
>7 N=C=N 4< Sintese em fase solida.
20

Formacao de uréia soluvel em agua;
Sintese em fase liquida.

O
0
O

DCI

\—NZCZN

21

Im

—\_/N —(Me),

Figura 10: Estrutura dos agentes de acoplamento a base de carbodiimida: DCC, DCI e EDCI.

Outros agentes acilantes tém sido explorados na literatura para formagdo de amidas,
por exemplo, uso de catecolboranos (SHIOIRI et al., 1972) arilborano (ISHIHARA, et al.

1996), carbonato de tert-butil 3-(3,4-diidrobenzotriazina-4-on)il (BOC-ODhbt) (BASEL &
13



HASSNER, 2002). Também tem sido realizada a sintese de amidas a partir de &cidos e aminas
primarias em sistemas livres de solventes via radiacdo de microondas (PERREUX et al.,
2002).

Em organismos vivos, as amidas sdo sintetizadas pela acdo de enzimas especificas da
classe das amilases e proteases, via reagdo de amindlise e hidrolise. O emprego destas
enzimas como biocatalizadores tém permitido formacdo de ligagdo amidica especificas e a
biotranformacdo enantiosseletiva de substratos para obtencdo de amidas assimétricas
(DALLA-VECCHIA et al., 2004). O uso das lipases na preparacdo de amidas quirais foi
inicialmente demonstrado por Gotor e col. (1988) na reacdo de resolucdo do cloropropionato de
etila racémico 22 com varias aminas na presenca de solvente organico, ilustrada na figura 11
(GOTOR et al., 1988).

Cl Cl
CCL
OEt + RNH, —» /E\/NHR
hexano ||
2 O ou CCl, O a3
(s)-amida
R = alquila ou arila ee = 40-95%
CCL = Lipase de Candida cylindracea

Figura 11: Sintese enzimatica de amidas.

1.3.2 Amidas antiparasitarias

A alta toxicidade dos farmacos utilizados atualmente e as formas resistentes de
Leishmania tém impulsionado as pesquisas para a sintese de novos compostos anadlogos a
produtos naturais, principalmente os fitoterapicos tradicionalmente usados para o tratamento
de parasitoses (TEMPONE et al., 2005).

Diversas classes de metabolitos especiais tém sido reportadas na literatura como
eficientes agentes leishmanicidas (CARVALHO & FERREIRA, 2001). Exemplos
representativos frentes a distintas espécies de Leishmania podem ser citatos para alcaloides
quinolinicos (FOURNET et al., 1993), isoquinolinicos (AKENDENGUE et al.,1999) e
indolicos (MUNOZ et al., 1994).

Ribeiro et al., observaram a acdo da piperina 24, uma amida alcaloidal obtida da

espécie Piper nigrum (Piperaceae) frente ao protozoario Trypanosoma cruzi (Figura 12). Os
14



resultados mostraram-se promissores com valores de ICsp 4,91 uM e 7,36 uM frente as
formas amastigosta e epimastigota, respectivamente, quando comparados ao Benznidazol
(RIBEIRO et al., 2004).

O Benznidazol 23 (Figura 12), um dos principais farmacos disponibilizado para
tratamento da doenca de Chagas (causada pelo T. cruzi, protozoario de mesma ordem
(kinetoplastida) que as especies de Leishmania), no entanto, ndo foi eficaz frente as espécies
de Leishamania (HERWALDT, 1990).

Em outra partida, o alcaloide amidico piperina, apresentou uma agdo citotdxica
moderada frente a L. donovani. Sua acdo foi potencializada quando incorporada em sistemas
lipossomais (KAPIL, 1993).

Anéloga a piperina 24, a piplartina 25 (Figura 12) recentemente isolada de extratos,
em metanol, de Piper retrofractum (Piperaceae) também apresentou uma significativa
atividade in vitro (100uM) e in vivo (30mg/Kg) em L. donovani (BODIWALA, et al. 2007).

Outro alcaloide, a nicotinamida 26, da classe dos nicotinicos tem apresentado acdo
promissora frente a L. major (figura 12). Estudo em amastigotas mostrou uma significativa
inibicdo da carga parasitaria em camundongos infectados com leishmaniose visceral a uma
concentracdo de 5 mM (SERENO et al., 2005).

A eficiéncia de alguns compostos nitrogenados se deve a sua a¢do inibitdria da sintese
de tubulinas tripanossomatidicas (BHATTACHARYA, et al. 2004). Esse modo de agdo tem
sido relatado em T. cruzi apés o tratamento com piperina (FREIRE DE LIMA, 2008), e
também, com as sulfonamidas e benzamidas frente as tubulinas de cinetoplastos de
Leishmania (GEORGE et al. 2006).
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H3CO \N
OCHs 25 26
Piplartina Nicotinamida

Figura 12: Estrutura do Benznidazol, Piperina, Piplartina e Nicotinamida
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1.4 Amidas derivadas de acidos cindmicos

Nas plantas, as amidas derivadas de acidos cindmicos constituem uma diversificada
classe de amidas fenolicas como as feruloiltiramina, p-coumaroltiramina, feruloilserotonina
p-coumaroilserotonina e p-coumaroilnoradrenalina e, sdo biossintetizadas a partir da
condensagdo de cinamatos e aminas, via enzimas acetilcolinesterases e descarboxilases
(KANG & BACK, 2006).

Estas amidas N-cinamoil-substituidas estdo presentes em distintas partes vegetativas
dependendo da espécie (figura 13): em Piper nigrum, a piperina 24 pode ser obtida das folhas
e caules, sendo que sua maior concentracdo esta nos frutos (SEMLER & GROSS, 1988);
enquanto que nos frutos de espécie Xylopia aethiopica foi isolada a amida cindmica 27
(LAJIDE et al., 1995); o alcaldide 28 foi extraido das flores de Capsicum annuum; e das
folhas de Aptenia cordifolia e de Isodon excisus (Lamiaceae), foram isoladas as amidas 29 e
30, respectivamente (DELLAGRECA, 2006).
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Figura 13: Estruturas das N-estiril amidas naturais

A producgéo dessas amidas nos vegetais lhes confere protecdo, contribuindo para a
formacgdo da barreira polifendlica, resistente a injuria enzimatica causada por patdgenos
(NEGREL, 1996; citado por KING, 2005).

KING et. al. (2005) isolaram e identificaram dimeros feruloilamidas 31 e 32 em

tubérculos de batatas (Solanum tuberosum) infectadas com o fitopatdgeno Streptomyces
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scabies, segundo os autores, estes dimeros indicam ser intermediarios na formacdo do

dominio polifendlico associado ao processo de suberizacdo do vegetal (Figura 14).
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Figura 14: Dimeros de feruloilamidas naturais.

1.4.1 Propriedades bioldgicas dos derivados de tiramidas

Amidas derivadas de &cidos caféico, ferulico, coumarico e cindmico com tiraminas,
dopaminas ou serotoninas tém sido isoladas ou sintetizadas para estudos em diferentes areas
terapéuticas como agentes anticancer ou antioxidantes (OKOMBI et al., 2006).

Algumas amidas naturais derivadas do acido cindmico substituido com propriedades
bioldgicas tém sido isoladas em plantas medicinais como da espécie I. excisus, amplamente
distribuida na Coréia e usada para detoxificacdo. Das partes aéreas desta planta, foi isolada
uma nova amida (Figural5) com potencial atividade inibidora da apoptose em celulas U937,
induzida com etoposida (LEE et al., 2001).

Em 2003, Nesterenko e col., sintetizaram uma ampla série de amidas, buscando
moléculas capazes de induzir seletivamente a apoptose em células do cancer, baseando-se na
classe das aminas N-acil arométicas relatadas na literatura por suas atividades pro e anti-
apoptdtica, como por exemplo os produtos naturais isolados de I. excisus e a N-fenetil-2-
fenilacetamida (NPPA), figura 15 (NESTERENKUO et al., 2003).

Outra amida natural da classe das N-coumaroiltiraminas, assim como a piperina, é
produzida e acumulada na planta em resposta a ataque de patdgeno. No entanto, esta amida é
pouco abundante nos vegetais. Park e Schoene, em 2002, descreveram a sintese deste produto
a partir da tiramina e do acido coumarico, tendo como intermediario o anidrido coumarico,
porém obtiveram um rendimento moderado. Na avaliagdo bioldgica, foi constatado que a N-
coumaroiltiramina possui um efeito antiploriferativo nas células tumorais humanas U937 e
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Jurkat na fase S do ciclo celular, via inibicdo de enzima tirosinase (PARK & SCHOENE,
2002).

Na sequéncia, Park & Schoene (2003) sintetizaram e avaliaram os analogos N-estiril
33, N-cafeoil 34, N-feruloil 35 e N-sinapoiltiramina 36 (Figura 15) frente as linhagens de
células HL 60, U937 e Jurkat. Dentre os anélogos estudados, o composto N-cafeoiltiramina
apresentou maior atividade bioldgica, elevando a acdo da caspase-3 e inibindo o crescimento
celular. A acédo bioldgica, cujo mecanismo de acdo via reducdo na atividade da tirosinase, é

acentuada com a presenca das hidroxilas no anel fenilpropenila (PARK & SCHOENE, 2003).
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Figura 15: Amidas sintéticas da classe das tiraminas.

Outros analogos da N-hidroxicinamoilfenalquilamida tém sido estudados frente a
enzima tirosinase, responsavel pela sintese da melanina por catalisar a transformacdo da
tirosina em L-dopaquinona. A atividade bioldgica destas amidas tem sido relatada promissora
frente aos melandcitos humanos (OKOMBI et al., 2006). A porc¢do 4-resorcinol ou catecol
tem sido sugerida como de inibidor especifico ao sitio ativo binuclear da enzima (SHIMIZU
etal., 2000).

Estudos com os &cidos cindmicos mono, di ou tri substituidos e seus derivados ésteres
ou amidas também tem apresentado propriedade bactericida, fungicida e antioxidante
(NARASIMHAN et al., 2004; KANG & BACK, 2006).
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1.5 Veiculos de farmacos: Biodisponibilizacéo

A dispersdo de biomoléculas insollveis ou pouco solGveis em &gua pode ser
melhorada quando associadas a formula¢Ges como co-solvente, particulas coloidais, micelas e
lipossomos. Essas formulacbes, ao associarem-se com 0 composto ativo, formam complexos
mais sollveis e, consequentemente, sua distribuicdo ao sitio de acdo é melhorada. Outra
vantagem, que tem atraido grande interesse, é a versatilidade quanto a sua natureza quimica e
tamanho, permitindo um amplo espectro de aplicacdo (GARETH, 2003; DATE et al., 2007).

A liberacdo controlada do composto ativo pelo veiculo, geralmente ocorre de forma
gradual e especifica, sendo suficientes pequenas concentracdes (DATE et al., 2007). Este
principio tem atraido o interesse no emprego de veiculos nas formulagdes de quimioterapicos
antileishmaniais.

A reducdo da toxicidade dos antimoniais tem sido averiguada quando associados em
sistemas de encapsulamento lipossomal (FREZARD et al., 2005; SCHETTINI et al., 2006).

Para resolver o efeito de resisténcia aos antimoniais apresentado pelo protozoario, € a
alta toxicidade dos farmacos de segunda escolha, a Anfotericina B lipossomal representa uma
das formulacdes de sucesso. Na india, seu emprego tem sido a proposta mais eficaz, com

baixa toxicidade, para o tratamento de pacientes com leishmania visceral (DATE et al., 2007).

Polivinilpirrolidona (PVP)

Dentre as diversas formulaces utilizadas para biodisponibilizacdo de farmacos,
materiais poliméricos biodegradaveis constituidos de poliamidas também tém sido
amplamente empregados para aumentar a solubilidade de compostos hidrofébicos (EI-ARINI
& LEUENBERGER, 1995). A polivinilpirrolidona (Figura 16) tem sido utilizada ao longo da
historia em aplicacGes farmacéuticas e com alto grau de biocompatibilidade, aumentando a
solubilidade e a taxa de dissolu¢é@o de compostos organicos (ZHANG et al., 2005).
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Figura 16: Estrutura da polivinilpirrolidona (PVP).
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Farmacos antiparasitarios de baixa solubilidade em &gua tém apresentado uma melhor
atividade quando associados com a PVP. O praziquantel, um farmaco utilizado para o
tratamento da esquistossomose, quando misturados com o polimero forma um co-precipitados
com elevada facilidade de dissolucédo (EI-ARINI & LEUENBERGER, 1998).

Os mecanismos de formacgdo destes co-precipitados ndo estdo completamente
esclarecidos, sabendo-se que podem ser afetados pelo tipo de estrutura dos compostos, pela
relacdo entre as massas de ambos, pelo tipo de co-solvente utilizado e tamanho do PVP.
Simonelli e col. (1969), ao observar a formacdo de co-precitipados de sulfatiazol-PVP,
sugeriram que 0 aumento da taxa de dissolucdo estd relacionado com a auséncia da forma
cristalina, resultando numa dispersdo extremamente fina da substéancia com o co-preciptado
(SIMONELLI et al., 1969 em: EI-ARINI & LEUENBERGER, 1998).

Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CD) séo oligossacarideos ciclicos compostos por unidades de
glicose conectadas em ligacdo tipo o1,4-glicosidica, formando uma cavidade interna apolar e
uma porgéo externa polar, figura 17 (DEL VALE, 2006). S&o conhecidas como complexos de
inclusdo de farmacos, devido a capacidade de incluir em seu interior moléculas hidrofébicas
por interacdes ndo-covalentes, aumentando sua solubilidade (SZEJTLI, 1998; CHEN et al.,
1996; ROY & GUILLORY, 1996).
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Figura 17: Estrutura molecular da - ciclodextrina (5— CD).

Estudos com antimonio de meglutina (AM) associado com f-ciclodextrina tém
aumentado a absorcdo oral do Sb em ratos com leishmaniose cutdnea (DEMICHELI et al.,
2004). A composicdo AM-p-CD tem sido investigada para o desenvolvimento de

formulacdes tdpicas para o tratamento da doenga (MARTINS et al., 2006).
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2 Justificativa, objetivos e estratégia de sintese

2.1 Justificativa, objetivo geral e especificos

A leishmaniose ainda € um problema de saude publica em muitos paises e tem
aumentado anualmente o nimero de casos no mundo, devido tanto a sua complexidade quanto
a negligéncia dos setores politicos e econémicos. As Unicas opc¢des de tratamento tém sido o
emprego de quimioterapicos com alta toxidez, baixa eficiéncia e de custo elevado. Neste
contexto, torna-se necessario a busca por novos farmacos mais efetivos que os utilizados na
terapia atual.

Os estudos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa com énfase em sintese,
modificacdo estrutural de produtos naturais e avaliacdo citotoxica tém preparado diversos
compostos nitrogenados como potenciais protétipos antiprotozoarios.

Neste trabalho visamos a sintese de estiril-amidas derivadas do produto natural
piperina e da classe das tiraminas, tendo por objetivo a simplificagdo estrutural de novas
séries de moléculas hibridas potencialmente ativas frente a Leishmania amazonensis.

Além disso, o desenvolvimento do estudo de SAR contemplou 0s seguintes objetivos
especificos:

Sintetizar, purificar e caracterizar as novas series das estiril-amidas;

Avaliar a atividade leishmanicida das séries de amidas obtidas;

Analisar a biodisponibilizacdo das amidas frente a Leishmania amazonensis em

ensaios in vitro;

Avaliar a citotoxicidade frente as células de macréfagos;

Correlacionar a hidrofobicidade com a atividade citotoxica das séries de amidas

avaliadas.
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2.2 Estratégias de sintese das séries de amidas

2.2.1 Obtencao de amidas tetraidropiperina substituidas

As amidas tetraidropiperina orto-substituidas foram planejadas estruturalmente a partir
da molécula da piperina com a cadeia alquila saturada, a tetraidropiperina 37. Esta amida (37)
frente ao carcinoma de Ehrlich apresentou uma agdo inibitoria mais acentuada que a piperina,
ao contrario da acdo citotoxica relatada frente as formas forma metaciclicas do Tripanosoma
cruzi (PISSINATE, 2006; RIBEIRO et al., 2004). Em vista destes resultados, objetivamos
sintetizar novos derivados substituidos na posi¢do orto ao radical alquil-amida da piperina
hidrogenada 37 para investigar a influencia do efeito eletronico na atividade leishmanicida.
Os ensaios biologicos foram realizados em colaboracdo com o grupo de pesquisa da Profa.
Dra. Lacia Helena Pinto do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Veterinaria do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Veterinaria da UFRRJ.

As estruturas estdo representadas na figura 18.

9]
o) X=H
0 /\/\/J]\N X = Br
>y, [ Qe
< — o - X = NH,
o X=1 .
x=cl
» L X=F
piperina série THP substituida X = OR

T.cruzi (IC50=7,361LM)
Ehrlich (1C5,=108,21.M)

o
<0]©/W)LI\O
(o)
Piperina hidrogenada

T.cruzi (IC5,=19,141M)
| Ehrlich (IC54=60,211M)

Figura 18: Planejamento estrutural das tetraidropiperinas substituidas.
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2.2.2 Obtencéo de produtos provenientes da hibridacédo da piperina e do benzinidazol

O planejamento das séries das estiril-amidas substituidas se baseia no acoplamento da
estrutura da piperina com o benznidazol, ambos potencialmente testados como tripanocidas,
visando a simplificagdo estrutural de amidas protétipo com esse perfil de atividade. Embora
sejam de espécies diferentes, os protozoarios Leishmania e Tripanosoma pertencem a mesma
ordem Kinetoplastida da familia Tripanosomatidae (DE SOUZA, 2002). Assim, as amidas N-
estiril substituidas foram desenhadas envolvendo o nucleo 1,3-benezodioxol do alcaldide
natural e a carbonila conjugada, com cadeia alquilica reduzida a uma insaturagdo. Ja a
subunidade amidica é proveniente da benzilamina e do benznidazol. Diferentes grupos
funcionais foram introduzidos no anel, objetivando avaliar o efeito eletrdnico.

A substituicdo da benzilamina por fenetilaminas modificadas na posicdo meta e para,

levou a obtencéo de novas séries analogas as tiraminas (Figural9).
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o) X
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Piperina

Figura 19: Planejamento estrutural das séries das amidas N-estiril substituidas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram sintetizadas trinta e duas amidas, sendo cinco 5-(2,4-
benzodioxol-1-il)-1-piperidinopentanonas (37-47) derivadas do produto natural piperina, dos
quais 4 dos compostos sdo inéditos na literatura, 38-41. Além destas amidas, também foram
obtidas 5 series estiril-substituidas: 46a-1, 47a-h, 48 a-e , 49a e 49e e as uréias 50a e 50f, das
quais 7 amidas sdo inéditas (47c,d,g,i,m; 48d; 50c). A seguir, estes compostos serdo
apresentados dentro de suas respectivas séries, enfatizando a metodologia de sintese

empregada e sua caracterizagdo espectrométrica.

3.1 Sintese e caracterizacao dos analogos da Piperina (24)

A piperina 24 e os derivados analogos 37 e 38 foram obtidos, conforme metodologia
ja utilizada em outros trabalhos por nosso grupo de pesquisa. A caracteriza¢do dos derivados
analogos da piperina foi feita através de técnicas espectroscopicas de RMN de ‘H e *3C,
espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa e, por compara¢do com dados de
literatura (BARRETO-JUNIOR, 2005).

3.1.1 Obtencéo e caracterizacao da 5-(2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidinopentanona (37)

A amida saturada, tetraidropiperina 37, obtida a partir da reacdo de hidrogenacao das
duplas ligagdes da piperina 24 (Figura 20), cuja metodologia empregada consistiu no uso do
Pd/C como catalisador, em presenca de acetato de etila sob atmosfera de hidrogénio, foi
confirmada apds as atribuices nos espectros de RMN de *H e 3C, em CDCl; (Espectros 2 e
3).

o o]
OWI\O H, <OWO
< Pb/C, AcOEt O
o
24 37
Figura 20: Reacdo de hidrogenacgéo da piperina 24.

Através da analise do espectro de RMN de **C, pode-se constatar a saturacdo da
cadeia alquilica pelo desaparecimento dos sinais referentes aos carbonos olefinicos na regido

entre 120 a 142 ppm, atribuidos anteriormente aos carbonos olefinicos da piperina 24
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(BARRETO-BONFIM, 2006). No espectro 3, além da atribui¢do dos carbonos a, B, v, € 3 na
regido entre 35 a 29 ppm, também pdde-se analisar a auséncia do efeito da conjugagdo sobre a
carbonila amidica, observando-se sua absor¢do em campo mais baixo (171,04 ppm) quando

comparado a piperina (165,3 ppm).

3.1.2 Obtencéo e caracterizacao da 5-(6-nitro-2,4-benzodioxol-1-il)-1-
piperidinopentanona (38)

A nitropiperina hidrogenada 38 foi obtida ap6s uma reacdo classica de nitragdo
aromatica, com a qual pbde-se inserir 0 grupamento nitro na posi¢do 6 do anel aromatico
(Figura 21). A obtencéo do derivado semi-sintético 38 foi realizada com a utilizacdo de acido
nitrico fumegante a baixa temperatura, e sua estrutura pode ser confirmada segundo as

atribuicBes nos espectros de RMN de *H e *C (espectros 5 e 6).

o)
i . i
0 HNO, N
{ ) e S
o "30°C o} NO,
37 38

Figura 21: Reacdo de nitracdo: obtencdo da 5-(6-nitro-2,4-benzodioxol-1-il)-1-(1-

piperidino)pentanona 38.

A anélise do espectro de RMN de 'H da 5-(6-nitro-2,4-benzodioxol-1-il)-1-(1-
piperidino)pentanona indicou a incorporagdo do grupo nitro na posicdo 6 do anel aromatico
através da aparicao de dois simpletos em 6,73 e 7,45 ppm correspondentes aos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios em H2 e H5, respectivamente. Essa reacdo foi favorecida devido a

contribuicéo do efeito doador de elétrons dos oxigénios do grupo metilenodioxi.

3.1.3 Obtencdo e  caracterizacéo da  5-(6-amino-2,4-benzodioxol-1-il)-1-
piperidinopentanona (39)
A sintese da aminopiperina hidrogenada (39) foi realizada através da reacdo de

reducdo do grupo nitro da substancia 38, por duas diferentes metodologias (Figura 22).

25



o A) AcOEt, Pd/C, H,,
OWN p.a., sob presséo j@(\/\)‘\
< D 0
o NO, B) MeOH, Hidrazina,
38 FeCl,.6H,0, carvdo ativo,
80 °C.

Figura 22: Reacdo de reducdo: obtencdo da 5-(6-amino-2,4-benzodioxol-1-il)-1-

piperidinopentanona 39.

Utilizando a metodologia A, a reducdo do grupamento nitro em 38, realizada no
hidrogenador, sob atmosfera de hidrogénio em pressdo reduzida, em acetato de etila na
presenca de Pd/C como catalisador, levou a formagdo do produto 39. O baixo rendimento do
produto obtido (20%), o longo tempo reacional e a necessidade de purificacdo por
cromatografia em coluna utilizando florisil como fase estacionaria, conduziu a buscar uma
segunda metodologia.

Tuccinardi e colaboradores (2006) descreveram a sintese do 2-bromo-3-
cloronitrobenzeno através da reacdo da reducdo do grupo nitro utilizando a hidrazina
monohidratada em presenca de FeCl,.6H,O e carvdo ativado. Com o emprego desta
metodologia, a reducdo do grupo nitro de 38 forneceu a aminopiperina saturada 39 com bom
rendimento (70%) sem necessitar da purificagcdo em coluna de florisil. Outra vantagem desta
metodologia foi a diminuicdo do tempo de reacao de 8 horas para 3 horas.

A caracterizacdo de 39 foi feita, sequndo métodos convencionais de espectrometria de
massas acoplada a cromatografia gasosa e espectroscopia de RMN de *H e *3C (espectros 8 e
9).

No espectro de RMN de *H os sinais em 6,55 e 6,35 ppm, na forma de simpletos,
correspondendo aos hidrogénios 2 e 5 do anel aromatico, confirmaram a presenca do grupo
amino na posicdo 6 do anel. No espectro de RMN de **C, observou-se um sinal em 171,31
ppm da carbonila amidica. Através da andlise do espectro de massas pode-se detectar o ion

molecular m/z = 304 e outros fragmentos caracteristicos, como a piperidina com m/z = 84.

3.1.4 Obtencéo e caracterizacao da 5-(6-i0do-2,4-benzodioxol-1-il)-1-
piperidinopentanona (40)

A conversdo de aminas aromaticas em haletos de arila pode ser obtida via reacdo de
Sandmeyer, na qual um grupo amino aromatico ao ser tratado com nitrito de sodio em
condigdes acidas, transforma-se em um sal diazénio que, posteriormente, é deslocado por um

nucleofilo (CI', Br, CN" ou OH"), figura 23. A literatura recente destaca que a reacao acorre
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por mecanismo complexo envolvendo 3 etapas, passando pela formacgdo de radicais livres e,
consequentemente, leva a formacdo de subprodutos. (HANSON et al., 2002; HANSON et

al., 2004).
HX, NaNO3 CuX
60 100°C

sal de diazénio haleto de arila
X =I, Br, Cl

Figura 23: Sintese de haleto de arila via reacdo de Sandmeyer.

O derivado inédito iodado da piperina (40) foi sintetizado através da reacdo de
Sandmeyer a partir da correspondente amina aromatica 39 (Figura 24), utilizando tanto a
metodologia classica como a empregada por He et al., (2006). Para tanto, vide material e
métodos. He et al., (2006) descreveu a sintese do 5-iodo-1,3-benzodioxol via reacdo de
Sandmeyer com adicao de uréia ap0s a etapa de formacédo do sal de diazonio.

A obtencdo do composto 40 em ambas metodologias empregadas foi em baixo
rendimento, embora a segunda tenha apresentado rendimento superior (40%), em relacdo a
primeira (15%).

Os métodos espectroscopicos de RMN de *H e **C (espectros 11 e 12), permitiram
atribuir os simpletos aos hidrogénios 2 e 5 do anel aromético (6,73 ppm e 7,21 ppm),
confirmando a substituicdo na posicdo 6 do anel. A presenca do halogénio pbde ser
confirmada no espectro de RMN de *3C, observando-se o sinal em 87,57 ppm do carbono
ligado ao atomo de iodo. Através da analise do espectro de massas pOde-se detectar o ion
molecular m/z = 416 e outros fragmentos caracteristicos, como a perda do atomo de iodo, m/z
= 289, e a piperidina m/z = 84 (espectro 10).

Em funcdo dos resultados dos rendimentos obtidos para o derivado 40, utilizou-se

apenas a segunda metodologia de reacdo de Sandmeyer para sintetizar o composto clorado 41.
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3.15 Obtencéo e caracterizacao da 5-(6-cloro-2,4-benzodioxol-1-il)-1-
piperidinopentanona (41)

A sintese do composto clorado 41 (Figura 24), assim como do derivado 40, levou a
formacéo de subprodutos necessitando o uso de técnicas de cromatografia em coluna de gel
de silica, como fase estacionaria, para seus isolamentos e purificacBes, utilizando
Hexano/AcOEt (7:3) como eluente. O rendimento obtido foi 15% para o derivado 41 puro.

No espectro de RMN de *H os sinais em 6,68 e 6,80 ppm, na forma de simpletos,
correspondendo aos hidrogénios 2 e 5 do anel aromatico, confirmaram a presenca do cloro na
posicao 6 do anel. No espectro de RMN **C, observou-se o sinal em 125,23 ppm referente ao
carbono ligado ao a4tomo de cloro. O ion molecular com m/z = 324 e outros fragmentos
caracteristicos foram detectados, através da analise do espectro de massas (Espectros 13, 14 e
15).

O baixo rendimento na obtencdo dos compostos halogenados pode ser justificado pela
perda do ion diazénio durante as metodologias empregadas, uma vez que detectou-se a
presenca do precursor da série, a tetraidropiperina 37, no final da reacdo de Sandmeyer, como

também, a purificacdo por coluna cromatografica em gel de silica.

o)
o A) i. HCI, NaNO;, 0°C
< '\O ii. MX O
O NH,
39

B)| HCI, NaNO;, 5°C 40 X=1

ii. Uréia, MX 41 X=Cl
M=K ou Cu
X=1louCl

Figura 24: Reagdo de Sandmeyer: obtencéo dos derivados halogenados 40 e 41.
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3.2 Sintese dos acidos cinamicos

A sintese dos acidos cindmicos substituidos constituiu na primeira etapa para obtencao
das séries das amidas estiril-susbtituidas. A rota sintética baseou-se na metodologia descrita
por Santos e col. (2002), na qual o aldeido de escolha 42a-I reagiu com o &cido malénico 43
em presenca de piperidina e piridina (Figura 25). Os rendimentos obtidos foram satisfatérios,
variando de 50 a 95%, exceto o &cido p-dimetilaminocinamico que foi obtido em baixo
rendimento (38%). A confirmacdo dos produtos foi feita por comparacdo dos pontos de fuséo
com os reportados na literatura (vide Material e Métodos, pag. 78).

0 O o _
2 1 M PP OH + HO + CO;
3 H % Ho OH Tpy
4 43
X 42 a-l

a=4-H; b =4-OCHg; c = 4-F; d = 4-NO,; e = 3,4-OCH,0;
f=4-Cl; g = 4-CHs. h =3-OH,4-OCHg; i =4-Br; j =4-OC,Hs; 1=4-CN

Figura 25: Sintese dos acidos transX-cinamicos.

3.3 Obtencao e caracterizagdo geral das séries das amidas estiril substituidas

A partir dos acidos cindmicos adequadamente subtituidos (44a-l) direcionou-se a
sintese das séries das amidas estiril-substituidas conforme a retrossintese apresentada na
figura 26, sendo que foram obtidas 4 séries: a série das benzil amidas (46a-l), das fenetil
amidas (47a-1), das metilenodioxi amidas (48a-¢) e das 3,4-dimetoxi amidas (49a e 49e).

(0]
i NS NH R
X R OH + z.n
Noon =
H R 44 a-| R
X X Acidos cinamicos n=1 R=H
. - Lo n=2 R=H
amidas estitil substituidas n=2 R=OH
|5 n=2 R=0CH,
o n=2 R=0CH,0
(0] (0]
NSt
HO OH
X 42 a-1 43
Aldeidos

Acido malénico

Figura 26: Retrossintese para obtencao das séries das amidas estiril-substituidas.
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Dentre as metodologias frequentemente empregadas na preparacdo de amidas a partir
dos acidos correspondentes, escolnemos o método que envolve a passagem pelo cloreto de
acido utilizando cloreto de oxalila, por ser um reagente mais disponivel no laboratorio e por
apresentar rendimentos melhores (BARRETO-JUNIOR, 2005). Em relagéo a possibilidade do
uso de cloreto de tionila, a vantagem do emprego do cloreto de oxalila é a reducéo do tempo
reacional e a realizacdo das reacOes a temperatura ambiente.

Assim, as amidas foram sintetizadas em duas etapas, segundo a metodologia descrita
por Shimada et al (2006), na qual utilizou cloreto de oxalila e DMF, em concentracdo
catalitica, na etapa de formacé&o do cloreto de &cido 45a-I.

A partir desta metodologia, optou-se em variar o sistema de solvente da reagdo
(SANTOS et al., 2002), utilizando diclorometano na etapa de formacdo do intermediério,
cloreto de acila, devido ao fato de ser mais volétil e carreador do cloreto de oxalila excedente.
Na etapa seguinte, que envolve a condensacdo dos acidos cinamicos com a amina escolhida,
utilizou-se tolueno. A adicdo nucleofilica da amina desejada ao cloreto de &acido levou a
formacdo das amidas pouco sollveis, consequentemente, de facil isolamento por filtracdo
(Figura 27).

o le]

DMF, CH,Cl,
N OH ——o« N Cl
(COCl),, TA.
X 44a-1 X 45a-1
o) 0
R R
N a * 2 WN" Yy —_— N N™ "y
Tolueno ’:
R R
X 45a-| X

Figura 27: Obtencao dos cloretos de acila e das amidas correspondentes.

Na conversdo classica de acido carboxilico em agentes acilantes, como o cloreto de
acido, o mecanismo envolve o ataque nucleofilico do acido carboxilico no carbono
carbonilico do cloreto de oxalila, formando o anidrido A e um equivalente de HCI é liberado.
Posteriormente, forma-se o cloreto de acido carboxilico via um intermediario tetraédrico B,
seguido da liberacédo de gases CO, e CO (Figura 28a) (BRUCKNER, 2002).

O emprego frequente da DMF nesse tipo de conversdo contribui para a ativacéo da
carbonila, via formagdo do intermediério reativo cloro-enamina C, reagente de Vilsmeier-

Haack (Figura 28b). O mescanismo desta reacdo sucede através da reacdo de substituicdo
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nucleofilica, em que o carbono iminico C é atacado pelo &cido carboxilico liberando o ion
cloreto, levando a formacéo do anidrido N-metilado D. Este, na etapa seguinte, ao ser acilado
regenera o catalizador DMF, levando a obtencdo do cloreto de acido (BRUCKNER, 2002;
SHIMADA et al., 2006; MONTALBETTI & FALQUE, 2005).

0 0]
COCl),
WOH (—2. w cl
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A) Mecanismo de formagdo de cloreto de dcido via cloreto de oxalila
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B) Mecanismo de formacdo de cloreto de acido via cloreto de oxalila catalizada com DMF
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Figura 28: Esquema mecanistico sugerido para a formacé&o do cloreto de acido estiril-
substituido.
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Todas as séries das amidas apresentaram em comum, devido a sua estrutura, absor¢des
na regido do infravermelho para as deformages axiais da carbonila amidica (C=0) em torno
de 1645 cm™ e de amida secundéria (N-H) entre 3320 a 3270 cm™. Outra caracteristica
observada foi a deformacéo angular de dupla ligacdo conjugada a carbonila (C=C) entre 1620
-1590 cm™, de acordo com a natureza do substituinte.

Nos espectros de RMN de 'H, foram observados dois dupletos referentes aos
hidrogénios da ligacdo dupla trans (Ho e HB), com uma constante de acoplamento entre si de
15 Hz na regido de 6,25 ppm e 7,57 ppm. A Figura 29 mostra a estrutura geral das amidas

com a respectiva numeracao dos atomos de carbono.

Figura 29: Numeracao da estrutura geral das amidas (46-49).

Nos espectros de RMN de *H dos compostos p-substituidos os hidrogénios H3-5, H2-6
foram atribuidos aos dupletos em 7,25 e 7,31 ppm, respectivamente, com constante de
acoplamento de 8,0 Hz.

Os sinais dos simpletos em 3,75 e 3,8 ppm nos espectros de RMN de hidrogénio
caracterizaram a presenca da metoxila (OCHzs) nos compostos 46b, 47b e 48b. A metila (CH3)
nos compostos 46g e 47g foi confirmada no simpleto em 1,67 ppm. O grupo etoxila do
derivado 46j apresentou no espectro os sinais em 3,97 ppm (g, 2H) e 1,36 ppm (t, 3H)
referentes ao metileno (H1’) e a metila (H2’), respectivamente. O sinal em 5,91 ppm (S, 1H)
indicou a presenca da grupo metileno didéxido nos derivados 46e, 47¢ e 48e.

Os espectros de RMN de *3C revelaram a existéncia da carbonila amidica em 165 ppm
e dos Ca e Cpem 120 e 141 ppm, respectivamente. O menor deslocamento quimico
observado para o Ca se deveu ao efeito de protecdo da carbonila adjacente.

Os deslocamentos quimicos do carbono quaternario C4 nos derivados para-
substituidos (anel A) das séries amidicas foram assinalados nos espectros conforme a
influencia dos grupos substituintes na posicdo ipso (Tabela 2). A presenca da metoxila nos

derivados b das séries benzil e fenetil amidas foi confirmada nos espectros de RMN de *C
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através dos sinais em 55ppm, e a etoxila no derivado j foi observada nos sinais em 63 e 14

ppm, referentes aos carbonos metilénicono e metilico, respectivamente.

Tabela 2: Deslocamento quimico do C4 (anel A) nos espectros de RMN de ‘*C para as

amidas substituidas.

X | 5C4 (ppm)
a | 4-H 129
b | 4-OCHs 160
c | 4-F 166
d | 4-NO, 154
e | 34-OCH,0 148
f | 4-Cl 135
g | 4-CH, 140
h | 3-OH, 4-OCH; 148
i | 4-Br 123
j | 4-OCH,CH; 160
| | 4-C=N 112

De maneira geral, 0os grupos substituintes inseridos no anel A nas séries das estiril
amidas foram caracterizados nos espectros de infravermelho. Os compostos p-substituidos
apresentaram uma absorcdo na regido de infravermelho em 830 cm™ referente ao anel
aromatico (A) 1,4-dissubstituido. Enquanto que para os derivados 1,2,4 trissubstituidos no
anel aromatico (A) puderam ser observadas duas bandas de absorcdo em 809 e 846 cm™
(Figura 29).

A presenca da metoxila e da etoxila pdde ser observada através das deformacdes
angulares, simétrica e assimétrica, do éter em 1226 e 1043 cm™, respectivamente. A
deformacéo axial do grupo éter foi observada em 1249 e 1037 cm™.

Nos espectros de IV os derivados substituidos pelos grupos p-ciano e p-nitro
apresentaram sinais referentes a deformacéo axial em 2223 cm™ relativa a nitrila (C=N) e em
1519 e 1340 cm™ (C-NO,) ao grupo nitro. Para os derivados halogenados, foi observada na
regi&o de infravermelho a deformagéo axial em 1222 cm™ da ligagdo C-Br, 1095 e 1079 cm™

da ligacdo C-Cl e, 1226 cm™ para a ligagéo C-F.
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3.3. Sintese e caracterizacdo das amidas estiril-N-benzil substituidas (46a-1)

Os derivados  N-benzil-substituidos foram  sintetizados utilizando-se  o0s
correspondentes cloretos de acido e a benzilamina usando-se o dobro da concentragdo da
amina para a captura do HCI formado. As amidas foram obtidas com 30-60% de rendimento,
dependendo da natureza do substituinte (Tabela 17, pagina 79).

Como o esperado, 0s espectros de infravermelho apresentaram bandas caracteristicas
das deformacdes axiais referentes a carbonila conjugada (C=0) na faixa de 1650 cm™ e &
amida secundaria (N-H) em 3300 cm™. Também foi detectado sinal intenso referente as
deformacdes axiais em 1029 e 1264 cm™ para o grupo metoxila, quando presente.

Nos espectros de RMN 'H para as estruturas da série N-benzil-substituidas, dois
dupletos referentes aos hidrogénios do alceno trans (Ho e HP), com uma constante de
acoplamento entre si de 15 Hz, foram observados em 6,25 e 7,57 ppm. Os hidrogénios H1’ do
metileno adjacente ao nitrogénio da amida foram observados em 4,49 ppm em um dupleto,
com a constante de acoplamento de 5,5 Hz com o H-N da amida secundaria.

Através dos espectros de RMN de **C puderam ser confirmados a presenca dos
substituintes no anel A, conforme est ilustrado na tabela 2. A caracterizacéo geral desta série
foi realizada através dos sinais de deslocamento quimico dos carbonos metilénicos do
grupamento benzila, da carbonila amidica conjugada, e dos carbonos o e f do grupamento
C=C. A tabela 3 apresenta os valores de deslocamento quimico de **C para todos os derivados

da série.
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Tabela 3: Valores de deslocamento quimico (8) de RMN de **C para os derivados da série
estiril-benzil amidas 46a-.

Bc (@) 46a 46b 46¢ 46d 46e 46f 469 46h 46i 46j 46|

X= 4-H 4-OMe 4-F 4-NO, 4-OCH,0 4-Cl 4-Me 3-OH;4-Me 4-Br 4-OEt 4-CN
1 134,73 127,90 131,02 148,19 129,13 13321 131,99 12872 13369 129,37 139,06
2 128,77 128,72 129,55 138,85 106,30 129,05 128,30 11256 12922 12871 127,84
3 129,74 11422 11598 124,53 149,09 129,05 129,57 14578 132,07 11470 132,28
4 129,30 160,89 162,28 154,34 14819 13553 140,06 14811 12389 160,30 112,55
5 129,74 114,22 11576 124,13 10851 129,05 129,57 110,51 132,07 114,70 132,28
6 128,77 128,72 129,55 138,85 123,91 129,05 129,57 121,63 12922 128,71 127,84
K 4388 4381 43,78 44,06 4384 4305 43838 43,82 4394 4379 4371
2’ 138,15 138,20 138,21 137,72 13821 138,05 13821 13822 138,05 13835 138,80
3 127,60 127,53 127,78 128,35 127,91 127,89 127,81 12791 127,95 12751 127,52
Y 128,77 12872 128,78 128,84 128,73 12894 127,81 12872 128,87 127,89 12852
5 128,77 128,72 127,50 127,94 127556 127,62 129,57 12753 127,68 127,29 127,46
6 127,60 127,53 128,78 128,84 128,73 12894 127,81 12872 128,87 127,89 12852
7 127,60 127,53 127,78 128,35 127,91 127,89 127,81 12791 127,95 12751 127,52
C=0 1657 166,10 166,01 164,58 1659 16545 16596 166,07 16542 166,20 164,40
a 120,33 117,96 120,41 119,34 119,34 120,91 119,30 11839 121,03 117,88 118,00
B 141,49 141,04 139,99 13566 141,18 140,06 141,46 14121 140,21 141,07 139,06
CH; 55,32 21,43 5594 53,54
CH, 14,74 101,42 14,74
CN - 123,45

Os carbonos o e B mostraram nos valores de deslocamento quimico a influencia do
efeito eletrbnico dos substituintes, ou seja, quando presentes grupos doadores de eletrons o
Ca apresentou absorcdo em campo mais alto e na presenca de grupos retiradores de elétrons
em campo mais baixo. No caso do Cf3, quando presentes grupos retiradores de elétrons ocorre
a competicdo com o efeito retirador da carbonila, causando uma certa blindagem, levando
portanto a valores menores quando frente a doadores de elétrons.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do anel A representaram os efeitos
esperados de acordo com os substituintes. No caso do derivado fluor-substituido 46c, pdde-se

observar os acoplamentos C-F com J e %J igual a 250 e 21Hz, respectivamente.
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3.3.1 Sintese e caracterizacdo das amidas estiril-N-fenetil substituidas (47a-i)

A série das estiril-fenetil-amidas (Figura 31) p6de ser preparada a partir dos
respectivos cloretos de é&cido, tanto com excesso da fenetilamina quanto em presenca
equimolar da mesma com um equivalente de trietilamina (TEA). O rendimento geral para a
obtencédo desta serie foi melhor em comparacédo com a série N-benzil-substituida, ou seja, as
amidas foram preparadas com rendimentos na faixa de 60 -75% (Tabela 38, pagina 105).

Os derivados desta série foram caracterizados através dos métodos convencionais de
andlise (CG-Massas e infravermelho), através dos quais pdde-se detectar o ion molecular e 0s
grupamentos funcionais para cada derivado em funcdo da natureza dos substituintes.

Os compostos apresentaram em comum, na sua estrutura, absorcGes na regido do
infravermelho para as deformacdes axiais da carbonila amidica (C=0) na faixa de 1650 cm™e
da amida secundaria (N-H) entre 3300-3270 cm™. Outra caracteristica observada nesta série
foi a deformacéo angular de alceno conjugado a carbonila (C=C) entre 1620-1590 cm™.

Na analise dos espectros de RMN de *H a presenca da olefina conjugada a carbonila
foi confirmada. Os derivados da série monossubstituidos no C4 apresentaram o sistema
AA’BB’ em dois dupletos em Ha 6,25 e HB 7,53 ppm com constante de acoplamento de 15
Hz. Os espectros de RMN de **C para a série estiril-fenetilamidas indicaram de forma similar
a série estiril-benzilamidas, 0s mesmos sinais caracteristicos.

A tabela 4 mostra os deslocamentos quimicos de RMN de *3C para todos os derivados

da série das estiril-fenetil-amidas.
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Tabela 4: Valores de deslocamento quimico (8) de RMN de *C para os derivados da série
estiril-fenetil amida 47a-i e 47m.

BC (8) | 47a 47b 47¢ 47d 47f 47g 47h 47

X= 4-H 4-OMe 4-F 4-NO, 4-Cl 4-Me 3-OH;4-Me 4-Br
1 134,81 127,45 130,96 148,09 13325 132,03 131 133,68
2 127,70 129,34 120,22 138,46 129,01 128,84 112,53 129,17
3 128.70 114,19 11599 124,70 129,01 129,79 145,78 131,99
4 129,67 160,84 164,75 154,13 13544 139,98 148,01 123,77
5 128.70 114,19 11578 124,70 129,01 129,79 110,05 131,99
6 127,70 129,34 120,22 138,46 129,01 128,84 121.60 129,17
r 40,81 40,76 40,78 40,87 43,78 43,88 40,78 40,78
2 3567 3567 3561 3549 3558 3570 3545 3557
3 138,88 13891 13881 13858 138,75 138,94 138,94 138,75
4 128,70 128,80 128,70 128,32 128,75 128,84 128,71 128,70
5 127,79 128,80 128,79 129,74 128,91 127,79 128,86 128,70
6 126,57 126,51 126,58 126,66 126,56 126,57 126,57 126,58
7 127,70 128,80 128,79 129,74 128,91 127,79 128,86 128,70
8 128,70 128,80 128,70 128,32 128,75 128,84 138,94 128,70
C=O | 16587 166,22 16568 164,70 16552 166,11 166,10 165,49
a 120,62 118,09 120,22 120,22 121,11 11952 118,69 121,14
B 141,04 140,70 139,88 134,88 139,67 14196 141,87 139,81
CH, - - - - - 21,43 -
OCH; | - 55,32 - - - - 55,99
CH, |- - - - - - -
CN - - - - - - -

De forma similar a série 46, os carbonos o e  mostraram os efeitos em funcéo da
natureza dos substituintes no anel A. Além disso, o derivado fllor-substituido 47c, apresentou

sinais indicando os acomplamentos C-F com J e %J igual a 250 e 21Hz, respectivamente.
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3.3.2 Sintese e caracterizacdo das amidas estiril-N-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil substituidas
(48a-e)

A série das amidas estiril-N-(5’,6’-dimetoxi-fenetil) substituidas foi sintetizada para
estudo de comparacdo, especialmente, com a série da estiril-fenetil-amida. Nesta série,
objetivou-se a incorporacdao de duas metoxilas nas posi¢des C5” e C6” do anel fenetil ¢ a
incorparacdo de substituintes na posicdo para do anel A, além do derivado ndo substituido. A
preparacdo das estiril-N-(5’,6’-dimetoxi)-fenetilamidas foi realizada a partir de quantidades
equimolares dos cloretos de acido correspondentes e a 5,6-dimetoxi-fenetilamina, utilizando-
se TEA em quantidade equimolar. Os produtos desta série foram obtidos em bons
rendimentos na faixa de 78-90 % (Tabela 57, pagina 124).

Os grupos funcionais desta série foram confirmados nos espectros de IV, nos quais
observaram-se as bandas de absorcao das deformacgfes axiais assimétricas e simétricas de éter
em 1222 e 1024 cm™, respectivamente. As estruturas moleculares foram caracterizadas
através de RMN de 'H e °C.

Os hidrogénios metoxilicos (OCHgs) do anel B foram detectados através de simpleto
largo em 3,89 ppm (6H), além dos hidrogénios olefinicos e dos hidrogénios metilénicos
(Figura 30).

3.89
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45 40
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Figura 30: Espectro de RMN 'H da (2E)-N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-fenil-2-
propenamida em CDCls.
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Nos espectros de RMN de **C, foram observados os sinais correspondentes & carbonila
C=0 na faixa de 164,81-166,48 ppm e, 0s Ca. e Cp apresentaram, de maneira semelhante as
outras séries citadas anteriormente, os efeitos dos substituintes do anel A. O derivado 48b
apresentou absorgdes distintas para as metoxilas presentes nos anéis A e B. A tabela 5 mostra

os deslocamentos quimicos de RMN *3C para todos os derivados da série 48.

Tabela 5: Valores de deslocamento quimico (8) de RMN de *C para os derivados da série
estiril-N-(5",6’-dimetoxi)-fenetil 48a-e.

BC (8) | 48a 48b 48¢c 48d 48e

X= 4-H 4-OMe 4-F 4-NO, 4-0CH,0

1 134,14 127,42 130,96 141,02 131,34
2 128,98 129,95 120,63 128,28 106,30
3 130,67 114,43 115,95 124,01 149,28
4 131,53 161,61 164,74 149,05 14854
5
6

130,67 114,20 115,74 124,01 108,66
128,98 129,32 120,22 128,28 124,22

r 41,23 40,96 40,95 40,99 41,18

2 3532 3516 3512 34,99 35,57

¥ 132,53 138,91 139,87 138,30 12941
4 109,11 112,03 112,00 111,93 112,07
5 146,80 149,05 149,08 148,06 147,79
6’ 146,80 146,15 147,74 147,74 147,79
7 108,41 111,44 11145 111,41 11189
8 121,70 120,64 129,47 124,77 12081
C=0 166,48 166,44 165,83 164,81 166,33
o 117,57 118,00 120,56 120,60 118,74
B 141,52 140,84 139,87 141,02 140,98
CH; 30,90 ggég 55,88 55,84 56,18

CH, |- _ - - 101,39

39



3.3.3 Sintese e caracterizacdo das amidas estiril-N-(5°,6’-benzodioxolil)- etilamidas
(49a e 49e)

A sintese das amidas estiril-N-(5,6’-benzodioxolil)- etilamidas foi realizada a partir
dos cloretos de acido estiril-substituidos e da 5,6-metilenodioxifenetilamina em concentracGes
equimolares na presenca de TEA, também em quantidade equimolar, em bons rendimentos de
70 a 76% para 49a e 49e, respectivamente. No derivado ndo substituido 49a, o ndcleo
metilenodioxi esta presente apenas no anel B e, no composto 49e, apresenta-se em ambos 0S
anéis.

Nos espectros de RMN de *H, foram observados para estas substancias o simpleto
largo em 5,96 ppm referente aos dois hidrogénios metilénicos, para o composto 49a, e para o
composto 49e, estes hidrogénios absorveram em 6,01 e 5,96 ppm, conforme pode ser
observado na figura3laeb.

A tabela 6 mostra os deslocamentos quimicos de RMN de "’C para ambos os

derivados da série 49a e 49e.
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Figura 31: A) Espectro de RMN de *H da (2E)-N-[2-(5’,6’-benzodioxol-5-il)etil]-3-fenetil-2-
propenamida (49a). B) Espectro de RMN de *H da (2E)-3-(2,4-benzodioxol-1-il)-N-[2-(5°,6°-
benzodioxol-5-il)etil]-3-fenetil-2-propenamida (49e).
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Tabela 6: Valores de deslocamento quimico (8) de RMN de *3C para os derivados da série

estiril-N-(metilenodioxi)-fenetil 49a e 49e.

BC(3) | 49a  49e

4-H OCH,0
1 134,02 129,19
6 ° 2 128,94 106,34
‘/'\)(N 3 12833 149,06
L 4 127,81 147,88
5 128,33 108,43
6 128,94 123,89

B 1 41,00 40,96

2 3530 3541
j‘/'\/k 3 132,49 132,61
& 109,06 106,34
s 5 147,84 148,22
6’ 146,93 146,25
7 108,06 108,43
8 121,68 121,70
C=0 | 166,07 166,02
o 117,34 118,54
B 141,34 140,88
CH, | 100,91 igg:ii

3.3.4 Sintese e caracterizacdo das N-estiril-N,/V’-diciclo-hexiluréias substituidas (50a e
50e)

A tentativa de sintese da série das amidas estiril-N-dopaminil substituidas foi realizada
através de duas metodologias distintas, porém em nenhuma delas logrou-se éxito (Figura 32).
Na primeira metodologia, utilizou-se o cloreto de &cido como intermediario e a dopamina em
quantidades equimolares, mas ndo se observou a formagéo do produto, obtendo-se o &cido de
partida e a dopamina oxidada como residuo, principalmente apos a adicdo da TEA, também

usada em quantidade equimolar. A segunda metodologia utilizada consistiu em realizar a
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reacdo usando a diciclo-hexilcarbodidimida (DCC) segundo Reux e colaboradores (2008),
porém com algumas modifica¢des, para a obtencdo do produto em uma Unica etapa, no

entanto o produto néo foi observado.

A) (COCI),, DMF,
@/\/\L Hel HoN TEA, CHZCIZ
X \/\@
OH B) DCC, DMF,
45a-m TEA, CH,Cl, Estiril-N-dopaminil substituidas

Dopamina

Figura 32: Proposta para a sintese da série das amidas estiril-N-dopaminil substituidas

O mecanismo descrito na literatura para as reacfes de sintese de amidas via
acoplamento de acidos carboxilicos com carbodiimidas, como o DCC, inicia-se com a
protonacdo da carbodiimida, a qual é atacada pelo anion carboxilato formando um
intermediario reativo a O-acilisouréia (HEGARTY, 1979). Posteriomente, dependendo das
condicdes reacionais, a reacdo pode seguir por duas vias principais: a) reagir com um
nucleofilo, como uma amina, para formar a amida correspondente; b) sofrer um rearranjo acil-
O-N para formar a N,N -diciclo-hexilureia (DCU) (Figura 33).

I
" Ry~ “NHR, + RNHCONHR
X P
+ RN=C=NR 5 /J\
Re™ OH Ry O/J\NH
\ 0 O
/”\ |
Ry r?l NHR
R

Figura 33: Reacdes de acidos carboxilicos com di-imidas.

Fernandez e colaboradores (2000) sintetizaram derivados glicosilados de dopamina via
reacdo de condensacdo em presenca de diciclo-hexilcarbodidimida em presenca da
dimetilaminopiridina (DMAP). As hidroxilas foram protegidas com brometo de benzila e a
amida foi obtida com sucesso.

No procedimento de Reux e col. (2008), a condensacdo de um aminoaglcar
dissolvido em DMF levou ao acido clorambucil ap6s 20h de reacdo a temperatura ambiente.
Na reacdo, a DCC foi adicionada em quantidade equimolar, juntamente com N-
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hidroxibezenotriazol (OHBt), como catalizador. O produto puro foi obtido apds purificacdo
em coluna cromatogréfica de gel de silica.

Os aditivos DMAP e OHBLt, empregados pelos autores citados acima, tem a funcao de
ativar a carbonila, aumentando a eficiéncia de acila¢do do grupo amino (CHAN & COX,
2007). O uso de HOBt também contribuiu para diminuir a formagao da N, N -diciclo-
hexiluréia, figura 34 (MONTALBETTI & FALQUE, 2005).
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Ot O W

N- amluraa

Figura 34: Mecanismo de sintese de amidas via etapa Unica de acoplamento, catalisada por
HOB.

Entretanto, uma das desvantagens do emprego da DCC é a possibilidade de
racemizacdo e formacdo de um intermediario N,N’-diciclo-hexiluréia, por condensacdo da
propria DCC (HEGARTY, 1979). Nesta reacdo concertada ocorre uma transferéncia
intramolecular da ligacdo O-Acil para N-acil, levando a formacéo da acilisoureia. O emprego
de DMAP e HOBt também auxiliam na protonacdo e no deslocamento da carbodi-imida na
forma de uréia (CHAN & COX, 2007).

Neste trabalho de tese, como se tratava de cloridrato de dopamina e, ndo de um
aminoaclcar, como no caso citado por Reux, a reacdo foi feita em diclorometano (DCM)
como solvente, em presenca de TEA. As hidroxilas ndo foram protegidas e a reagdo se
procedeu na auséncia de DMAP ou HOBt (N-hidroxibenzotriazol). No entanto, ao invés da
amida correspondente, o produto obtido foi a N,N’-diciclo-hexil-N-[(2E)-3-fenil-2-
propenil]uréia (DCU), conforme mecanismo sugerido para a etapa de rearranjo intramolecular

na Figura 35.
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O-acilisouréia MNacilureia
Figura 35: Mecanismo simplificado do rarranjo molecular sugerido para a obtencéo da N-

estiril-N, N ’-diciclo-hexiluréia.

Por essa razéo, a sintese da série estiril-N-dopaminil substituida ndo foi bem sucedida,
sendo obtidos compostos da série de N-estiril-N,N’-diciclo-hexiluréia substituidas. No
entanto, como a sintese desta série ndo foi nosso objetivo, foram isolados e caracterizados
apenas a N-estiril-N,N’-(diciclo-hexil)-uréia 50a e a p-cloro-estiril-N,N’-(diciclo-hexil)-uréia
50f.

Nos espectros de RMN de *H, as N-estiril-N,N’-diciclo-hexiluréias apresentaram sinais
na forma de dois dupletos um 7,55 ppm e outro em 6,65 ppm com acoplamento de 15 Hz
entre si, relativos aos hidrogénios olefinicos do grupo estirila. Outra caracteristica em comum
destes compostos foram os dois multipletos relativos aos H;- e H;-- do anel cicloexila em 4,09
ppm e 3,75 ppm, respectivamente. Também foram registrados os sinais (multipletos)
referentes aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metinicos CHN (1’ e 1°°) dos anéis
diciclo-hexilaem 4,11 e 3,36 ppm, respectivamente, conforme espectro na figura 36.
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Figura 36 — Espectro de RMN de *H da amida estiril-N, N -diciclo-hexilureia 50a.
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No espectro de RMN de '*C, a uréia p-cloro-estiril susbtituida, observou-se as
carbonilas amidicas em 164 e 160 ppm. Os carbonos Ci-e C,- apresentaram deslocamentos
quimicos em 59 e 55 ppm, respectivamente. Os carbonos referentes aos dois anéis cicloexila

foram atribuidos na faixa de 25,3 a 32,75 ppm (Figura 37).
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Figura 37: — Espectro de RMN **C da uréia p-cloro-estiril susbtituida 50f.

3.4 Ensaios Bioldgicos

3.4.1 Estudo de biodisponibilizacéo das estiril-amidas para os ensaios in vitro

3.4.1.1 Microemulsdes

A solubilidade das amidas sintetizadas neste trabalho foi um dos principais fatores que
interferiram na realizacdo dos ensaios para a avaliacdo da atividade anti-leishmania, pois estas
se apresentaram pouco sollveis no meio de cultura utilizado.

O estudo de sistemas de microemulsdes (SME) para aumentar a solubilidade de
compostos sintéticos e naturais vem sido aplicado por nosso grupo de pesquisa em
colaboragéo com as Profas. Dras. Maria Aparecida Maciel e Tereza Neuma de Castro Dantas,
da UFRN.
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Dentre os sistemas de microencapsulamento desenvolvidos por Gomes e
colaboradores (2006), foram avaliados 4 tipos de microemulsdes, sendo elas SME-1, SME-7,
SME-8 e SME-10. Essas microemulsdes se apresentaram mais estaveis em solucdo aquosa. A
classificacdo dos SME baseia-se de acordo com suas formulacdes, considerando a natureza e
concentracdo dos componentes: Tween 20, Span 20, IPM, etanol e agua (GOMES et al.,,
2006).

Os sistemas microemulsionados SME-1, SME-G7 e SME-H8 foram obtidos
utilizando-se misturas dos tensoativos Tween 80 e Span 20 (3:1) e o sistema SME-10 contém
como tensoativo a mistura Tween 20: Span 20. Como cotensoativo utilizou-se propilenoglicol
(SME-G7) e mistura de etanol e sorbitol (SME-H8); a formulacdo SME-10 ndo contém
tensoativo. Como fase 6leo utilizou-se para todas as formulagfes miristato de isopropila com
percentuais que variam de 5 — 30%. Apenas o sistema SME-G7 ndo contém &gua, para 0s
demais o percentual de &gua bidestilada variou entre 7 — 60%. Estas formulagdes foram
preparadas de acordo com metodologia previamente reportada (GOMES et al., 2006).

Neste estudo, observou-se que a estabilidade dos SME se manteve garantida até a
concentracdo de 2 % (v/v) em relacdo ao PBS. Acima deste percentual as solucdes se
apresentavam turvas, tornando os ensaios invidveis. Portanto, estes estudos preliminares
foram realizados com percentuais abaixo de 2 % SME/PBS (v/v).

Assim, inicialmente, foram realizados ensaios in vitro frente a culturas de Leishmania
amazonensis com 0s sistemas de microemulsfes e PBS para avaliacdo da toxicidade desses
sistemas frente aos parasitos. Os resultados obtidos mostraram alta toxicidade para estas
formulacdes frente a L. amazonensis, inibindo de 90 a 95% o crescimento dos parasitos na
presenca de 1% (v/v) das SME. Observou-se, também, que quanto mais diluidas as solucdes
SME/PBS mais toxicas se tornavam os SME ao parasito. A Figura 38 mostra os graficos dos
percentuais de inibicdo em relacdo a concentracdo das microemulsées em PBS frente a L.

amazonensis.
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Citotoxicidade dos SMEs frente a L.amazonensis
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Figura 38: Valores de % de inibigc&o versus concentracdo dos SMEs frente a L. amazonensis.

Interessantemente, os ensaios realizados frente as células de macrofagos mostraram
que a diluicdo dos sistemas SME em PBS diminuiam sua citotoxicidade. A diluigdo de 0,25 %
em PBS para o sistema SME-1, apresentou uma inibicdo do crescimento celular abaixo de 20
%, enquanto que os demais sistemas SME-7, SME-8 e SME-10 chegaram a inibir acima de

80% da proliferacdo dos macréfagos (Figura 39).

Citotoxidade dos SMEs frente a macrofagos
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Figura 39: Valores de % de inibicdo versus concentracdo dos SMEs frente a macréfagos

O sistema SME-1 foi 0 menos citotoxico frente aos macrofagos, possivelmente devido
a menor concentracdo de tensoativos (IPM, Tween 80 e Span 20), sugerindo um possivel
mecanismo de morte via lise de membrana celular. No entanto, as SME-7,8 e 10 mostraram-
se leishmanicidas, mas tambeém citotdxicos frente aos macrofagos, inviabilizando seu

emprego como veiculo biodisponibilizador das amidas.

3.4.1.2 Ciclodextrina e PVP
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A partir dos resultados obtidos com os sistemas de microemulsdes buscou-se outras
alternativas para viabiliar a biodisponibilizacdo das amidas nos ensaios frente aos parasitos da
L. amazonensis. As novas alternativas estudadas envolveram a incorporacao das amidas em f-
ciclodextrina (B—CD) ou polivinilpirrolidona (PVP), sistemas estes amplamente utilizados para
solubilizar moléculas hidrofobicas, as solugdes de meios hidrofilicos como no caso do meio
de cultura a ser utilizado nos ensaios bioldgicos.

Previamente aos ensaios, foram preparadas, a partir da solugdo estoque das amidas,
diluicdes sucessivas contendo o composto e p-ciclodextrina (3—CD) ou polivinilpirrolidona
(PVP), com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade destes agentes em solucdo aquosa. O
controle positivo, referente a cada solucdo, também, foi avaliado. As concentracdes das
solugdes utilizadas nos experimentos estdo apresentadas na tabela 8.

Tabela 7: Solugbes em DMSO contendo 3-CD ou PVP utilizadas nos ensaios antileishmania.

componentes Amostras em Amostrasem CD Amostras em PVP
DMSO

composto 50 uM 50 uM 50 uM

DMSO 1% 1% 1%

B—CD - 100 uM -

PVP - - 100 pg/mL

Apds sucessivos ensaios para avaliar a maior razdo entre a solubilidade/citotoxicidade
dos veiculos utilizados para aumentar a biodisponibilidade das amidas, a propor¢éo
empregada foi de 1:2 composto/B—CD, enquanto que a concentragdo da PVP foi de
100 pg/mL. Nessas concentracdes a 3-CD e a PVP foram solugGes com baixa toxicidade tanto
para 0s parasitos quanto para os macrofagos.

Assim, em funcdo desses resultados a 3-CD e a PVP foram utilizadas para aumentar a
solubilidade das amidas em meio de cultura favorecendo sua biodisponibilidade nos ensaios

in vitro.
3.4.2 Avaliacao da Atividade Leishmanicida

A avaliacdo da atividade leishmanicida das amidas sintetizadas neste trabalho de tese

foi realizada com a intencdo de se obter novas moléculas analogas a amida alcaloidal, piperina
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e tiraminas, potencialmente ativas contra a leishmaniose, visto que os farmacos de uso clinico
atuais apresentam alto custo e alta toxidez.

O ensaio de avaliacdo da atividade antileishmania foi realizado no laboratorio de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria do Departamento de Microbiologia Veterinaria do
Instituto de Veterinaria da UFRRJ, sob a orientacdo da professora Dra. Licia Helena Pinto da
Silva e o protocolo experimental utilizado referiu-se ao publicado por Pinto-da-Silva e
colaboradores (2005).

A determinacéo da atividade antileishmania in vitro foi realizada segundo 0 método do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio), o qual consiste na medida
do dano induzido pela substancia no metabolismo celular de glicidios, principalmente na
atividade de enzimas desidrogenases (MOSMANN, 1983).

Desta forma, neste trabalho, a atividade celular foi quantificada através da reducéo do
MTT a formazana correspondente, ocasionada indiretamente pela acdo das enzimas
desidrogenases presentes nas células vidveis (Figura 40). Os produtos formados pela atividade
enzimatica, NADH e NADPH, séo responsaveis em reduzir o sal tetrazolio a formazana na

medida em que ndo ha perda da viabilidade celular.

Desidrogenases

N.. /k“
Substrato Substrato @_« N7 N
Reduzido Oxidado N—N

Formazana

MTT

Figura 40: Reacdo de reducdo do MTT a formazana.

A atividade leishmanicida das séries estiril-amidas foi avaliada frente as formas
promastigotas de L. amazonensis em culturas na fase estacionaria. A tabela 9 mostra os
resultados obtidos para os derivados das séries estiril-susbtituidas a 50 uM utilizando como

veiculo para a solubilizacdo o DMSO, B-CD e PVP.
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Tabela 8: Valores da % de inibi¢cdo do crescimento de L. amazonensis frente as séries de
estiril-benzil-amidas, estiril-fenetil-amidas, estiril-5’,6’-metilenodioxi-fenetil-amidas e estiril-

5°,6’-dimetoxi-fenetil-amidas (50uM), usando DMSO, B-CD e PVP.

Amostras (50p1M) ensaiadas frente a promastigotas de L amazonensis

Série 1% de DMSO 1% de DMSO com B-CD 1% DMSO com PVP

% de inib.® dp (£)° n® % de inib.? dp(+)° n° %deinib.® dp(£)® n°
4-X-estiril-benzil-amida
H 17,31 1,53 3 22,66 1,73 3 29,42 6,77 3
OMe 3,55 1,83 3 5,53 1,26 3 7,31 1,38 3
F 13,62 1,87 3 7,269 2,82 3 20,95 1,19 3
NO, 3,87 2,43 3 12,34 1,27 3 24,10 2,37 3
OCH,0 8,10 2,42 3 15,40 2,10 3 6,43 3,26 3
Cl 12,01 2,492 3 14,56 2,76 3 20,00 2,32 3
Me 14,45 3,04 3 10,12 1,01 3 9,51 1,41 3
3-OH,4-OMe 1,63 2,83 3 8,065 0,68 3 10,46 5,52 3
Br 16,25 2,99 3 15,31 3,84 3 18,46 1,10 3
OEt 0,55 0,96 3 7,24 2,00 3 10,56 2,57 3
CN 3,46 2,14 3 297 1,20 3 15,47 2,11 3
4-X-estiril-fenetil-amida
H 17,70 0,89 3 12,33 2,75 3 0 0 3
OMe 11,32 1,43 3 26,00 1,26 3 22,61 0,63 3
F 8,45 1,67 3 0,06 0,11 3 11,26 1,17 3
NO, 16,74 1,55 3 28,00 6,44 3 0,30 0,52 3
OCH,0O 17,79 2,99 3 30,07 3,67 3 25,05 12,36 3
Cl 24,17 3,14 3 16,04 1,195 3 34387 0,70 3
Me 17,82 1,82 3 26,69 1,93 3 32,85 0,99 3
3-OH,4-OMe 41,073 1,76 3 36,77 2,10 3 37,57 0,48 3
Br 37,04 1,50 3 2543 0,88 3 27,09 0,53 3
4-Etil,3-OH 18,15 2,40 3 49,78 0,72 3 39,10 5,26 3
4-X-estiril-dimetoxifenetil-amida
H 25,76 1,24 3 15,74 0,79 3 3564 1,88 3
OMe 27,13 6,09 3 22,80 9,72 3 27,38 2,78 3
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F 33,64 1,43 3 33,75 8,99 3 37,20 0,99

NO, 39,16 3,58 3 45,68 6,12 3 43,96 3,69
OCH,0 26,59 5,66 3 25,46 1,51 3 36,15 1,32 3
estiril-metilenodioxifenetil-amida

H 19,64 0,82 3 29,61 3,68 3 3092 7,29 3

% de inib.= percentual de inibicéo; °dp= desvio padrdo; ‘n= nimero de ensaio independentes

Os resultados obtidos para a série das estiril-benzilamidas frente a L. amazonensis, na
forma de promastigotas, mostraram os derivados ndo-subtituido, nitrado e os halogenados
como 0s mais citotoxicos, sendo que a utilizacdo da p—CD ou PVP para aumentar a
solubilizacdo dessas amidas contribuiu, de maneira geral, para o incremento da atividade
desta série. A utilizacdo da PVP favoreceu a solubilidade da maioria dos derivados desta
série, principalmente os constituidos por grupos retiradores de elétrons. A Figura 41 mostra o
grafico com os percentuais de inibicdo para cada derivado da série estiril-benzilamidas

destacando a natureza dos substituintes e o veiculo usado junto ao DMSO.

6 Atividade Leishmanicida da série CBA = DMSO
= DMSO com CD

40 B DMSO com PVP
Q
O
) 30
£
@ 20
©
B

10

0
H OMe F NO2 OCH20 Cl Me 30H40MN Br OEt CN

x-substituintes

Figura 41: Valores dos percentuais de inibicdo frente a L. amazonensis (promastigotas) para

a série estiril-benzil-amidas (CBA).

O incremento de um carbono metilénico na cadeia saturada do grupo ligado ao
nitrogénio amidico, série estiril-fenetilamidas, tornou essas amidas mais hidrofobicas
potencializando a atividade leishmanicida nos derivados 4-Cl, 4-Br, 4-Me, 4-OMe, em

comparagdo com a série estiril-benzil-amidas. De maneira geral, a atividade biologica foi
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favorecida na presenca da 3-CD ou PVP, exceto para os derivados ndo subtituido, 3-OH,4-

OMe e 4-Br, como pode ser observado na tabela 7 e figura 42.

Atividade Leishmanicida da série CFA

1 DMSO
50+ B DMSO com CD
T I DMSO com PVP

o 404
T M
o
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£
3 204
X

104

0_ - -

H Ome F NO2 OCH20 ClI Me 30H40M Etil Br

x-substituintes

Figura 42: Valores dos percentuais de inibicdo frente a L. amazonensis (promastigotas) para a
série estiril-fenetilamida (CFA).

Na série estiril-metilenodioxifenetil-amida, a presenca do grupo metilenodioxido no anel
B elevou a acdo leishmanicida para os derivados 4-H, 4-F e 4-NO, em relacdo as séries
anteriores. Para todos os derivados desta série, a solugdo contendo PVP foi a que apresentou
um maior percentual de inibicdo. A incorporacdo da P-CD ndo contribuiu na

biodisponibilizacdo dos compostos, exceto para o derivado 4-NO, (Figura 43).

Atividade Leishmanicida da série

MDFA
50-
1 DMSO

o 404 T B CD
S . PVP
8 301
£
S 20
<

10

0- L

H Ome F NO2  OCH20

X- substituintes

Figura 43: Valores dos percentuais de inibicdo frente a L. amazonensis (promastigotas) para
a serie estiril-metilenodioxi-fenetilamidas (MDFA).

O derivado 49a da série estiril-5’,6’metilenodioxi-fenetil-amidas apresentou

percentual de inibi¢cdo em torno de 30% quando utilizado 3-CD ou PVP. Em comparagéo aos
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derivados ndo-substituidos das outras séries de amidas, o derivado 49a apresentou melhor
atividade quando biodisponibilizado em p-CD.

A B-CD é capaz de formar complexo de inclusdo em meio aquoso, incorporando em
sua cavidade apolar a por¢do mais hidrofobica da molécula. No entanto alguns fatores como
tamanho e volume da molécula podem influenciar na formacao ou n&o destes complexos
(AMIEL et al., 1999)

Wang e col. verificaram por cristalografia de raios X que a insercdo da benzamida na
cavidade da B-CD em proporcdo 1:1 ocorre sem o estabelecimento de ligacdo de hidrogénio
(Figura 44), sendo o tamanho da gaiola grande o suficiente para acomodar totalmente o anel
benzénico mono-substituido (WANG et al., 2007).

Neste trabalho, a proporcdo adotada foi de 1:2, objetivando a inser¢do de ambos 0s
anéis aromaticos (A e B) na cavidade de B-CD. De fato, a utilizagdo da 3-CD nos ensaios para
a avaliacdo da atividade antileishmania com as amidas levou, de maneira geral ao aumento da
atividade biolégica (WANG et al., 2007).

Figura 44: Estrutura cristalografica do complexo de inclusdo da formado entre a BCD e a
benzamida (WANG et al., 2007).

Os valores de logP, foram calculados para as séries estiril-amidas, utilizando-se o

programa ACD, e posteriormente correlacionados com o0s correspondentes valores dos

percentuais de inibi¢do, a 50uM, frente a L. amazonensis.
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CBA (46) LogP*CFA (47)  LogP*DMFA (48) LogP* MDFA (49) LogP*

X=H 3.35 X=H 351 X=H 325 X= H 338
OMe 3.30 Ome 3.46 Ome 3.20
F 3.36 F 3.52 F 3.26
NO2 2.24 NO2 241 NO2 215
OCH20 347 OCH20 3.64 OCH203.37

Cl 3.97 Cl 4.04
Me 3.81 Me 3.97
30H40Me2.5 30H40Me2.66
Br 4.24 Etil 4.45
OEt 3.83 Br 4.02
CN 2.92

Os resultados das correlagdes mostraram um perfil linear para as séries da benzil e
fenetil-amidas. A série estiril-benzil-amidas apresentou correlacdo linear para 0s ensaios
realizados em DMSO (r = 0,9364, dp = 2,25 e p = 0,002 paran = 7), e na presenca de 3-CD
(r=0,9134,dp =2,03, p =0,004 paran =7).
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CBA (DMSO) - CBA(DMSO com [-CD)

14+

1
% do Inlb. (L amaTonensis)

% do Inlblglio (L. amazonens's)
v

20 le !IJI Slj lIJI llﬁ
LogP
Amostra (DMSO)

% de inib.=-22,56 (£5,27) + 8,97 (£1,50) LogP
r=09364dp=225p=0,002n=7

LogP

Amostra (DMSO com p-CD)
% de inib.=-24,48 (£6,65) + 9,21 (x1,81) LogP
r=09150dp=203p=0,003n=7

A série estiril-fenetil-amidas mostrou correlacdo linear menos significativa do que a
anterior para os ensaios realizados em DMSO (r = 0,8802, dp =4,45, p = 0,004 paran =8), e
na presenca de PVP (r = 0,8426, dp = 7,49, p = 0,009 para n = 8).

As correlagbes sugerem a importancia do efeito hidrofébico para a atividade anti-
leismania, pois as amidas com maiores valores de logP apresentaram maiores percentuais de

inibic&o.
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CFA (DMSO) CFA (DMSO com PVP)
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LogP

Amostras (DMSO)
% de inib.=-64,58 (+18,476) + 21,86 (+4,81) LogP
r=0,8802dp=4,45p=0,004n=28

Amostras (DMSO com PVP)
% de inib.=-48,68 (+11,27) +19,74 (£3,02) LogP
r=0,9364dp=4,87p=0,001n=28

3.3 Citotoxicidade frente a macréfagos
A atividade citotdxica das séries das estiril-amidas, também foi analisada frente a

células de macrofagos de camundongo. Na tabela 8 estdo representados os valores da
atividade inibitoria e a seletividade para as amostras na concentragdo de 50uM tratadas
apenas em DMSO 1%. A seérie estiril-dimetoxifenetil-amida apresentou-se, de maneira geral,

mais seletiva do que as demais.
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Tabela 9: Valores dos percentuais de inibicdo do crescimento de L. amazonensis, utilizando

1% de DMSO, e de seletividade da atividade inibitoria entre promastigotas e macrofagos,

utilizando as estiril-amidas (50 uM).

Série

Atividade inibit6ria

L.amazonensis (X)
(2.10° cél/mL)

Macrofagos (Y)
(1.10° cél/mL)

% de inib.? dp (£)°

% de inib.? dp (£)°

Seletividade (X/Y)

4-X-Estiril-benzilamida

H 17,31
OMe 3,55
F 13,62
NO, 3,87
OCH,0 8,10
Cl 12,01
Me 14,45
3-OH,4-OMe 1,63
Br 16,25
OEt 0,55
CN 3,46
4-X-Estiril-fenetilamida

H 17,70
OMe 11,32
F 8,45
NO, 16,74
OCH,0 17,79
Cl 24,17
Me 17,82
3-OH,4-OMe 41,07
Br 37,04
OEt 18,15
4-X-Estiril-dimetoxifenetilamida
H 25,76
OMe 27,13
F 33,64
NO, 39,16
OCH,0 26,59

Estiril-metilenodioxifenetil-amida

H

19,64

1,53
1,83
1,87
2,43
2,42
2,492
3,04
2,83
2,99
0,96
2,14

0,89
1,43
1,67
1,55
2,99
3,14
1,82
1,76
1,50
2,40

1,24
6,09
1,43
3,58
5,66

0,82

35,60
16,25
12,06
30,12
8,89

20,29
19,45
22,44
31,82
7,80

10,80

9,42

12,14
18,96
35,50
36,85
18,72
33,55
31,16
32,01
32,10

12,88
15,23
21,43
5,48

41,52

18,02

1,96
0,24
0,74
0,22
2,64
0,33
1,90
2,35
0,42
1,62
0,49

1,79
2,10
2,08
2,94
1,80
3,94
1,13
10,60
2,80
0,83

1,02
2,16
1,81
1,49
2,97

2,23

0,96
0,42
2,24
0,24
1,82
1,18
1,48
0,14
1,02
0,14
0,60

3,74
1,86
0,88
0,94
0,96
2,58
1,06
2,62
2,3
1,12

4
3,56
3,12

14,28
1,28

2,16

%% de inib.= percentual de inibicdo; "dp= desvio padréo
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3.4.3 Inibicdo da DNATopoisomerase I1-a

As DNA-topoisomerases representam a familia de enzimas essenciais aos processos
topoldgicos durante a replicagdo, transcri¢do, recombinagdo e reparo da dupla fita de DNA.
Existem trés categorias de isoenzimas: DNA topoisomerases tipos la, I (CE 5.99.1.2) e 1l
(CE 5.99.1.3) (CHAMPOUX, 2001; WANG, 2002).

As DNAs topoisomerases Il sdo enzimas homodiméricas dependentes de ATP para
realizar o corte na dupla fita do DNA; capazes de relaxar, concatenar e de introduzir
moléculas de DNA, estdo presentes tanto em células de mamiferos nas formas isoméricas
DNA topoisomerase Il-o. €  como em protozoarios parasitos: Tripanossma sp e Leishmania
sp (FRAGOSO & GOLDENBERG, 1992; DAS, et al., 2001).
do efeito do relaxamento do DNA super-helicoidal do plasmidio pBR322 e ATP, conforme a
metodologia descrita por Esteves-Souza e col. (2006). O controle positivo utilizado nos
ensaios foi a etoposida (20uM), inibidor especifico da Topo II.

As figuras a seguir apresentam os resultados obtidos através das fotografias dos géis
de agarose, reveladas com brometo de etidio, apds a realizacdo dos ensaios. A banda do DNA
super-helicoidal, quando presente nos ensaios com as amidas, revela a inibicdo da atividade
enzimatica. Do contrario, a presenca apenas da banda do DNA relaxado indica que a enzima
atuou sobre o DNA, relaxando-o.

As séries estiril-amidicas a uma concentracdo de 50uM foram, de maneira geral,
inibidoras da atividade enzimatica da topoisomerase Il-a. humana, sugerindo um possivel
mecanismo de acao dessas substancias ao atuarem na inibicdo da Leishmania amazonensis. A
série estiril-benzil-substituida (46) foi a mais ativa, sendo que dentre os 11 compostos

testados apenas o derivado 46e ndo foi ativo (Figura 45 e 47).
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DNA helicoidal —9

Figura 45: (1): etoposida 20 uM + pBR322 25 ug + topo Il-a (1U); (2): pBR322 25 ug; (3):
pBR322 25 pg + topo 11-a. (1U); (4): CBA (46a) 50 puM; (5): OCH,O-CBA (46€) 50 puM; (6):
NO,-CBA (46d) 50 uM; (7): Me-CBA (46g) 50 uM; (8): MeO-CBA (46b) 50 uM; (9): Cl-
CBA (46f) 50 uM; (10): F-CBA (46c) 50 uM.

Na série estiril-fenetil-amida 47, os compostos 47e, 47h, 47i e 47m apresentaram inibicdo
total da acdo da topoisomerase Il-a a 50uM sobre o DNA. Os ensaios com estes derivados
revelaram a presenca no gel do DNA super-helicoidal, confirmando a inativacdo da enzima.
Para os compostos 47b e 47f, pode-se observar bandas menos intensas indicando o DNA
super-helicoidal, mostrando, qualitativamente, uma baixa atividade de inibicdo enzimatica
(Figura 46 e 47).

DNArelaxado —P

DNA helicoidal —§

Figura 46: (1): etoposida 20 uM + pBR322 25 nug + topo ll-a (1U); (2): pBR322 25ug; (3):
pBR322 25ug + topo 11-a (1U); (4): CFA (47a) 50uM; (5): NO2-CFA (47d) 50uM:; (6): Me-
CFA (47g) 50uM; (7): OCH20-CFA (47¢) 20uM:; (8): MeO-CFA (47b) 50uM; (9): F-CFA
(47¢) 50uM; (10): CI-CFA (47f) 50uM.

60



DNArelaxado —P

DNA helicoidal —

Figura 47: (1): etoposida 20 uM + pBR322 25 ug + topo Il-a (1U), (2): DNA 0,25ug, (3):
DNA 0,25ug + enzima 1U, (4): 3-Eil-4-OH-CFA (47m) 50uM, (5): 30H-40Me-CBA (46h)
50uM (6); OET-CBA (46j) 50uM, (7): Br-CBA (46i)50uM, (8):Br-CFA (47i) 50uM, (9):
CN-CBA (461) 50uM, (10): 30H-4Me-CFA (47h)50uM.

A presenca das metoxilas no anel B, na série das estiril-5,6’-dimetoxi-fenetil-amidas
resultou na atividade dos derivados frente a enzima topo Il-a, exceto o composto 48c.
Aparentemente, o padrdo de substituicdo no anel B para os derivados 48a-e favorece a
inibicdo enzimatica, independentemente do efeito eletrénico dos substituintes (Figura 48 e
49).

DNArelaxado —P

DNA helicoidal —

Figura 48: (1): etoposida 20 uM + pBR322 25 ug + topo Il-a (1U); (2): pPBR322 25mg; (3):
pBR322 25ug + topo Il-a (1U); (4): MeO-DMFA (48b) 50uM; (5): F-DMFA (48c) 50uM;
(6): OCH,0O-DMFA (48e) 50uM; (7): NO,-DMFA (48d) 50uM.
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O composto 49a, similar estruturalmente ao derivado 48a, também foi ativo frente a
enzima topo Il-a.. A figura 49, revela a agdo destes compostos com a presenca da banda do

DNA super-helicoidal, conforme o controle positivo com etoposida.

DNArelaxado —P

DNA helicoidal —

Figura 49: Gel 2: etoposida 20uM, (2): DNA 0,25ug, (3): DNA 0,25ug + enzima 1U, (4):
DMFA (48a) 50uM, (5): MDFA (49a) 50uM.

62



4 CONCLUSAO

e Os métodos de sintese utilizados para a obtencdo dos derivados semi-sintéticos 37-39
mostraram-se satisfatorios com a reducao do tempo reacional e obtencdo dos produtos
com maior grau de pureza, sobretudo o 2° método empregado para a obtencdo da
amida 39.

e A reacdo de Sandmeyer empregada para a obtencdo dos derivados halogenados 40 e
41 foi pouco satisfatéria devido a formacdo de véarios subprodutos. Além disso, a
purificacdo das amidas em coluna cromatografica de gel de silica também contribuiu

para o baixo rendimento. O emprego da uréia tornou 0 método mais eficiente.

e As reacfes com o cloreto de oxalila em presenca de DMF para a obtencdo das séries
estiril-benzilamida, estiril-fenetilamida, estiril-dimetoxifenetilamida e estiril-
metilenodioxifenetilamida, foram satizfatorias, com rendimentos variando de 50 a
95%.

e A formacdo da série estiril-dopaminilamida ndo logrou-se éxito tanto via formacéo de

cloreto de &cido, quanto com o uso da DCC.

e O emprego da DCC, na auséncia do HOBt, favoreceu a interacdo N-acil
intramolecular, levando a obtencdo de N-estitil-V,/V’-diclico-hexil-uréias em
rendimentos 60-76%.

e Os ensaios para a avaliacdo da atividade leishmanicidas mostraram que a série estiril-
5’-6’-dimetoxifenetilamidas foi a mais citotdxica, apresentando uma maior

seletividade diante dos macrofagos.

e A utilizacdo da B—CD e PVP contribuiu para a biodisponibilizacdo das amidas
independentemente do efeito eletrénico do substituinte. As estitil-amidas (50uM), em

sua grande maioria, inibiram a atividade enzimatica da topoisomerase Il-a.
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5 MATERIAL E METODOS

Os solventes utilizados para reacOes, extracdes e purificacbes em colunas
cromatograficas possuiam grau analitico, sendo fornecidos pela Merck ou Vetec.

Os espectros na regido de infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro
Perkin-Elmer modelo 1600 FT, utilizando-se filme em células de NaCl para produtos liquidos
ou pastilhas de KBr para os s6lidos, tendo-se os valores de niimero de onda medidos em cm™.

As absorbancias na regido UV-visivel foram obtidas em leitora de microplacas Elisa
(Modelo 680, Bio Rad).

Os espectros de RMN de *H (200 MHz) e de *C (50,3 MHz) foram obtidos em um
aparelho Bruker AC-200, utilizando-se como solventes CDCl3, acetona-Dg € TMS como
referéncia interna, tendo os valores de deslocamento quimico (8) medidos em ppm e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz. As areas dos sinais foram obtidas por integracédo
eletronica e suas multiplicidades foram descritas da seguinte forma: s-simpleto; d-dupleto; dd-
duplo dupleto; m-multipleto.

Os espectros de CG-massas foram obtidos em um espectrdmetro de massas acoplado a
um cromatdgrafo gasoso (CG-EM), modelo Varian Saturn 2000, com impacto de elétrons
a 70 eV. Os pontos de fusdo foram obtidos em aparelho MELTEMP Il e ndo foram corrigidos.

Os ensaios para avaliacdo da atividade leishmanicida foram realizados no Laboratério
de Microbiologia e Imunologia Veterinaria do Departamento de Microbiologia Veterinaria do
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio Janeiro (UFRRJ), em

colaboragdo com a Profa. Dra. Lucia Helena Pinto.
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5.1 Extracdo da (2E,4E)-5-(2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-2,4-pentadien-1-ona (24)
(piperina)

Sementes moidas de pimenta do reino (100g), adquiridas comercialmente, foram
empacotadas em cartucho de papel de filtro e disposto no extrator de Soxhlet o qual fora
conectado a um baldo de 1L contendo 500 mL de etanol. A extragdo foi mantida sob refluxo
por 5 horas.

Evaporou-se com auxilio do rotaevaporador a solugéo obtida e adicionou-se ao extrato
uma solucdo de KOH em etanol (20%) para promover a precipitacdo dos taninos e demais
impurezas. Filtrou-se a solugdo do extrato alcalinizada, separando 0s grumos. Em seguida,
acrescentou-se agua destilada a solucdo para precipitar a piperina.

A piperina 24 na forma de cristais amarelos 2,89 (3%) foi obtida apds uma semana,

quando a precipitacdo da mesma se deu por completa, permitindo sua extracdo e purificagcdo
(6]
2,8 B v
03 AI A N 2
7< Y o
[¢] b 3
4 5

5.2 Sintese dos derivados analogos a piperina

com éter etilico a 4° C.

5.2.1 Sintese da 5-(2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona (37)

A piperina 24 (1200 mg) foi adicionada a um baldo de 100 mL, juntamente com 20
mL de acetato de etila e 60 mg (5 %) de Pd/C, como catalisador, sob agitacdo por 20 minutos
em atmosfera de H,.

Apos o término da reacdo, o produto foi filtrado em funil de vidro sobre papel de filtro
e purificado ao passar por seringa de florisil (Sep-pak). Evaporou-se o solvente, obtendo-se a
tretaidropiperina 37 na forma de um 6leo ambar. A reacdo forneceu 1,13 g, rendimento de
93% (CONCEICAO, 1999; BARRETO-JUNIOR, 2005).
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F.M.: C17H24N203 (PM 289,30)
E.M. (m/z): 290 (M+H)™

Tabela 10. Atribuicdes para os espectros de RMN de 'H e *C (50 MHz) para a 5-2,4-

benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona 37 em CDCls.

Posicdo | 'H (8, ppm; J, Hertz) | **C (8, ppm)
1°-5° 1,89-1,51 (m, 10H) 48,52-24,39
1 - 135,98

7 6.73-6,59 (m, 1H) | 107,87

3 - 147,32

4 - 145,32

5 6.73-6,59 (m, 1H) | 108,66

6 6,73-6,59 (m, 1H) 120,91

7 5,84 (s, 2H) 100,87

o 2,20 (t, 2H, J=7,0) 33,06

B 1,45-1,55 (m, 2H) | 29,51

v 145155 (m, 2H) | 31,27

5 240 (t, 2H, 3= 7.0) | 35,27

C=0 - 171,04
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Espectro 1: Espectro de massas da 5-(2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona 5 37.
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Espectro 2: Espectro de RMN *H da 5-(2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona 37, em
CDCls.

—24.75

8
3
3
)
g Sy
8 ik
- !
! 8
EH
I's
g
= @
L
g S
[ P
8
8 Chloroform-d
8
3 T 8
3
5 o8 F
! ce
%T m_
o ol oanidrs bt " . . el
e A Mol e L .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 2 80 70 60 50 40 30 20

Espectro 3: Espectro de RMN “*C da 5-(2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona 37, em
CDCls.
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5.2.2 Sintese da 5-(6-nitro-2,4-benzodioxol-1-il)-(1-piperidino)pentanona (38)

Uma solucdo de 1g de tetraidropiperina (3,46 mmol) em &cido acético glacial
(2,66mL) foi preparada e mantida a 0 °C, sob agitacdo, e a ela adicionou-se, gota a gota,
0,486 mL de acido nitrico fumegante (10,8 mmol). A reacdo foi mantida a 5 °C durante 5
horas. Apos este periodo, a mistura reacional foi transferida a um funil de decantagdo
contendo 10 mL de agua e extraida com 30 mL de acetato de etila (3x de 10 mL). A fase
organica foi seca em Na,SO,4 e evaporou-se 0 excesso de solvente. Para a purificacdo do
produto foi realizada uma cromatografia em silica-gel, da qual se obteve 0,662 g, rendimento
de 57% (CONCEICAO, 1999; BARRETO-JUNIOR, 2005).

(0]
B .
0.3 AU 2 N L o
7< Y a O
O INX-6"NO, 5N 3
5 38 4
F.M.: C17H22N205 (PM 334,30)

E.M. (M/2): 244 (M+H)"

Tabela 11. AtribuicBes para o espectro de RMN *H para a 5-(6-nitro-2,4-benzodioxol-1-il)-
(1-piperidino)pentanone 38 em CDCls.

Posicdo | 'H (3, ppm; J, Hertz) | *C (5, ppm)
1’-5° 1,70-1,53 (m, 10H) | 48,52-24,39
1 - 134,47

2 6,73 (5, 1H) 110,57

3 - 151,63

4 - 142,59

5 7,45 (s, 1H) 105,63

6 - 146,23

7 6,06 (s, 2H) | 102,69

" 2,38 (1, 2H, J=6,9) | 33,66

B 3,49-3.45 (m, 2H) | 30,38

y 3,49-3,45 (m, 2H) 32,38

5 287 (1, 2H,3=7.2) | 26,02

Cc=0 - 171,40
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38.
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Espectro 5: Espectro de RMN *H da 5-(6-nitro-2,4-benzodioxol-1-il)- (1-piperidino)-
pentanone 38, em CDCls.
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Espectro 6: Espectro de RMN **C da 5-(6-nitro-2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-
pentanone 38, em CDCls.
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5.2.3 Sintese da 5-(6-amino-2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona (39)

A aminopiperina saturada 39 foi obtida utilizando-se duas motodologias para a reacao

de reducéo.

Metodologia 1

A um recipiente de vidro (garrafa do hidrogenador) mantido sob pressdo, agitacdo e
atmosfera de H, foram adicionados 600 mg de nitropiperina saturada 38, acrescido de 20 mL
de acetato de etila e 60 mg de Pd/C, como catalisador. A reagdo foi mantida por 48 horas,
interrompida somente no periodo noturno. A mistura reacional foi filtrada e, evaporado o
solvente, obtendo 368,2 mg de produto na forma de um sélido vermelho. Apds purificacdo em
coluna aberta com florisil, em sistema de eluicdo hexano:acetato de etila (4:6), obteve-se
109,2 mg (20%) da 6-amino-5-(2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona 39, na forma de

cristais perolados.

Metodologia 2

Em um bal&o de duas bocas de 25 mL foram adicionados 0,5584 g (1,67 mmol) de
nitropiperina saturada 38, juntamente com 0,0013 g (0,0048 mmol) de FeCl3.H,O e 0,0884 ¢
de carvdo ativo em 17 mL de metanol. A reacdo foi mantida em agitacdo e aquecida a 80 °C,
sob refluxo, posteriormente, foram adicionados 1,3 mL (0,260 mmol) de hidrazina mono-
hidratada (gota a gota). Manteve-se a reacdo por 6 horas, ap6s este periodo, a mistura
reacional foi esfriada a temperatura ambiente, filtrada e concentrada. Formou-se um residuo
esbranquicado o qual foi dissolvido em cloroférmio, lavado com uma solugdo de NaCl, seco
com Na,SOy, filtrado e concentrado novamente (TUCCINARDI et al., 2006). Obteve-se 354
mg (70%) de 6-amino-5-(2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona 39, na forma de
solido perolado.
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F.M.: C17H24N>03 (PM 304,30)
E.M. (m/z): 304 (M+H)"

Tabela 12 - Atribuic6es para o espectro de RMN *H para a 5-(6-amino-2,4-benzodioxol-1-il)-
1-piperidino-pentanona 39 em CDCls.

Posigdo | *H (8, ppm; J, Hertz) | *C (5, ppm)
-5 1,48-1,67 (m, 2H) | 48,52-24.39
1 - 136,58

2 6,55 (s, 1H) 109,39

3 -

4 - 141,05

5 6,35 (5, 1H) 112,97

6 - 98,88

7 5,82 (s, 2H) 100,5

o 337 (t, 2H, J=6,9) | 33,08

B 254-2,47 (m, 2H) | 26,44

v 2,39-2,34 (m, 2H) | 31,00

5 352 (1, 2H, J=7.2) | 28,93

C=0 - 171,40
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Espectro 9: Espectro de RMN **C da 5-(6-amino-2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-
pentanona 39, em CDCls.
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5.2.4 Sintese da 5-(6-iodo-2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona (40)

Os novos derivados halogenados 40 e 41 foram obtidos por reacdo de Sandmeyer a
partir da amina aromatica 39, utilizando tanto a metodologia classica (1) como a descrita por
He et al 2006 (2).

Metodologia 1

A tetraidropiperina 39 (1,3 mmol) foi dissolvida em uma solucdo de 0,7 mL de acido
cloridrico (50%) contida em um becher a 5 °C. Adicionou-se gota-a-gota 1,4 mmol de uma
solucdo aquosa (0,45 mL) de nitrito de sodio (0,096 g), resfriada previamente. Sob agitacéo
constante tomou-se o devido cuidado para que a temperatura ndo ultrapassasse 10 °C. Em
seguida, apos a constatacdo do &cido nitroso, foi vertido vagarosamente ao sal de diazénio 1,3
mmol uma solucdo aquosa de 0,240 mL de iodeto de potassio contendo 0,216 g, sob agitacao.
A mistura reacional foi deixada em repouso a temperatura ambiente por 3 horas para o
despreendimento N,. A solucdo reacional foi neutralizada com bicarbonato de sédio (10%) e
extraida com acetato de etila. A fase organica foi seca com sulfato de sédio e concentrada a
vacuo. A purificacdo foi feita em coluna coluna de gel de silica, utilizando hexano:AcOEt
como eluente (10:0 a 4:6). Obteve-se um produto pastoso esbranquicado com 15 % de

rendimento.

Metodologia 2

A amina tetraidropiperina 39 (0,2 g) foi dissolvida em 0,57 mL de HCI concentrado
em becher contendo pedacos de gelo (2 g). Sob banho de gelo a 5 °C, foi vertido lentamente
durante 15 min uma solucdo aquosa de NaNO, (1,775 mmol) e mantida e agitacdo por 10
min. Adicionou-se em seguida 30 mg de ureia e, apds 10 min, e uma solucdo de 1,922 mmol
de Kl (0,318 g) em agua (0,386 mL) foi adicionada lentamente sob agitacdo. A reacao
permaneceu em repouso durante a noite. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca
em NaSO, e reservada.

O excesso de I, foi eliminado ao adicinar a mistura reacional, uma solucdo de
bissulfito de sodio (5 %) sob agitacdo por mais de 10 min. A solugdo incolor resultante foi
extraida com diclorometano, seca novamente com NaSO, e concentrada sob pressao reduzida.
A purificagdo foi feita em coluna de gel de silica, utilizando hexano:AcOEt como eluente

(10:0 a 4:6). Obteve-se um produto com 40 % de rendimento.
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F.M.: C16H15NO (PM 415,27)
E.M. (M/z): 417 (M+H)"

Tabela 13 - Atribuicdes para o espectro de RMN *H para a 5-(6-iodo-2,4-benzodioxol-1-il)-1-
(1-piperidino)pentanone 40 em CDCls.

Posicdo | 'H (3, ppm; J, Hertz) | *C (5, ppm)
1’-5° 1,66-1,52 (m, 4H) 48,52-24,39
1 - 138,09

2 7.21 (s, 1H) 109,26

3 - 148,40

4 - 146,59

5 6,73 (5, 1H) 118,46

6 - 87,63

7 5,93 (s, 1H) 101,43

o 2.37(t, 2H,J=7.2) | 33.15

B 1,66-1,52 (s, 2H) | 25,96

v 1,66-1,52 (s, 2H) | 30,21

5 2,66 (t, 2H, J=7.5) | 40,42

Cc=0 - 171,20
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Espectro 10: Espectro de massas da 5-(6-iodo-2,4-benzodioxol-1-il)-1-(1-piperidino)pentanone 40, em
CHCls.
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Espectro 12: Espectro de RMN **C da 5-(6-iodo-2,4-benzodioxol-1-il)-1-(1-piperidino)pentanone 40,
em CDCl3
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5.2.5 Sintese da 5-(6-cloro-2,4-benzodioxol-1-il)-1-piperidino-pentanona (41)

A sintese do composto clorado foi realizada segundo a metodologia 2 descrita acima
para a realizacdo da reacao de Sandmeyer.

A amina tetraidropiperina 37 (1,3 mmol) foi dissolvida em HCI (1,14 mL) e
adicionou-se gelo picado (3 g). Depois foi adicionado 3,55 mmol de uma solucdo de NaNO,
em agua (1,38 mL), durante um periodo de 15 min. Em seguida, adicionou-se a uréia (1
mmol) e apds 10 min foi vertido lentamente uma solucéo de 3,844 mmol de CuCl (0,38g) em
agua (0,77mL). A mistura reacional permaneceu em repouso por algumas horas.

Houve a formacdo de um preciptado marrom, o qual foi filtrado e lavado com com
diclorometano. A fase organica foi concentrada sob pressdo reduzida e ressuspendida com
éter etilico gelado, separando-se dos residuos do baldo. A fracdo organica de éter etilico foi
purificada por cromatografia preparativa em placas de gel de silica, utilizando hexano:AcOEt
como eluente (4:6). Obteve-se um produto oleoso de coloragdo amarelada com 15 % de

rendimento.
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F.M.: C17H22CINO; (P.M.: 323,81)

E.M. (m/z): 324 (M+H)"

Tabela 14 - Atribuicées para o espectro de RMN *H para a 5-(6-cloro-2,4-benzodioxol-1-il)-
1-(1-piperidino)pentanona 41 em CDCls.

Posicdo | 'H (3, ppm; J, Hertz) | *C (5, ppm)
1’-5° 1,66-1,53 (m, 2H) 48,52-24,39
1 - 138,09

7 6.79 (s, 1H) 109,26

3 - 148,40

4 - 146,59

5 6,68 (5, 1H) 118,46

6 - 87,63

7 5,92 (s, 2H) 101,43

" 2,35 (t, 2H, 3= 6.9) | 33,15

B 1,66-1,53 (M, 2H) | 25,96

v 1,66-1,53 (m, 2H) | 30,21

5 2,65 (1, 2H, J=7.2) | 40,42

Cc=0 - 171,20
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5.3 Sintese das amidas estiril-substituidas

5.3.1 Procedimento geral para a sintese dos acidos cinamicos

Em um baldo de fundo redondo (50 mL) conectado a um condensador de refluxo
foram adicionados 25 mmol do benzaldeido selecionado (Tabela 1), 50 mmol de &cido
maldnico, 10 mL de piridina e 0,2 mL de piperidina. A mistura foi mantida a temperatura de
90 °C durante duas horas, e depois por mais quinze minutos sob refluxo. Apos o resfriamento,
a mistura reacional foi acidificada com uma solucdo de HCI (20 %, v/v). Os cristais
precipitados foram filtrados e lavados com uma solucdo de HCI (20 %) e depois com &gua
gelada. Os rendimentos e pontos de fusdo dos acidos cindmicos substituidos sintetizados estéo

ilustrados na tabela 19.

Tabela 15: Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para 0s acidos trans-X-cinamicos 45.

X Y P.F.?2(°C) Rend.” (%)
45a H H 137 74
45b | 4-OME H 179 80
45¢c | 4-F H 178-180 95
45d | 4-NO, H >250 91
45e | OCH,O - 224 82
45f | 4-Cl H 249-250 92
459 | 4-Me H 200 84
45h | 4-OME 3-OH 235 88
45i | 4-Br H >250 80
45j | 4-OFEt H 292-195 81
451 | 4-CN H >250 93
45m | 4-OH 3-Et  155-158 50

P F.: Ponto de fusdo; "Rend.: Rendimento
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5.3.2 Procedimento geral para a sintese das séries estiril-benzil-amidas 46 e estiril-

fenetil-amidas 47

A mistura reacional contendo o &cido cinamico (2,027 mmol) e uma quantidade

catalitica de DMF (0,2 mL) em diclorometano (20 mL) foi mantida em banho de gelo, depois,

adicionou-se gota-a-gota o cloreto de oxalila (2,211 mmol). Deixou agitar a temperatura

ambiente por 3 horas, em seguida, concentrou-se a vacuo (SHIMADA et al., 2006). Ao baldo

contendo o cloreto de acido, foi adicionado, utilizando uma seringa, o diclorometano seco (10

mL) e em seguida a amina desejada (4,054 mmol). Ap6s uma hora de agitacdo a temperatura

ambiente, a mistura reacional foi concentrada a vacuo, ressuspendida com tolueno e filtrada.

O produto sélido foi lavado com hexano. A tabela 20 mostra os pontos de fusdo e

rendimentos obtidos.

Tabela 16: Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para as estiril-benzil-amidas substituidas

46.

X Y  P.F.?(°C) Rend. (%)
46a H H 105 75
46b 4-OME H 147 80
46¢ 4-F H 121 90
46d 4-NO, H 187 87
46e | 3,4-OCH,0 - 146 77
46f 4-Cl H 153 88
469 4-Me H - 83
46h 4-OME 3-0 147 68
46i 4-Br H 168 86
46l 4-CN H 158 90

P F.: Ponto de fusdo; "Rend.: Rendimento
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5.3.2.1 Caracterizacao da (2E)-N-benzil-3-fenil-2-propenamida (46a)

F.M.: C16H15NO (PM 237,30)
E.M. (m/z): 238 (M+H)"

Tabela 17- Atribuicdes das absor¢Bes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-fenil-2-propenamida 46a em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢do

Alceno 3027:vc-H de Alceno
1619:vc-c de Alceno Trans
979:8c-H Alceno Trans

Alquil 2921:vas Carbono sps

1494:8s Carbono sps
1425:5s Carbono sps

Anel aromatico

1556:vc-c de anel aromatico

742:8c-+de Aromatico monossubstituido
696:5c-H de Aromatico monossubstituido
680:5¢c-H de Aromatico monossubstituido

Amida

3272:vn-H de amida 22,
1654:vc=0 de amida 22

Tabela 18 - Atribuicdes para o espectro de RMN DE 1H e *3C para a (2E)-N-benzil-3-fenil-2-

propenamida 46a em CDCls.

Posicdo | 'H (8, ppm; J, Hertz) | *C (8, ppm)

1 134,73
2-6 - 129,74-128-77
I 446 (d, 2H; J=4 Hz) | 43,88

2 ' 138,15

3e7 |7,29-7,20(m,5H) | 127,60-128,77
o 6,38 (d, 1H; J=16 Hz) | 120,33

B 7,57 (d, 1H; J=16 Hz) | 141,49

C=0 165,7
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5.3.2.2 Caracterizacao da (2E)-N-benzil-3-(4-metoxifenil)-2-propenamida 46b

FM.: C17H17N02 (PM 267,32)
E.M. (m/z): 268 (M+H)™

Tabela 19 - Atribui¢des das absorgOes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(4-metoxifenil)-2-propenamida 46b em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢éo

Alceno

3025: vec-Hde Alceno
975: dc-H Alceno Trans

Alquil

2937:vas Carbono sp3
2842:vas Carbono sp3
1494:5s Carbono sps
1425:5s Carbono sps

Eter

1263: vasc-0-Cc
1024: vsc-o-c

Anel aromatico

1583: vc-c de anel aromatico
1511: vc-c de anel aromatico
700: dc-H de Aromatico monossubstituido
690: dc-H de Aromatico monossubstituido
815: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3284: vn-H de amida 22,
1654: vc=o0 de amida 22

Tabela 20 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H e **C para a (2E)-N-benzil-3-(4-
metoxifenil)-2-propenamida 46b em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | **C(8, ppm)

1

127,90

2e6 | 7,35(d, 2H;J=8 Hz) | 128,72

3e5 6,79 (d, 2H; J=8 Hz) | 114,22

4 - 160,89

I 4,46 (d, 2H; J=4 Hz) | 43,81

3 - 138,20

3.7 | 7,21-727(m,5H) | 127,53-128,72
o 6,29 (d, 1H; J=16 Hz) | 117,96

B 7,57 (d, 1H; J=16 Hz) | 141,04

c=0 |- 166,10
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5.3.2.3 Caracterizacao da (2E)-N-benzil-3-(4-etoxifenil)-2-propenamida (46j)

FM.: C1gH19NO, (P.M.: 281,35)
E.M. (m/z): 238 (M+H)"

Tabela 21 - Atribui¢des das absorg¢Oes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(4-etoxifenil)-2-propenamida 46j em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcéo
Alceno 3025: ve-H de Alceno

1618: vc-cde Alceno

Alquil 2973:vas Carbono sp3
2885:vs Carbono sp3

1475:5s Carbono sps

1421:5s Carbono sps

Eter 1226 vasc-0-C

1043: vsc-o0-c

Anel aromético | 1562: vc-c de anel aromatico
1510: vc-c de anel aromatico
833: dc-H de Aromatico 1,4-dissubstituido
Amida 3257: vn-Hde amida 22,
1652: vc=o0de amida 22.

Tabela 22 - Atribuicbes para o espectro de RMN de *H e *C para (2E)-N-benzil-3-(4-
etoxifenil)-2-propenamida 46j em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | *C(8, ppm)
1 i 129,37
2¢6 | 7,52(d, 2H; J=8 Hz) 128,71
3e5 6,76 (d, 2H; J=8 Hz) 114,70

4 - 160,30
" | 4,46 (d, 2H; J=4 H2) 43,79
3 138,35

3-7° | 7,21-727(m,5H) | 127,29-127,89
o | 6,22(d, 1H; J=16 Hz) 117,88
B | 7,52(d, 1H; J=16 Hz) 141,07

C=0 - 166,20
17| 3,97 (q, 2H; J=8 Hz) 53,54
27 | 1,36 (t, 3H; J=8 Hz) 14.74
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Espectro 24 - Espectro de RMN 13C da (2E)-N-benzil-3-(4-etoxifenil)-2-propenamida 46j
em CDCls.

5.3.2.5 Caracterizacao da (2E)-N-benzil-3-(4-metilfenil)-2-propenamida (469)

FM.: C17H17N02 (PM 251,32)
E.M (m/z): 252 (M+H)"
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Tabela 23 - Atribuicdes das absorcdes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(4-metilfenil)-2-propenamida 46g em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢ao

Alceno 1614: vc-cde Alceno
975: dc-H Alceno Trans
alquil 1496:5s Carbono sps

1450:5s Carbono sps

Anel aromatico

1527: vc-c de anel aromatico

755: dc-H de Aromatico monossubstituido
698: 6c-H de Aromatico monossubstituido
813: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3266: vn-Hde amida 22,
1646: vc=o0 de amida 22

Tabela 24 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H e *C para a (2E)-N-benzil-3-(4-

metilfenil)-2-propenamida 46g em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | **C (5, ppm)

1 - 131,99
2e6 | 8,21 (d, 2H; J=10 Hz) 128,30
3e5 | 7,62 (d, 2H; J=10 Hz) 129,57

4 - 140,06

I” | 4,46 (d, 2H; J=5,5 Hz) 43,88

3 - 138,21
3.7 | 7,21-7,28(m,5H) | 127,81-129,57

o | 6,52 (d, 1H; J=16 Hz) 119

B | 7.72(d, 1H; J=16 Hz) 141
C=0 - 165,96

1 1,67 (s, 3H) 21,43
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Espectro 27: Espectro de RMN **C da (2E)-N-benzil-3-(4-metilfenil)-2-propenamida 46j em

CDCls.

5.3.2.6 Caracterizacao da (2E)-N-benzil-3-(4-cianofenil)-2-propenamida (46l)

FM.: C17H14NO, (P.M.: 262,31)
E.M (m/z): 262 (M+H)"

Tabela 25 - Atribuigdes das absorgdes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(4-cianofenil)-2-propenamida 461 em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢éo

Alceno 1618: vc-cde Alceno
968: dc-H Alceno Trans
Alquil 1496:8s Carbono sp3
1425:5s Carbono sps
Ciano 2223: v

Anel aromético

1535: ve-c de anel aromaético

754: dc-H de Aromatico monossubstituido
696: dc-H de Aromatico monossubstituido
831: &c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3290: vn-Hde amida 22
1652: vc=o0 de amida 22
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Tabela 26 — Atribuicdes para o espectro de RMN de *H e *C para a (2E)-N-benzil-3-(4-
cianofenil)-2-propenamida 461 em CDCls.
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Espectro 28 - Espectro de infravermelho da (2E)-N-benzil-3-(4-cianofenil)-2-propenamida
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5.3.2.7 Caracterizacao da (2E)-N-benzil-3-(4-bromofenil)-2-propenamida 46i

FM.: C16H14BrNO (P.M.: 316,19)
E.M. (m/z): 317 (M+H)"

Tabela 27 - Atribui¢des das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(4-bromofenil)-2-propenamida 46i em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcao

Alceno 1619: vc-cde Alceno
971: 8c-H Alceno Trans

Alquil 2923:vas Carbono sp3
1486:5s Carbono sps
1454:5s Carbono sps

bromo 1222: vBr-C aromético

Anel aromético | anel aromatico

1548: vc-c de anel aromatico

750: dc-H de Aromatico monossubstituido
698: 6c-H de Aromatico monossubstituido
819: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido
Amida 3290: vn-Hde amida 22

1654: vc=o0 de amida 22.

Tabela 28 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H e **C para a (2E)-N-benzil-3-(4-
bromofenil)-2-propenamida 46i em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | **C(8, ppm)
1 i 133,69
2e6 |741(d,2H; =10 Hz) | 129,22
3e5 7,22 (d, 2H; J=10 Hz) 132,07

4 - 123,89
I° | 4,48 (d, 2H; J=6 Hz) 43,94
2’ 138,05

377 | 7,21-728(m,5H) | 127,68-128,87
o | 6,25 (d, 1H; J=16 Hz) 121,03
B | 7,53(d, 1H; =16 Hz) 140,21
C=0 - 165,42
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Espectro 31: Espectro de infravermelho da (2E)-N-benzil-3-(4-bromofenil)-2-propenamida
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Espectro 32: Espectro de RMN de *H da (2E)-N-benzil-3-(4-bromofenil)-2-propenamida 46i
em CDCls.
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5.3.2.7 Caracterizacao da (2E)-N-benzil-3-(4-clorofenil)-2-propenamida (46f)

FM.: C15H14C|NO (PM 271,74)
E.M. (m/z): 272 (M+H)"

Tabela 29 - AtribuicBes das absorcBes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(4-clorofenil)-2-propenamida 46f em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorgao

Alceno 1621: vc-cde Alceno
971: dc-H Alceno Trans
cloro 1095: vasci-c de Cloro-benzeno

1079: vscL-c de Cloro-benzeno

Anel aromético | 1621: vc-c de anel aromatico

1548: vc-c de anel aromatico

750: dc-H de Aromatico monossubstituido
696: dc-H de Aromatico monossubstituido
821: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido
Amida 3288: vn-Hde amida 22,

1652: vc=o0 de amida 22.

Tabela 30 - AtribuicBes para o espectro de RMN de 'H e *C para a (2E)-N-benzil-3-(4-
clorofenil)-2-propenamida 46f em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | * C(8, ppm)
1 - 133,21

2e6 7,31 (d, 2H; J=8 Hz) 129,05

3e5 7,21 (d, 2H; J=8 Hz) 129,05

4 - 135,53
I° | 446(d, 2H;J=55Hz) | 43,05
2’ - 138,05
37 | 7,21-7,28 (m, 6 H) 127,89

o | 6,43(d, 1H;J=16 Hz) | 120,91
B | 7.54(d, 1H; =16 Hz) | 140,06
C=0 - 165,45
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5.3.2.9 Caracterizacao da (2E)-N-benzil-3-(4-fluorofenil)-2-propenamida 46¢

FM.: C16H14FNO (P.M.: 255,29)
E.M. (m/z): 256 (M+H)"

Tabela 31 - Atribui¢des das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(4-fluorofenil)-2-propenamida 46¢ em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorgao

Alceno 1619: vc-c Alceno Trans

fluor 1226: vc-F

Anel aromético | 1583: vc-c de anel aromatico

1508: vc-c de anel aromatico

700: c-H de Aromatico monossubstituido
678: 6c-H de Aromatico monossubstituido
829: dc-H de Aromatico 1,4-dissubstituido
Amida 3280: vn-Hde amida 22,

1654: vc=o0de amida 22.

Tabela 32 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H e *3C para a (2E)-N-benzil-3-(4-
fluorofenil)-2-propenamida 46¢ em CDCls.

Posicéo 'H(3, ppm; J, Hertz) 13C(8, ppm)

1 ) 131,02
2e6 | 7,38 (dd, 2H; J=8 e J=6 Hz) 129,55
3eb5 6,96 (t, 2H; J=8 Hz) 115,98

4 - 162,28

I 4,46 (d, 2H; J=4 Hz) 43,78

2 - 138,21
3.7 7,21-7,28 (m, 5 H) 127,50-128,78

o 6,30 (d, 1H; J=16 Hz) 120,41

B 7,52 (d, 1H; J=16 Hz) 139,99
C=0 - 166,01
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5.3.2.10 Caracterizacéo da (2E)-N-benzil-3-(4-nitrofenil)-2-propenamida (46d)

FM.: C16H14N20O3 (PM 282,29)
E.M. (m/z): 282 (M+H)"

Tabela 33 - Atribuigdes das absorgdes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(4-nitrofenil)-2-propenamida 46d em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢éo

Alceno 1618: vc-cde Alceno
977: dc-H Alceno Trans
Nitro 1517: vas c=n de nitrocomposto aromatico

1340: vsc=n de nitrocomposto aromatico
854: v c-n de nitrocomposto aromatico

Anel aromético

1517: vc-c de anel aromatico

739: dc-H de Aromatico monossubstituido
696: dc-H de Aromatico monossubstituido
844: 5c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3282: vn-H de amida 22,
1654: vc=o0 de amida 22

Tabela 34 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H e **C para a (2E)-N-benzil-3-(4-

nitrofenil)-2-propenamida 46d em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | *C(8, ppm)
1 i 148,19
2¢6 | 823(d, 2H; )=10Hz) | 138,85
3e5 7,62 (d, 2H; J=8 Hz) 124,53
4 - 154,34
" | 4,46 (d, 2H; J=55Hz) | 44,06
2’ - 137,72
377 | 7.33-7.25 (m, 5 H) 128,35
a 6,52 (d, 1H; J=16 Hz) 119,34
B 7,71 (d, 1H; J=16 Hz) 135,66
C=0 - 164,58
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5.3.2.11 Caracterizagéo da (2E)-N-benzil-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-propenamida (46e)

FM.: C17H15N203 (PM 282,29)
E.M. (m/z): 282 (M+H)"

Tabela 35 - Atribuicdes das absorc¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-benzil-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-propenamida 46e em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcéo

Alceno 1621: vc-cde Alceno
973: 6c-H Alceno Trans
Eter 1249: v.c-0-C
1037: vsc-o0-c

927: 3 c-hde OCH,0

Anel aromatico | 1560: vc-c de anel aromatico

746: dc-H de Aromatico monossubstituido
846: 6c-H de Aromatico 1,2,4-dissubstituido
809: c-H de Aromatico 1,2,4-dissubstituido
Amida 3286: vn-Hde amida 22

1654: vc=o0 de amida 22.

Tabela 36 - Atribuicées para o espectro de RMN de *H e *C para a (2E)-N-benzil-3-(3,4-
benzodioxol-1-il)-2-propenamida 46e em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | *C(8, ppm)

1 - 129,13
2 6,91 (5, 1H) 106,30
3 - 149,09
4 - 148,19
5 6,88 (d, 1H; J=8 Hz) 108,51
6 | 6,69 (d, 1H; J= 8 Hz) 123,91
° | 4,46 (d, 2H; J=6 Hz) 43,84
2’ - 138,21

37 | 7,20-7,27 (m,5H) | 127,56-128,73
o | 6,20 (d, 1H; J=16 Hz) 119,34
B | 7,51(d, 1H; J=16 Hz) 141,18
- 165,90

1 5,91 (s, 2H) 101,42
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5.3.2.12 Caracterizagdo da (2E)-N-benzil-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-propenamida

(46h)

E.M. (m/z): 269 (M+H)"

(@]
2 1 3
OH .
3 LA N 2 &
<
—0 6 T 5
5 6"

FM.: C17H17NO3 (P.M.: 283,32)

Tabela 37 - Atribuicdes das absorcdes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-

N-benzil-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-propenamida 46h em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢ao

Alceno 3025: vc-H de Alceno
975: 8c-H Alceno Trans
Eter 1263: vasc-0-Cc
1024: vsc-o-c
Fenol 3367: vi0-H
1263: v c-o

Anel aromético

1583: vc-c de anel aromatico
1511: vc-c de anel aromatico
700: dc-H de Aromatico monossubstituido
690: 6c-H de Aromatico monossubstituido

Amida

3284: vn-H de amida 22,
1654: vc=o0 de amida 22

Tabela 38 - Atribuicées para o espectro de RMN de 'H para a (2E)-N-benzil-3-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)-2-propenamida 46h em CDCls.

Posicdo | *H(8, ppm; J, Hertz) | *C(8, ppm)
1 - 128,72
2 7,02 (5, 1H) 112,56
3 - 145,78
4 - 148,11
5 6,92 (d, 1H; J=8 Hz) 110,51
6 | 674(d, 1H;J=8Hz) | 121,63
" | 447 (d, 2H; J=6 H2) 43,82
2’ - 138,22
3°-7 7,20-7,27 (m, 5 H) | 127,73-128,72
o 6,19 (d, 1H; J=16 Hz) 118,39
B 7,51 (d, 1H; J=16 Hz) 141,21
C=0 - 166,07
1 3,83 (s, 3H) 55,04
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5.2.3 Caracterizacdo da série estiril-fenetil-amida (47)

Tabela 39: Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para as estitil-fenetil-amidas substituidas

47a-i e 47m.

X Y P.F.2(°C) Rend. (%)
46a H H 126 92
46b | 4-OME H 125 87
46¢ 4-F H 142 91
46d 4-NO, H 187 90
46e | 34-OCH,0 - 192 86
46f 4-Cl H 153 86
469 4-Me H 152 82
46h | 4-OME  3-OH >200 67
46i 4-Br H 160 83
46m 4-OH 3-Et 171 64

P F.: Ponto de fusdo; "Rend.: Rendimento
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5.2.3.1 Caracterizacao da (2E)-N-fenetil-3-fenil-2-propenamida (47a)

FM.: C17H17NO (FM 251,30)
E.M. (m/z): 252 (M+H)"

Tabela 40 - Atribuicdes das absorcdes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-

N-fenetil-3-fenil-2-propenamida 47a em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcéo

Alceno 2966:vc-H de Alceno

1614:vc-cde Alceno

975:8¢c-H Alceno Trans

Anel aromatico | 1544:vc-c de anel aromético

763:8c-+ de Aromatico monossubstituido
724:8c-+ de Aromatico monossubstituido
701:5¢c-H de Aromatico monossubstituido
665:5c-H de Aromatico monossubstituido
Amida 3301:vn-Hde amida 22,

1650:vc=0 de amida 22.

Tabela 41 - Atribuicdes para o espectro de RMN de 'H para a (2E)-N- fenetil-3-fenil-2-
propenamida 47a em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | *C(8, ppm)
1 - 134,81
2-6 7,23-7,27 (m, 5H) 127,70
" | 360 (t, 2H; J=8 Hz) | 4081
> | 291(t,2H;J=8Hz) | 3567
3’ - 138,88
4°-8’ 7,37-7,33 (m, 5 H) 128,70
C=0 - 165,87
o 635(d, 1H; =16 Hz) | 120,61
B 7,63 (d, 1H; J=16 Hz) 141,04
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5.2.3.3 Obtencéo da (2E)-N-fenetil-3-(4-metoxifenil)-2-propenamida (47b)

FM.: C1gH19NO, (F.M.: 281,30)
E.M. (m/z): 282 (M+H)"
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Tabela 42 - Atribuicdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-

N-fenetil-3-(4-metoxifenil)-2-propenamida 47b em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢ao

Alceno

1598: vc-c de Alceno

Eter

1257: vasc-0-Cc
1029: vsc-o-Cc

Anel aromético

3060: vc-H de anel aromatico
1546: vc-c de anel aromatico
746: dc-H de Aromatico monossubstituido
700: c-H de Aromatico monossubstituido
827: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3266: vn-Hde amida 22,
1650: vc=o0de amida 22

Tabela 43 - AtribuicBes para o espectro de RMN de 'H para a (2E)-N-fenetil-3-(4-

metoxifenil)-2-propenamida 47b em CDCls.

Posicdo | 'H (8, ppm; J, Hertz) | **C (8, ppm)

1

127,45

2-6 7,46 (d, 2H; J=12 Hz) 129,34

3-5 | 6,91(d, 2H; J=12 Hz) 114,19

4 - 160,84
I’ 4,48 (d, 2H; J=8 Hz) 40,76
2 3,83 (s, 3H) 35,67
3’ - 138,01
4-8 | 7,357,24(m, 5 H) 128,80

o 6,23 (d, 1H; J=16 Hz) 118,09

B 7,60 (d, 1H; J=16 Hz) 140,70

C=0

166,22

1”

3,84 (I, 3H) 55,32
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Espectro 53: Espectro de RMN de 'H da (2E)-N-fenetil-3-(4-metoxifenil)-2-propenamida
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Espectro 54 - Espectro de RMN **C da (2E)-N-fenetil-3-(4-metoxifenil)-2-propenamida 47b
em CDCls.
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5.2.3.5 Obtencgéo da (2E)-N-fenetil-3- (4-metilfenil)-2-propenamida (479)

FM.: C1gH19NO (F.M.: 265,30)
E.M. (M/z): 266 (M+H)"

Tabela 44 - Atribuicdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-

N-fenetil- 3-(4-metilfenil)-2-propenamida 47g em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢éo

Alceno

1618: vc-cde Alceno
977: &c-H Alceno Trans

Anel aromético

3064: vc-H de anel aromatico
1540: vc-c de anel aromatico

754: 8c-Hde Aromatico monossubstituido
701: 8c-Hde Aromatico monossubstituido
819: dc-Hde Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3318: vn-Hde amida 22,
1650: vc=o0de amida 22

Tabela 45 - Atribuicdes para o espectro de RMN de H para a (2E)-N-fenetil-3-(4-metilfenil)-

2-propenamida 47g em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) B¢ (8, ppm)
1 - 132,03
2-6 7,17 (d, 2H; J=8 Hz) 128,84
3-5 7,39 (d, 2H; J=8 Hz) 129,79
4 - 139,98
1’ 3,69 (d, 2H; J=16 e 8 Hz) 43,88
2 2,91 (d, 2H; J=8 Hz) 35,70
3’ - 138,94
4-8’ 7,20-7,27 (m, 5 H) 128,84
C=0 - 166,11
o 6,19 (d, 1H; J=15 Hz) 119,52
B 7,51 (d, 1H; J=15 Hz) 141,96
CHs 3,84 (sl, 3H) 21,43
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Espectro 56: Espectro de RMN de *H da (2E)-N-fenetil-3-(4-metilfenil)-2-propenamida 47g
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5.2.3.7 Obtencgéo da (2E)-N-fenetil-3-(4-bromofenil)-2-propenamida (47i)

FM.: C17H1sBrNO: 330,22
E.M. (m/z): 330 (M+H)"™

Tabela 46 - Atribuicdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-fenetil-3-(4-bromofenil)-2-propenamida 47i em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢ao

Alceno

1621: vc-cde Alceno

bromo

1224: vBr-C aromético

Anel aromético

3083: vc-H de anel aromatico
3060: vc-H de anel aromatico
1548: vc-c de anel aromatico
752: dc-H de Aromatico monossubstituido
698: dc-H de Aromatico monossubstituido
819: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3293: vn-Hde amida 22,
1650: vc=0 de amida 22

Tabela 47 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H para (2E)-N-fenetil-3-(4-bromofenil)-

2-propenamida 47i em CDCls.

Posicdo | *C (8, ppm)

1 133,68
2-6 129,17
35 131,99
4 123,77
1’ 40,78
2’ 35,57
3’ 138,75
4°-8° 128,70
C=0 165,49
a 121,14
B 139,81
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5.2.3.8 Obtencéo da (2E)-N-fenetil-3-(4-clorofenil)-2-propenamida (47f)

Cl

FM.: C17H16C|NO: 285,77
E.M. (m/z): 287 (M+H)"

Tabela 48 - Atribui¢des das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-fenetil-3-(4-clorofenil)-2-propenamida 47f em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢ao

Alceno 3025: vc-H de Alceno
975: dc-H Alceno Trans
Cloro 1101: vasci-c de Cloro-benzeno

1085: vscL-c de Cloro-benzeno

Anel aromético

1544 vc-c de anel aromatico

754: dc-H de Aromatico monossubstituido
701: dc-H de Aromatico monossubstituido
825: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3313: vn-Hde amida 22,
1652: vc=o0 de amida 22

Tabela 49 - AtribuicBes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-fenetil-3-(4-clorofenil)-

2-propenamida 47f em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | **C (8, ppm)

1 - 132,03
2-6 7,31 (d, 2H; J= 8 Hz) 128,84
35 7,14 (d, 2H; J=8 Hz) 129,79
4 - 139,98
I” | 3,59 (dd, 2H; J=12 e 8 Hz) 43,78
X 2,81 (t, 3H; J=8 Hz) 35,58
3’ - 138,75
48 7,20-7,27 (m, 5 H) 128,75
C=0 - 165,52
o 6,21 (d, 1H; J=12 Hz) 121,11

B 7.47 (d, 1H; J=12 Hz) 139,67

116



1678~

S o
&
@ Lo
5 85
= =~ =
=
£
g J,
= g
=
=
|
A
8B
=
xS
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 T T T T T T
3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Wavenumber (cm-1)

Espectro 60: Espectro de infravermelho da (2E)-N-fenetil-3-(4-clorofenil)-2-propenamida
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Espectro 61: Espectro de RMN de *H da (2E)-N-fenetil-3-(4-clorofenil)-2-propenamida 47f
em CDCls.
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5.2.3.9 Obtencao da (2E)-N-fenetil-3—(4-fluorofenil)-2-propenamida (47c)

F

FM.: C17H1FNO (F.M.: 269,31)
E.M. (m/z): 270 (M+H)"

Tabela 50 - Atribuicdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-fenetil-3-(4-fluorofenil)-2-propenamida 47¢c em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢ao

Alceno 3027: vc-Hde Alceno
1616: vc-c Alceno Trans
fluor 1230: vc-F

Anel aromético

1540: vc-c de anel aromaético

755: dc-Hde Aromatico monossubstituido
701: dc-Hde Aromatico monossubstituido
833: 8c-Hde Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3307: vn-Hde amida 22,
1655: vc=o0 de amida 22

Tabela 51 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-fenetil-3-(4-

fluorofenil)-2-propenamida 47c em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | *C (5, ppm)
1 - 130,96
2-6 7,48 (d,d, 2H; J=8 Hz) 120,22
35 | 692(t 2H: J=8Hz) | 115,99
4 - 164,75
1" | 3,68 (q, 2H; J=8 H2) 40,78
> | 292 (t 2H: J=8 H) 35,61
3’ - 138,81
4°-8’ 7,20-7,27 (m, 5 H) 128,70
C=0 - 165,68
o | 625(d 1H;J=16Hz) | 120,22
B | 7,50 (d, 1H;J=16 Hz) | 139,88
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Espectro 64: Espectro de RMN de *H da (2E)-N-fenetil-3-(4-fluorofenil)-2-propenamida 47¢
em CDCls.
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em CDCl;,
5.2.3.10 Obtencéo da (2E)-N-fenetil-3—(4-nitrofenil)-2-propenamida (47d)

FM.: C17H16N20O3 (FM 296,32)
E.M. (m/z):. Encontrado: 296 (M+H)™

Tabela 52 - Atribui¢des das absorgOes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-fenetil-3-(4-nitrofenil)-2-propenamida 47d em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorgao

Alceno 1625: vc-c de Alceno
971: dc-H Alceno Trans
Nitro 1508: vas c=N de nitrocomposto aromatico

1349: vsc=n de nitrocomposto aromatico
856: v c-N de nitrocomposto aromatico
Anel aromético | 1548: vc-c de anel aromatico

703: 8c-H de Aromatico monossubstituido
661: dc-H de Aromatico monossubstituido
834: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido
Amida 3299: vn-H de amida 22,

1654: vc=o0 de amida 22.

Tabela 53 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-fenetil-3-(4-nitrofenil)-
2-propenamida 47d em CDCls.

Posicéo 'H(3, ppm; J, Hertz) 3¢ (8, ppm)
1 - 148,09
2-6 8,22 (d, 2H; J= 8 Hz) 138,46
3-5 7,63 (d, 2H; J= 8 Hz) 124,70
4 - 154,13
I 3,70 (d,d, 2H; J=8 e 4 Hz) 40,87
2 2,93 (t, 2H; J=8 Hz) 35,49
3’ - 138,58
4’-8’ 7,38-7,24 (m, 5 H) 128,32
C=0 - 164,70
o 6,45 (d, 1H; J=16 Hz) 120,22
B 7,66 (d, 1H; J=16 Hz) 134,88
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Espectro 67: Espectro de RMN de 'H da (2E)-N-fenetil-3-(4-nitrofenil)-2-propenamida 47d
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Espectro 68 - Espectro de RMN *3C da (2E)-N-fenetil-3-(4-nitrofenil)-2-propenamida 47d
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5.2.3.11 Obtencéo da (2E)-N-fenetil-3-(3,4-benzodioxo-1-il)-2-propenamida (47¢)

FM.: C18H17N03 F.M.: 295,33)

E.M. (m/z): 238 (M+H)"

Tabela 54 - Atribuigdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-fenetil-3-(3,4-benzodioxo-1-il)-2-propenamida 47e em cm™ (KBr).

Grupo funcional

Bandas de absorc¢ao

Alceno

1621: vc-cde Alceno
973: 8c-H Alceno Trans

alquil

1494:5s Carbono sp3
1425:5s Carbono sps

Eter

1249: vasc-0-C
1037: vsc-0-c
927: 5 c-Hde CH,

Anel aromatico

1583: vc-c de anel aromatico
1511: vc-c de anel aromatico

Amida

3286: vn-H de amida 22
1654: vc=o0 de amida 22.
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Espectro 69: Espectro de RMN de 'H da (2E)-N-fenetil-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-

propenamida 47e em CDCls.
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5.2.3.12 Obtencéo da (2E)-N-fenetil-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-propenamida (47h)

FM.: C1gH19NO;3 (F.M.: 297,35)
E.M. (m/z): 297 (M+H)"

Tabela 55 - Atribui¢des das absorgOes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-fenetil-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-propenamida 47h em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcéo

Alceno 3029: vc-H de Alceno
981: 6c-H Alceno Trans
Eter 1263: vac-0-C
1024: vsc-o-c

Anel aromatico | 1521: vc-c de anel aromético

740: 6c-H de Aromatico monossubstituido
698: dc-H de Aromatico monossubstituido
848: dc-H de Aromatico 1,2,4-dissubstituido
804: 6c-H de Aromatico 1,2,4-dissubstituido
Amida 3307: vn-Hde amida 22,

1652: vc=o0 de amida 22.

Tabela 56 - AtribuicBes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-fenetil-3-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)-2-propenamida 47h em CDCls.

Posicdo | *H(8, ppm; J, Hertz) | *H(8, ppm)

1 - 131,00
2 7,12 (s, 1H) 112,53
3 - 145,78
4 - 148, 01
5 6,99 (d, 1H; J=8 Hz) | 110,05

6 6,82 (d, 1H; J= 8 Hz) 121.60
1’ 3,60 (d, 2H; J=8 Hz) 40,78

2 - 35,45
3 7,20-7,27 (m, 5 H) 131,00
4-8 128,71

o |6,18(d, 1H; J=16 Hz) | 118,69
B | 753 (d, 1H; =16 Hz) | 141,87
C=0 - 166,10
CHs 3,93 (s, 3H) 55,99
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Espectro 71: Espectro de RMN de 'H da (2E)-N-fenetil-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-
propenamida 47h em CDCls.
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Espectro 72 - Espectro de RMN *C da (2E)-N-fenetil-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-
propenamida 47h em CDCls.

124



5.2.4 Sintese da X-estiril-dimetoxifenetil-amidas (48)

Tabela 57: Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para as estiril-dimetoxifenetil-amidas

substituidas 48a-e.

X P('O(F:')a Rend.” (%)
48a | H 126 87
48b | 4-OME 125 78
48c | 4-F 142 90
48d | 4-NO; 187 86
48e | 3,4-CH,O 192 84

p F.: Ponto de fusdo; "Rend.: Rendimento
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5.2.4.1 Obtencao da (2E)-N-[2°-(5,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-fenil-2-propenamida (48a)
OCHg
o &R 6.OCH3

FM.: C1gH21NO3 (FM 311,3)
E.M. (m/z): 312 (M+H)"

Tabela 58 - Atribui¢des das absorg¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-fenil-2-propenamida 48a em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcao

Alceno 1621: vc-cde Alceno
968: 6c-H Alceno Trans
Eter 1259: v.c-0-C
1024: vsc-o-c

Anel aromético | 1531: vc-c de anel aromatico

754: dc-H de Aromatico monossubstituido
701: dc-H de Aromatico monossubstituido
819: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido
Amida 3345: vn-H de amida 22.

1654: vc=o0 de amida 22.

Tabela 59 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-
fenetil]-3-fenil-2-propenamida 48a em CDCls.

Posicéo 'H(3, ppm; J, Hertz) 3¢ (8, ppm)
1 - 134,14

2-6 7,65-7,32 (m, 5H) 128,98-131,53
I’ 3,65 (dd, 2H; J=13 e 6 Hz) 41,23
2 2,86 (dd, 2H; J=13 e 6 Hz) 35,32
3’ - 132,53
4 7,49 (s, 1H) 109,11
5’ - 146,80
6’ - 146,80
7 6,83 (d, 1H; 8 Hz) 108,41
8’ 6,77 (d, 1H; 8 Hz) 121,70
C=0 166,48
a 6,36 (d, 1H; J=16 Hz) 117,57
B 7,65 (d, 1H; J=16 Hz) 141,52
CHj3 3,89 (sl, 6H) 30,90
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Espectro 73: Espectro de infravermelho da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-fenil-2-
propenamida 48a em KBr.
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Espectro 74: Espectro de RMN de 'H da (2E)-N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-fenil-2-
propenamida 48a em CDCls.
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Espectro 75: Espectro de RMN *C da ((2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-fenil-2-
propenamida 48a em CDCls.
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5.2.4.2 Obtencédo da (2E)-N-[2°-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-metoxifenil)-2-propenamida
(48b)

OCHg
4 XS och,
(@) 6"
2 B 1 3]
3 1L~ .
N v 7
o 1 2 8'

HaCO 6
3 5

F.M.: CooH2sNO,4 (FM 341,4)
E.M. (m/z): 341 (M+H)*

Tabela 60 - Atribui¢des das absorg¢Oes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-metoxifenil)-2-propenamida 48b em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcao

Alceno 1618: vc-c de Alceno
966: 6c-H Alceno Trans
Eter 1255 vaC-0-C
1024: vsc-o-c

Anel aromético | 3064: vc-H de anel aromatico
1540: vc-c de anel aromatico
Amida 3305: vn-Hde amida 22,
1652: vc=o0de amida 22.

Tabela 61 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-[2°-(5°,6°-dimetoxi)-
fenetil]-3-4-metoxifenil)-2-propenamida 48b em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | *C (8, ppm)
1 - 127,42

26 | 6,88(d,2H,J=8 Hz) | 129,95

35 7,46 (d, 2H, J=8 Hz) 114,43

4 - 161,61
I’ 3,62 (m, 2H) 40,96
2’ | 2,82 (t, 2H; J=8 Hz) 35,16
3’ - 138,91
4 6,73 (s, 1H) 112,03
5 - 149,05
6 - 146,15
7 6,85 (d, 1H; 8 Hz) 111,44
g 7,39 (d, 1H; 8 Hz) 120,64
C=0 166,44

o |636(d, 1H;J=16 Hz) | 118,00

B |765(d 1H;J=16Hz) | 140,84
CH; 3,82 (s, 6H) 55,25
55,36

128



55
]
E 8
5 =y =
=
E ¢ s ¢ 4
] § 1 2 g
8¢ 2 15 2 8
0 QBN | = & &
@ B © N P=y | o N
g 1 g8 B i 2e I 8 3 5
g 7 8 L 28k Y 2 &
£ Bl 8 2 2N Rd |
g —1 | & a8 BN =l
g 35 w @ © o =
g X ® L I |
I - - ® 8
B3 » T 3
: I >
EE £l & Y
E ga| B3
| Nl @ iy B
] N 5o 8
— 2 | NN N
25 1 83 3
] 1<
E 3
E SR
E A B
20 8 &
E g 2
E| ©
E @
8
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
3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wavenumber (cm-1)

Espectro 76: Espectro de infravermelho da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-
metoxifenil)-2-propenamida 48b em KBr.
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Espectro 77: Espectro de RMN de 'H da (2E)-N-[2°-(5,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-
metoxifenil)-2-propenamida 48b em CDCls.
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Espectro 78: Espectro de RMN *3C da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-metoxifenil)-
2-propenamida 48b em CDCls.
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5.2.4.3 Obtencéo da (2E)-N-[2°-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-fluorofenil)-2-propenamida
48c

F.M.: C]_gHgQFNOg (FM 329,3)
E.M. (m/z): 355 (M+H)"

Tabela 62 - Atribuicdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-[2°-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-fluorofenil)-2-propenamida 48c em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcéo
Alceno 1614: vc-c de Alceno
973: dc-H Alceno Trans
Fluor 1222:vas Carbono sps3
Eter 1261: vaC-0-C
1027: vsc-0-c
Anel aromético | 1544: vc-c de anel aromético
Amida 3284: vn-Hde amida 22,
1652: vc=o0 de amida 22.

Tabela 63 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-
fenetil]-3-(4-fluorofenil)-2-propenamida 48c em CDCls.

Posicéo 'H(8, ppm; J, Hertz) 3¢ (8, ppm)
1 - 130,96
2-6 7.00 (t, 2H; J= 8 Hz) 120,63
3-5 6,74(dd, 2H; J=8 e 24 Hz) 115,95
4 - 164,74
I 4,48 (d, 2H; J=5,5 Hz) 40,95
2 3,83 (s, 3H) 35,12
3’ - 139,87
4 7,42 (s, 1 H) 112,00
5’ - 149,08
6’ - 147,74
7 7,42 (m, 1H) 111,45
8’ 7,42 (m, 1H) 129,47
C=0 - 165,83
o 6,25 (d, 1H; J=16 Hz) 120,56
B 7,54 (d, 1H; J=16 Hz) 139,87
CH; 3,83 (sl, 6H) 55,88

130



70

53
60 - é
3
/é:g | \‘\A§J’E8
B8R ~N gwﬂﬁ
288 8 | S 8C g
g5 3R | 2 By
g=2 | BB ! 1SN -
Rl \ 28 g=
g B s B Rlg 2
¢ & e <
= 2 & il
5 20 2 P 2
& L P S |
£ I ] & ®
R 3 & N8
\ gll=L 8
EY 8 M 28
b3 L8y N 3
25 3 R RS
CRRERY
5 08 N
2 R 2
[
15
10
R R e E e R o e e o R R A o S R B e e S S
3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wavenumber (cm-1)

Espectro 79: Espectro de infravermelho da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-
fluorofenil)-2-propenamida 48c em KBr.
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Espectro 80: Espectro de RMN de 'H da (2E)-N-[2°-(5,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-
fluorofenil)-2-propenamida 48c em CDCls.
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Espectro 81: Espectro de RMN C da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-fluorofenil)-
2-propenamida 48c em CDCls.

131



5.2.4.4 Obtencdo da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-nitrofenil)-2-propenamida
(48d)

F.M.: C19H2N2O5 (PM 356,3)
E.M. (M/2): 356,15 (M+H)"

Tabela 64 - Atribuicdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-[2°-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-nitrofenil)-2-propenamida 48d em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcao
Alceno 1637: vc-c de Alceno
968: dc-H Alceno Trans
Nitro 1513: vas C=N de nitrocomposto aromatico
1340: vs C=N de nitrocomposto aromatico
Eter 1259: vaC-0-C
1022: vsc-o-c
Anel aromético | 1550: vc-c de anel aromético
Amida 3363: vn-Hde amida 22,
1673: vc=ode amida 22.

Tabela 65 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H e *3C para (2E)-N-[2°-(5’,6’-
dimetoxi)-fenetil]-3-(4-nitrofenil)-2-propenamida 48d em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | **C (8, ppm)
1 - 141,02

2-6 6,71 (d, 2H; J= 8 Hz) 128,28

35 7,56 (d, 2H; J= 8 Hz) 124,01

4 - 149,05
I’ 3,63 (M, 2H) 40,99
2 2,82 (M, 2H) 34,99
3’ - 138,30
L 7,58 (s, 1 H) 111,93
5 - 148,06
6 - 147,74
7 7,20-7,27 (m, 5 H) 111,41
8 7,20-7,27 (m, 5 H) 124,77
C=0 164,81

o | 646 (d, 1H;J=16 Hz) | 120,60
B | 7.64(d, 1H;J=16 Hz) | 141,02
CHs 3,82 (sl, 6H) 55,84

132



L6°€98—
92ET9—
ZU9ES
16 7TS—

9'v00E—
ViTL—

90562

o' L26C—

Y%Transmittance
LT'0/0E—
€0'858¢~_
96'2E82—
LEBTYT
68'80TT—
9S80T~
T1'896—
sr1es/
6'.6.—

SLev8—

T'2e0T-

£e9%ee—
W LyTT—

5
0

TEOET—

3 8ETI8T

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
3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

Espectro 82: Espectro de infravermelho da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-
nitrofenil)-2-propenamida 48d em KBr.
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Espectro 83: Espectro de RMN *H da (2E)-N-[2’~(5",6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-nitrofenil)-2-
propenamida 48d em CDCls.
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Espectro 84: Espectro de RMN **C da (2E)-N-[2°~(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(4-nitrofenil)-2-
propenamida 48d em CDCls.
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5245 Obtengdo da (2E)-N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-
propenamida (48e)

F.M.: C19H20N05: 355,4
E.M. (m/z): (M+H)"

Tabela 66 - Atribui¢des das absorgOes observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-propenamida 48e em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorcao

Alceno 1618: vc-c de Alceno
977: dc-H Alceno Trans
Eter 1249 vac-0-C
1031: vsc-0-Cc

Anel aromético | 3064: vc-H de anel aromatico
1540: vc-c de anel aromatico
Amida 3318: vn-Hde amida 22,
1650: vc=o0de amida 22.

Tabela 67 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-[2’-(5°,6’-dimetoxi)-
fenetil]-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-propenamida 48e em CDCls.

Posicdo | °C (5, ppm)
1 129,09
2 106,28
3 149,04
4 148,19
5 108,48
6 123,88
1’ 43,97
2’ 35,15
3’ 138,21
4 127,91
5’ 128,73
6’ 127,56
7 128,73
8’ 127,91
C=0 166,17
a 118,35
B 140,95
CHj 55,88
CH>» 101,40
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Espectro 85: Espectro de infravermelho da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(3,4-

benzodioxol-1-il)-2-propenamida 48e em KBr.
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RMN C da (2E)-N-[2’-(5’,6’-dimetoxi)-fenetil]-3-(3,4-
benzodioxol-1-il)-2-propenamida 48e em CDCls.
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5.2.5 Sintese da X-estiril-5°,6’-benzodioxolilamidas (49)
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Tabela 68: Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para as estiril-5°,6’-benzodioxolilamidas
substituidas 49a e 49e.

X P.F.?(°C) Rend.” (%)
49a | H 105 70
49e | OCH,O 146 76

P F.: Ponto de fusdo; "Rend.: Rendimento

5251 Obtencdo da (2E)-N-[2’-(5’,6’-benzodioxol-3’-il)-etil]-3-fenil-2-propenamida
(49a)

F.M.: C18H17N03 (PM 295,3)
E.M. (m/z): 295 (M+H)"™
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Tabela 69 - Atribuicdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a (2E)-
N-[2°-(5°,6°-benzodioxol-3-il)-etil]-3-fenil-2-propenamida 49a em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorgéo

Alceno 1614: vc-cde Alceno
971: 8c-H Alceno Trans
Eter 1234: v,c-o-C
1041: vsc-o-Cc

Anel aromatico | 1540: vc-c de anel aromatico

754: 5c-H de Aromatico monossubstituido
705: 6c-H de Aromatico monossubstituido
Amida 3291: vn-Hde amida 22,

1650: vc=o0 de amida 22.

Tabela 70 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H para a (2E)-N-[2°-(5°,6’-benzodioxol-
3’-il)-etil]-3-fenil-2-propenamida 49a em CDCls.

Posicdo | *H(8, ppm; J, Hertz) BC (8, ppm)
1 - 134,02
2-6 7,45-7,29 (m, 5H) 128,94
1’ 3,24 (dd, 2H; J=13 e 6 Hz) | 128,33
2’ 2,84 (dd, 2H; J=13 e 6 Hz) | 127,81
3’ - 128,33
¥ 6.8 (d, 1H; = 2) 128,94
5’ - 41,00
6’ - 35,30
7 6,74 (dd, 1H; 8e 2 Hz) | 108,06
8’ 6,68 (dd, 1H; 8 e 2 Hz) 121,68
C=0 - 166,07
o 6,52 (d, 1H; J=15 Hz) 117,34
B 7,85 (d, 1H; J=15 Hz) 141,34
metileno | 5,98 (sl, 2H) 100,91
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Espectro 87: Espectro de infravermelho da (2E)-N-[2’-(5°,6’-benzodioxol-3’-il)-etil]-3-fenil-
2-propenamida 49a em cm™ (KBr).
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Espectro 88: Espectro de RMN de *H da (2E)-N-[2°-(5’,6’-benzodioxol-3’-il)-etil]-3-fenil -2-
propenamida 49a em CDCls.
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5.2.5.2 Obtencéo da (2E)-N-[2’-(5,6’- benzodioxol-3'-il)- etil]-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-

propenamida (49e)
O
5 ——\o
2 B i o ¢
o3 LA N 3 7

< - P &
H

F.M.: C1gH17NOsg (PM 339,3)
E.M. (m/z): 220 (M+H)"

Tabela 71 - Atribuicdes das absorcdes observadas no espectro de Infravermelho para (2E)-N-
[2°-(5°,6’- benzodioxol-3"il)- etil]-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-propenamida 49e em cm™
(KB).

Grupo funcional | Bandas de absorcao

Alceno 1618: vc-cde Alceno

977: dc-H Alceno Trans

Alquil 2871:vas Carbono sp3

2856:vas Carbono sp3

1494:5s Carbono sps

1425:8s Carbono sps

Anel aromético | 3064: vc-H de anel aromatico

1540: vc-c de anel aromatico

754: dc-H de Aromatico monossubstituido
701: 8c-H de Aromatico monossubstituido
819: 6c-H de Aromatico 1,4-dissubstituido
Amida 3318: vn-Hde amida 22,

1650: vc=o0 de amida 22.
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Tabela 72 - AtribuicBes para o espectro de RMN de *H para para (2E)-N-[2°-(5’,6’-

benzodioxol-3*-il)- etil]-3-(3,4-benzodioxol-1-il)-2-propenamida 49e em CDCls.

70

65

55

45

Arbitrary

40

35

30

25

15

Wavenumber (cm-1)

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | *C (8, ppm)
1 - 129,19
2 7.0 (5, 1H) 106,34
3 - 149,06
4 - 147,88
5 6,82-6,67 (d, 1H; 8H2) 108,43
6 6,82-6,67 (d, 1H; 8Hz) 123,89
1’ 3,24 (dd, 2H; J=13 e 6 Hz) 40,96
> |284(dd, 2H; J=13e6Hz) | 3541
3’ - 132,61
e 7.0 (5, 1H) 106,34
5’ - 148,22
6’ - 146,25
7’ 6,82-6,67 (d, 1H; 8Hz) 108,43
g’ 6,82-6,67 (d, 1H; 8H?) 121,70
C=0 - 166,02
a 6,52 (d, 1H; J=15 Hz) 118,54
B 7,85 (d, 1H; J=15 Hz) 140,88
CH, 5,98 (I, 2H) 100,95
101,44
LS g :
5 ‘ 3 &
i | A

Espectro 90: Espectro de infravermelho da para (2E)-N-[2°-(5°,6’- benzodioxol-3'-il)- etil]-3-

(3,4-benzodioxol-1-il)-2-propenamida 49e em cm™ (KBr).

140



38 g
& S
8
g ~
R
8
&
3
I ©8
3 b
<Y P
S
o
3
7
h_ A
A L Iy
100 054 199 432 099 1.96 2.00 2.02 0.76
=l H o= [ =l =l Kl
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 T T T
75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05

Chemical Shift (ppm)
Espectro 91: Espectro de RMN de *H da para (2E)-N-[2°-(5°,6’- benzodioxol-3"il)- etil]-3-
(3,4-benzodioxol-1-il)-2-propenamida 49e em CDCls.
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Espectro 92: Espectro de RMN *3C da para (2E)-N-[2’-(5°,6’- benzodioxol-3'-il)- etil]-3-(3,4-
benzodioxol-1-il)-2-propenamida 49e em CDCls.
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5.3.1 Sintese das estiril-diciclo-hexil-uréias

Procedimento geral para a sintese da série estiril-diciclo-hexil-ureias 50a e 50f

Os acidos cinamicos devidamente substituidos (1 mmol) foram dissolvidos em DCM
e, sobre esta solugdo foram adicionados, posteriormente, 189 mg (1 mmol) de cloridrato de
dopamina, 206 mg (1 mmol) de DCC, 0,277mg (2 mmol) de TEA e uma quantidade catalitica
de DMF. A solucéo foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Apds este periodo, a solucao
foi filtrada e concentrada sob vacuo. Em seguida lavada com uma solucdo acida (HCI 20%
vlv), &gua e a fase organica seca com Na,SO,. O precipitado branco do baldo foi
ressuspendido e recristalizado em AcOEt, obtendo-se o produto com 50% de rendimento
(REUX et al.,2008, modificada).

5.3.1.1 Caracterizacdo da N,N’diciclo-hexil-N-[(2E)-3-fenil-2-propenil]uréia (50a)

.
WYt
1 n
3©/\ S N)chNHl" -3
o ' 2
4 6 o L 6

5

F.M.: C22H31N202: (PM 355,5)
E.M. (m/z):. 357 (M+H)™
Rendimento: 65%

Tabela 73 - Atribui¢des das absor¢des observadas no espectro de infravermelho para a
N,Ndiciclo-hexil-N-[(2E)-3-fenil-2-propenil]uréia 50a em cm™ (KBr).

Grupo funcional | Bandas de absorgao

Alceno 1618: vc-cde Alceno

Anel aromatico | 3064: vc-Hde anel aromatico

1540: vc-c de anel aromaético

754: dc-H de Aromatico monossubstituido
701: &c-H de Aroméatico monossubstituido
Amida 3345: vn-Hda DCC.

1600: vc=o0de amida 22.

1502: vc=o de uréia.
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Tabela 74 - Atribuicdes para o espectro de RMN de 'H e RMN *C (50,3 Hz) para a
N, N diciclo-hexil-N-[(2E)-3-(4-clorofenil)-2-propenil]uréia 50a em CDCls.

Posicdo | "'H(8, ppm; J, Hertz)
1 -
2-6 | 7,44-7,17 (m, 5H)
I 4,10 (m, 1H)
2.6’ 1,8-1,6 (m, 5H)
1 3,78 (m, 1H)
2767 | 1,3-124(m, 5H)
C1:O -
C2:O -
o |6,73(d, 1H; J=16 Hz)
B | 7,64 (d, 1H; J=16 Hz)
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Espectro 93: Espectro de infravermelho da N N diciclo-hexil-N-[(2E)-3-fenil-2—
propenil]uréia 50a em cm™ (KBr).
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5.3.1.2 Obtencao da N,N’diciclo-hexil-N-[(2E)-3-(4-clorofenil)-2-propenil]uréia (50f)

CI

F.M.: C22H30N202 (PM 389,94)
E.M. (m/2): 254 (M+H)*

Rendimentos: 76%

Tabela 75 - Atribuicdes das absor¢des observadas no espectro de Infravermelho para a
N, N “diciclo-hexil-N-[(2E)-3-(4-clorofenil)-2-propenil]uréia 50f em cm™ (KBr).

A ANHJQ

Grupo funcional

Bandas de absorc¢éo

Alceno

1618: vc-cde Alceno

cloro

1079: vielc de Cloro-benzeno

1037: vscL-c de Cloro-

benzeno

Anel aromético

1500: vc-c de anel aromatico

813: 8c-Hde Aromatico 1,4-dissubstituido

Amida

3344: vn-H da DCC

1600: vc=o0 de amida 22

1500: vc=o de uréia.

Tabela 76 - Atribuicdes para o espectro de RMN de *H e RMN *C (50,3 Hz) para a

N, N diciclo-hexil-N-[(2E)-3-(4-clorofenil)-2-propenil]uréia 50f em CDCls.

Posicdo | 'H(8, ppm; J, Hertz) | **C (8, ppm)
1 - 133,13
2eb6 7,26 (d, 2H; J=8Hz) 129,13
3eb 7,23 (d, 2H; J=8 Hz) 129,13
4 - 135,88
K 4,04 (m,1H) 55,88
2-6 1,9-1,57 (m, 5H) 32,74 e 24,65
1 3,70 (m, 1H) 49,93
27-6” 1,36-1,07 (m, 5H) 32,74 e 24,65
C.=0 - 166,04
C,=0 - 153,87
o 7,49 (d, 1H; J=16 Hz) 141,82
B |662(d 1H;J=16 Hz) | 119,87
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Espectro 96: Espectro de RMN de 'H da N,Ndiciclo-hexil-N-[(2E)-3-(4-clorofenil)-2-
propenil]uréia 50f em CDCls.

146



Chloroform-d
o
S

~
K

129.13

~
o 9
2 ©
b= B
&7 3
& N
| I
|
o
@ o] >3
5 4 29 s P
@ 3 e = o
- g © !
98 @
s 3 | o ] & g >
3 T I g 1R i
e \ g $
] | | \
"
i Ml L )
170 160 150 140 130 120 110 100 9% 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Espectro 97 - Espectro de RMN *C da N,Ndiciclo-hexil-N-[(2E)-3-(4-clorofenil)-2-
propenil]uréia 50f em CDCls.

147



5.4 Ensaios Biologicos

5.4.1 Atividade Leishmanicida

Parasitas

A cultura in vitro de promastigotas de L. amazonensis (WHOM/BR/75/Josefa) foi mantida em
meio Schneider (Schneider Insect Medium, Sigma) suplementado com 10% de soro fetal
bolvino (SFB-Ciprion) e 10% de urina humana a 26° C. Para os ensaios de citotoxicidade,

utilizou-se os parasitas na fase estacionaria de crescimento (5-6 dias de cultivo).

Ensaio de citotoxicidade

O ensaio para avaliacdo da atividade anti-parasitaria de promastigotas de L. amazonensis
(2x10° cel/mL) (PALIT et al.,2009) foi realizado em microplacas de 96 pocos (200 uL),
incubadas com meio Schneider suplementados com 10% de soro SFB a 26 °C, na presenca ou
ndo das amidas sintetizadas neste trabalho (50 uM, com 1% de DMSO). A sobrevivéncia dos
parasitas foi avaliada apds 48 h atraves do método colorimétrico MTT (5 mg/mL) em leitura
de Elisa a 570 nm (MOSMANN, 1983).

A biodisponibilizacdo das amidas em meio de cultura (in vitro) foi avaliada na presenca de f-

ciclodextrina (4—CD) e polivinilpirrolidona (PVP).

Procedimento

Foi preparada uma solugdo estoque de 10 mM B—CD e 10 mg/mL de PVP, ambas em PBS.
Durante a dilui¢do, 20 uL da solucéo estoque de cada composto (10 mM em DMSO), foram
incubados com 20 puL da solugdo de p—CD (10 mM) ou 20 pl de PVP (10 mg/mL) e
completado o volume final de 200 uL. com meio de cultura ou PBS.

Em seguida, desta solucéo foram retirados 20 uL de cada tratamento de droga (com complexo
de incluséo ou nio) e plaqueados com 50 uL de uma solugdo de parasitas (2x10° cel/mL) e

completado o volume com meio de cultura a 200 uL.
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Controle:

Controle de parasito sem DMSO

Controle de parasito com DMSO 1%

Controle de parasito com DMSO 1% e 100 uM de p—CD
Controle de parasito com DMSO 1% e 100 pg/mL de PVP

Para as concentragdes dos compostos:

50 uM do composto (DMSO 1%)

50 uM do composto (DMSO 1%) com 100uM de B—CD
50 uM do composto (DMSO 1%) com 100ug/mL de PVP

5.4.2 Ensaio de citotoxicidade em macro6fagos

Os macrofagos peritoneais foram extraidos de camundongos BALB/c no 3° dia, apds a
incubacdo com 1,5 mL de tioglicolato 3%, e incubados em placas de 96 pocos (2x10°/poco)
em meio RPMI suplementado com 10% de SFB a 34 °C em atmosfera de 5% de CO, por 24
horas. Apds esse periodo, as células ndo aderentes foram descartadas e o meio de cultura foi
restabelecido aos macrofagos aderidos, adicionando-se em seguida o0s tratamentos das
amostras e do controle, levando-os a incubacdo por mais 24 h a 34 °C / 5% de CO,. Para
avaliar a viabilidade celular adicionou-se 0 10 uL MTT (5 mg/mL), apds 3 h de incubagdo o
sobrenadante foi descartado e aos macrofagos aderidos adicionou-se 200 puL de DMSO para
solubilizar a formazana formada. A atividade mitocondrial das células foi quantificada a
570nm em leitora de ELISA (Bio-Rad Laboratories). Os resultados foram expressos em
percentagem de inibicdo em relacdo aos controles ndo tratados com as amidas. Os

experimentos foram feitos em triplicata.

5.4.3 Atividade de inibi¢do enziméatica: DNA-topoisomerase I1-a

O ensaio da atividade de inibicdo da enzima DNA-topoisomerase foi realizado pela
Profa. Dra. Andressa Esteves Souza no laboratério de pesquisa do Nucleo de Sintese e
Quimica Medicinal (NUSQUIMED) (ESTEVES-SOUZA et al., 2006).
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Material para a obtengdo do DNA relaxado

O ensaio com os compostos frente a enzima DNA-topoisomerase 11-a humana (topo I1-¢«) foi
realizado segundo o Kit da TopoGEN, o qual contem o DNA de plasmidio super-helicoldal
(na forma 1) (25 nug em 10 mL de tampdo TE) como substrato. Além do DNA, também os
tampdes: TE (10 mM Tris—HCl em pH 7,5 e 1 mM EDTA); o tampéo do ensaio 50 mM Tris—
HCI, pH 8, 120 mM KCI, 10 mM MgCl,, 100 mM EDTA, 3 mg/mL de albumina de soro
bovino, 0,5 mM ditiotreitol e 0,5 mM ATP. Os DNAs super-helicoidais utilizados (plasmidio
pBR322) foram comprados da Gibco. Ao tampéo de corrida foi adicionado 25% de azul de
bromofenol, 50% glicerol e 10% de SDS. A agarose e as substancias usadas foram o obtidas

da Sigma.

Ensaio da Topo Il-a

O protocolo do ensaio de inibi¢do da topo Il-« foi seguido de acordo com o Kit da TopoGEN.
Inicialmente, foi preparada uma mistura reacional contendo 10 uL da amida (50uM), 0,125
ug/mL de DNA pBR322 (Gibco) e o tampéo do ensaio, 2U da Topo Il-a. Nesta mistura, a
enzima foi utilizada para relaxar o DNA durante 30 min. incubada a 37°C. Apds este periodo,
a reacdo foi finalizada com a adi¢cdo de 1 uL de tampdo de término (25% azul de bromofenol,
50% glicerol e 10% de SDS). Os produtos das reacdes foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1% em tampdo de corrida TAE (Tris-acetato-EDTA). Os geis foram corados
com brometo de etidio (0,5ug/mL), sendo a revelacdo feita por transiluminador UV e
imediatamente registrados em maquina fotografica digital (fotos apresentadas no capitulo de

resultados e discussao).
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Estruturas quimicas dos compostos sintetizados.
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Substituintes

X Y
a H H
b | 4-OME H
c 4-F H
d | 4-NO, H
e OCH,0
f 4-Cl H
g | 4-Me H
h | 4-OME 3-OH
i 4-Br H
j | 4-OEt H
I 4-CN H
m | 4-OH 3-Et
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