UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

CARLA MIGUEL DE OLIVEIRA

INVESTIGAGAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE DERIVADOS
N-BENZIL-PIPERIDINICOS ACILIDRAZONICOS

Alfenas/MG
2017



CARLA MIGUEL DE OLIVEIRA

INVESTIGAGAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE DERIVADOS N-
BENZIL-PIPERIDINICOS ACILIDRAZONICOS

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre pelo Programa de Pos-
Graduacdao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Alfenas.

Area de concentracdo: Ciéncias Farmacéuticas. Orientador:
Prof. Dr. Claudio Viegas Junior. Coorientadora: Prof?. Dr*
Marisa lonta

Alfenas/MG
2017



Dados Internacionais de Catalogacio -na-Publicacido (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal de Alfenas

Oliveira, Carla Miguel de.

Investigacao da atividade antiproliferativa de derivados M-
benzil-piperidinicos acilidrazdnicos / Carla Miguel de Oliveira
- Alfenas-MG,

2017124 1.

Crientador: Claudio Viegas Junior.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -
Universidade Federal de Alfenas, 2017.

Bibliografia.

1. Neoplasias. 2. Ciclo Celular. 3 Hidrazonas. |. Viegas
Junior, Claudio. 1. Titulo.

CDD-615.31




CARLA MIGUEL DE OLIVEIRA

“INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE
DERIVADOS N-BENZIL-PIPERIDINICOS-ACILIDRAZONICOS”

A Banca examinadora, abaixo
assinada, aprova a Dissertagédo
apresentada como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas pela
Universidade Federal de Alfenas.

Aprovada em: j/// oy 2o/ 3

’ f{ £
Prof. Dr. Claudio Viegas Junior Assinatura: / -’q
Instituicdo: UNIFAL-MG /

Prof. Dr. Luis Octavio Regasini Assinatura: gzﬂwy (Lé(wm %@w
Instituicio: UNESP

-y
i

Profa. Dra. Daniela Aparecida Chagas de Assinatura: "‘}*’/

Paula
Instituicdo: UNIFAL-MG



Dedico esta dissertacdo a Deus, que é
meu suporte durante todos os momentos.
A toda minha familia e amigos, que
estiveram ao meu lado durante esta
jornada. Em especial dedico aos meus

pais por acreditarem neste sonho



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, pelas oportunidades e por todas as pessoas que
tenho em minha vida

Ao meu orientador, Claudio Viegas Jr., por ter me incluido no seu grupo de
pesquisa, auxiliado em todo o desenvolvimento dessa dissertacdo, por todo
conhecimento compartilhado e por sua dedicagdo aos alunos. Obrigada pela
confianca e por auxiliar no meu crescimento profissional.

A minha coorientadora, Marisa lonta, por todo conhecimento compartilhado,
pela presenca ao longo dessa caminhada e seu empenho nesta dissertacdo. Sou
grata pelas conversas que puderam me tranquilizar nos momentos de ansiedade.

Aos meus grandes amigos do Laboratério de Pesquisa em Quimica Medicinal
(PeQuiM), Matheus, Vanessa, Kris, Sarah, Amanda, Cindy, Nathalia, Rafael, Suellen,
Leticia e Ariele, pela amizade e parceria. Obrigada pelos momentos de estudo em
grupo, pelos longos dialogos e tenho certeza que sem o apoio de vocés esta jornada
teria sido bem mais dificil.

Em especial as amigas, Amanda, Sarah, Nathalia e Cindy que foram
companheiras de estudos, compartilhamos momentos alegres e dificeis. Enfim,
construimos uma amizade que levarei comigo.

A pés-doutoranda, Vanessa, da qual fui sua primeira aluna de iniciacdo
cientifica junior em 2006, sendo este meu primeiro contato com a pesquisa. Foi um
prazer reencontra-la durante meu mestrado e trocar conhecimentos.

A banca examinadora por aceitar o convite e pelas valiosas contribuicdes que
certamente serdo dadas para o aprimoramento deste trabalho.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF) da
Universidade Federal de Alfenas.

Por fim e ndo menos importante, aos meus pais José e Aparecida, e ao meu
irmao Ricardo por sempre acreditarem em mim e por toda a confianca depositada em
mim. Afinal ndo seria nada sem vocés.

Ao meu namorado, Bruno por estar junto comigo durante toda essa caminhada,
por também acreditar nos meus sonhos e por todas as dificuldades que enfrentamos

juntos.



RESUMO

A incidéncia de cancer tem aumentado devido ao crescimento e envelhecimento
populacional, bem como aos fatores de risco tais como: tabagismo, sedentarismo e
obesidade. A taxa de mortalidade é alta tanto em paises mais ou menos
desenvolvidos. Dados do INCA (Instituto Nacional do Cancer), no biénio 2016-2017,
revelam estimativas de cerca de 600 mil casos novos de cancer no Brasil, sendo o
cancer de mama feminino e o de préstata os mais frequentes. No tratamento do cancer
hé varios desafios a serem vencidos, tais como melhora eficiéncia e seletividade do
farmaco, bem como diminui¢éo da toxicidade e dos mecanismos de resisténcia. Além
disso, o custo dos medicamentos atualmente utilizados, ainda é elevado a imensa
maioria da populagdo de média e baixa renda. Neste contexto, o presente trabalho
tem por objetivo a avaliagcdo da atividade antiproliferativa de uma série de derivados
sintéticos N-benzil-piperidinicos acilidrazénicos. Numa triagem inicial, onze
substancias (32a-k) foram testadas contra quatro linhagens de células tumorais
humanas (MCF7, HT144, A549, HepG2). As substancias PQM-66 (32f), PQM-67
(329), PQM-76 (32)) e PQM-88 (32k) reduziram a viabilidade de células A549, com
ICs0 de 139,20 pM; 116,60 pM; 120,50 pM e 53,92 uM, respectivamente. De modo
interessante, PQM-75 (32i) apresentou um espectro de atividade mais promissor
contra as outras trés linhagens (HepG2, HT144 e MCF-7), sendo o ICso de 58,40 uM;
86,40 uM; 44,81 uM, respectivamente. Assim, o composto 32i foi selecionado para
avaliacdo quanto ao seu potencial antiproliferativo sobre células da linhagem HepG2.
Os dados mostraram que 32i significativamente reduziu a capacidade clonogénica em
60% e 70%, tratadas, respectivamente, com 30 uM e 60 pM. Portanto, a reducéo da
viabilidade, inicialmente observada por MTS, esta associada a capacidade de 32i em
inibir a proliferacéo de células HepG2. Estudos adicionais deverédo ser realizados para
investigar a influéncia de 32i sobre o perfil de expressao de reguladores do ciclo

celular.

Palavras chaves: Cancer. Atividade antiproliferativa. N-benzil-piperidinicos-
acilidrazénicos.



ABSTRACT

The incidence of cancer is increasing because of the growth and aging of the
population as well as risks factors such as smoking, sedentary lifestyle and obesity.
Mortality rate is elevated in both more-developed and less-developed countries. Data
from the INCA, itis estimated in 2016- 2017 around 600 thousand new cases of cancer
in Brazil, with female breast cancer and prostate cancer being the most frequent.
Several challenges should be overcome to improve the cancer treatment such as
improving the drug efficiency and selectivity, reducing toxicity and tumor resistance
mechanism. In addition, the cost of medicines is expensive for population. Thus, the
present work aims to evaluate the antiproliferative activity of a series of N-benzyl
piperidinyl acylhydrazone derivatives. In a preliminary screening eleven substances
were tested against four human tumor cell lines (MCF7, HT144, A549, HepG2).
According to results, PQM-66 (32f), PQM-67 (329), PQM- 76 (32j), and PQM-88 (32k)
reduced significantly the viability of A549 cells with ICso de 139.20 uM; 116.60 pM;
120.50 uM and 53.92 uM, respectively. Interestingly, PQM-75 (32i) showed more
promising activity against the other 3 lineages (MCF-7, HepG2 e HT144). Thus,
compound 32i was selected for evaluation of its antiproliferative potential on HepG2
cells. Data showed that 32i reduced 60% and 70% clonogenic capacity of HepG2 with
treated 30 uM and 60 uM, respectively and induced cell cycle arrest. Therefore, the
reduction in cell viability, initially observed through MTS assay, is associated to ability
of 32i in inhibiting the proliferation of HepG2 cells. Additional studies should be
performed to investigate the influence of compound 32i on expression profile of

regulators of cell cycle.

Key words: Cancer. antiproliferative activity. N-benzyl piperidinyl acylhydrazone.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA), no biénio 2016-2017, estima-
se cerca de 600 mil casos novos de cancer no Brasil, sendo o cancer de mama
feminino e o de prostata os mais frequentes. Nas mulheres, a maior incidéncia de
cancer é o de mama (28,1%), seguido de intestino (8,6%) e colon do Utero (7,9%). Ja
nos homens, os principais canceres sdo o de prostata (28,6%), pulmao (8,1%) e
intestino (7,8%) (INCA, 2016). Parece haver um consenso de que a incidéncia de
cancer tem aumentado devido ao envelhecimento populacional e a fatores de risco
tais como: tabagismo, sedentarismo e obesidade. A mortalidade continua elevada
tanto em pais mais e menos desenvolvidos, tendo ocorrido 14,1 milhdes de novos
casos de céancer, e 8,2 milhdes de mortes durante 2012 (TORRE et al., 2015).

Durante o desenvolvimento do cancer ocorrem mudancas nas células que
adquirem caracteristicas tais como crescimento desordenado, resisténcia a sinais
inibitérios de crescimento, potencial angiogénico e capacidade de formar metastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). O tumor se desenvolve em varias etapas e a eficacia
de tratamento esta diretamente relacionada a precocidade do diagnostico, que deve
ser realizado, preferencialmente, antes das células alteradas se tornarem malignas e
metastaticas. O tratamento do cancer, em geral, baseia-se na ressecc¢ao cirargica,
radioterapia, imunoterapia e quimioterapia. No que diz respeito a quimioterapia,
muitas vezes, o tratamento é ineficiente ou apenas paliativo devido a resisténcia do
tumor aos farmacos disponiveis no mercado, fato que favorece a progressdo da
doenca, o estabelecimento de metastases (CHENG, Y. T.; YANG; SHYUR, 2016).

Varios farmacos utilizados atualmente no tratamento de neoplasias foram
descobertos a partir de metabdlitos secundarios de plantas e organismos marinhos,
pois essas substancias constituem uma grande variedade quimica, com diferentes
efeitos bioldgicos. Muitos dos farmacos sdo de origem sintética ou semissintética e
podem atuar por diferentes mecanismos de acdo. Apesar do arsenal terapéutico
razoavelmente vasto de farmacos antineoplésicos aprovados e em uso clinico, alguns
tipos de neoplasias sdo ainda resistentes a terapéutica disponivel, exigindo um
esforco continuo na prospeccédo, estudos pré-clinicos e clinicos de novas entidades
guimicas (NEQs) potencialmente eficazes e menos téxicas (COSTA-LOTUFO et al.,
2010). Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a avaliacdo da atividade

antiproliferativa de uma série de derivados sintéticos N-benzil-piperidinicos
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acilidrazonicos, originalmente desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa como
candidatos a farmacos anti-Alzheimer, mas que, em testes preliminares, indicaram

promissora atividade antiproliferativa sobre células derivadas de canceres humanos.



19

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir serdo apresentados alguns dados relacionados ao estado da arte da
pesquisa em novos farmacos antineoplasicos, dados da fisiopatologia do cancer, bem

como estimativas de sua incidéncia e tratamento.

2.1CANCER

O céancer continua apresentando alta taxa de mortalidade tanto em paises mais
desenvolvidos como nos menos desenvolvidos. Com expectativa de aumento
principalmente nos paises menos desenvolvidos, devido ao envelhecimento
populacional e exposicao a fatores de risco, tais como ma alimentacao, tabagismo e
sedentarismo. Segundo dados de GLOBOCAN, no mundo ocorreram 14,1 milhdes de
novos casos de cancer, e 8,2 milhdes de mortes durante 2012 (TORRE et al., 2015).

No Estados Unidos, esta enfermidade possui maior taxa de mortalidade infantil.
Nas ultimas quatro décadas houve aumento no numero de pessoas diagnosticadas
com cancer, tendo expectativa que aumente para cerca de 2,4 milhdes em 2035.
Observa-se também que a faixa etaria acima de 65 anos representa a maior parcela
populacional que é diagnosticada (SWEENEY, 2014).

No Brasil, a estimativa é que ocorram 600 mil novos casos de cancer no biénio
2016-2017. Nos homens ha predominancia de canceres de prostata, pulméo e
intestino, ja nas mulheres sdo canceres de mama, intestino e colo de Utero. Os mais
frequentes sdo o cancer de prostata (61 mil) nos homens e mama (58 mil) nas
mulheres (INCA, 2016).

Esta doenca é caracterizada pelo crescimento descontrolado de células que
podem invadir tecidos vizinhos e se disseminar para outros locais do organismo. Os
tumores malignos séo caracterizados por apresentarem células agressivas que se
dividem rapidamente, produzem fatores angiogénicos e apresentam grande
capacidade invasiva, sendo resistentes aos sinais inibitérios de proliferacdo e de
morte celular por apoptose (Figura 1). Ao contrario, em condi¢cdes normais, 0s sinais
gue regulam proliferacdo e morte celular sdo altamente regulados, a fim de manter a
homeostase tecidual (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Produgao de sinais de
crescimento

Resisténcia a Resisténcia a sinais
apoptose de inibicdo de
crescimento

Capacidade de Capacidade de
induzir a invasao e metastase
angiogénese

Capacidade de

replicar por tempo
indeterminado

Figura 1- Caracteristicas usualmente notadas em células tumorais
Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011

A carcinogénese é um processo complexo que envolve mudancas genéticas e
epigenéticas, no qual uma célula normal se torna uma célula cancerigena. Ao longo
do processo, as células tornam-se alteradas e proliferam rapidamente e, com a
progressdo do tumor, as células malignas invadem tecidos adjacentes para
estabelecer metastases. As células malignas liberam fatores angiogénicos, processo
fundamental para manter o crescimento do tumor (CARBONE; PASS, 2004; YOO;
JONES, 2006).

Em tecidos normais, a progressao do ciclo celular é altamente regulada por
complexos CDK/ciclina (ASGHAR et al., 2015). No complexo CDK/ciclina, a CDK
(quinase dependente de ciclina) representa a subunidade catalitica, enquanto a ciclina
representa a subunidade regulatéria (SENDEROWICZ, 2004). Para assegurar a
apropriada progresséao do ciclo existem alguns pontos criticos, chamados pontos de
checagem, onde é realizado o monitoramento quanto a integridade do genoma e o
acesso dos microtubulos aos cromossomos. Dessa forma, os mecanismos de
checagem impedem que o ciclo progrida em caso de anormalidades (ROSKOSKI,
2016).

O ciclo celular é constituido basicamente por 4 fases: G1, S, G2 e M (Figura
2). A fase S € responsavel pela duplicacdo do DNA, seguida da fase G2, em que

ocorrem reparos no DNA, caso este esteja danificado, antes que o material genético
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seja segregado na fase M; na fase G1, ha expresséo de proteinas importantes que
regulam a passagem pelo ponto de restricao e transicdo G1/S. A progressao do ciclo
€ mediada por complexos ciclina-CDK que sao formados ao longo do ciclo (LAPENNA,;
GIORDANO, 2009; MEDEMA; MACUREK, 2012). A progressdo pela fase G1 e
transicdo G1/S séo eventos regulados pelos complexos ciclina D-CDK4/6, ciclina E-
CDK2, respectivamente; enquanto a progressédo pela fase S e a transicdo G2/M
envolvem, respectivamente, a ativacdo dos complexos ciclina A/ICDK2 e ciclina B-
CDK1. Complexos ciclina-CDK sao, adicionalmente, regulados por eventos de
fosforilacdo de CDKs e interacdo molecular com as a CKls (proteinas inibidoras de
CDK) (ASGHAR et al., 2015; CICENAS; VALIUS, 2011).

Ciclo Celular
Profase, metafase, anafase, telofase e citocinese

\ G2-M M-to-A/
CDK1-ciclina B

inicia entrada e

progressido em M M GO
CDK1-ciclina B
sao ativadas em CDK4, CDK®6 e
G2 G1 ciclina D preparam
para fase S
CDK1-ciclina A G1-S
mediam transicgao Ponto de restrigdao
S-G2
CDK2-ciclina A mediam CDK2-ciclina E
progressao na fase S iniciam fase S

Figura 2 - Mecanismo de regulacéo do ciclo celular
Adaptado de ROSKOSKI, 2016

Quanto a terapéutica, ha varios desafios a serem vencidos no tratamento do
cancer, os quais incluem: melhora na eficiéncia e seletividade do farmaco, bem como
diminuicdo da toxicidade e dos mecanismos de resisténcia. Além disso, o custo dos
medicamentos, atualmente utilizados, ainda é elevado aimensa maioria da populacao

de média e baixa renda. Devido ao fato de células cancerigenas apresentarem alta
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taxa de proliferacao e alteragbes nas proteinas que regulam positiva e negativamente
0 ciclo celular, compostos capazes de inibir a progressao do ciclo celular séo
potenciais agentes antitumorais e, portanto, devem ser investigados para que novos

protétipos de farmacos possam ser identificados (ROSKOSKI, 2016).

2.2 ARSENAL TERAPEUTICO CONTRA O CANCER

De um modo geral, as plantas tém um papel muito importante na descoberta
de varias substancias que foram ou s&o utilizadas no tratamento de neoplasias.
Atualmente, cerca de 60% dos farmacos antineoplasicos tem origem nos produtos
naturais (CRAGG; PEZZUTO, 2015). Alguns destes sdo emblematicos no
desenvolvimento da Quimica medicinal e da terapéutica contra o cancer, a exemplo
dos alcaloides da vinca, vimblastina (1, Figura 3, p.24) e vincristina (2, Figura 3, p.24),
isolados de Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae), do taxano, paclitaxel (3,
Figura 3, p.24), comercializado como Taxol®, que foi isolado das cascas de Taxus
(T. baccata L. e T. brevifolia Nutt.) e do alcaloide, camptotecina (4, Figura 3, p.24),
obtido de Camptotheca acuminata. Estas substancias foram o ponto de partida para
grandes avancos obtidos no tratamento de tumores sélidos, sendo identificadas a
partir de audaciosos programas de bioprospeccao iniciados na década de 1960, por
iniciativa do National Cancer Institute (NCI - USA) (BRANDAO et al., 2010).

Os alcaloides de vinca foram os primeiros farmacos antitumorais, de origem
vegetal, utilizados na terapéutica a partir da década de 1960 (SAFARZADEH,;
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). Durante um amplo estudo em busca de novas
substancias hipoglicemiantes, foi observada uma significativa atividade citotoxica
dessas substancias sobre células leucémicas. Posteriormente, verificou-se que o0s
alcaloides da vinca alteram a estabilidade dindmica dos microtibulos por se ligarem a
sitios especificos da B-tubulina, impedindo a polimerizacdo de novos heterodimeros
no microtubulo. Durante a mitose, a instabilidade dindmica dos microtabulos é
essencial para a formacéo do fuso mitético, alinhamento dos cromossomos na placa
metafasica e segregacdo das cromatides irmas. Dessa forma, células em diviséo,
expostas aos alcaloides da vinca, ficam bloqueadas na mitose por ativacdo do ponto
de checagem mitético e, em geral, morrem por apoptose. (CRAGG; PEZZUTO, 2015;
SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). A despeito da semelhanca em

termos de propriedades quimicas, estas duas substancias apresentam propriedades
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especificas em relagéo a citoxicidade e sdo indicadas para o tratamento de diferentes
condi¢bes clinicas (BRANDAO et al., 2010). A vimblastina (1) tem indicacdo no
tratamento de linfoma de Hodgkin e cancer de mama, enquanto que a vincristina (2)
é preferencialmente utlizada contra leucemia linfoblastica grave e linfoma
(SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).

O placlitaxel foi isolado inicialmente das cascas de Taxus brevifolia Nutt., tendo
sido identificado em meados de 1962 como um poderoso agente antitumoral,
revolucionando a quimioterapia do cancer e estimulando iniUmeros trabalhos de
pesquisa em todo o mundo (CRAGG; NEWMAN, 2005). Em estudos iniciais,
apresentou atividade antitumoral e antileucémica. Posteriormente em estudos pré-
clinicos e clinicos verificou-se sua proeminente eficacia contra tumores soélidos
(ZHAO; MU; DU, 2016). Entretanto, apos ser aprovado para uso clinico, a producao
industrial de 3 a partir de fonte natural sofreu forte pressdo de ambientalistas, em
virtude da grande quantidade de arvores necessarias para sua producao, pois o seu
rendimento era baixo. Como consequéncia, acentuou-se uma corrida por rotas
sintéticas e métodos alternativos de obtencdo do Taxol® por semissintese.
Posteriormente, foram descobertos dois de seus precursores biossintéticos, a
baccatina Ill (5, Figura 3, p.24) e a 10-desacetil-baccatina Ill (6, Figura 3, p.24),
isolados das folhas de varias espécies de Taxus. Esta descoberta viabilizou a
obtencdo semissintética de 3, trazendo grande vantagem industrial ao método de
extracao original, sem a necessidade da derrubada de arvores (CRAGG; NEWMAN,
2005). O paclitaxel estabiliza os microtubulos e altera, portanto, a instabilidade
dindmica dos microtubulos, fato que retém as células em mitose. Esse composto vem
sendo utilizado no tratamento de céancer de ovario, mama e pulmdo. (CRAGG,;
PEZZUTO, 2015). Além do ineditismo e particularidade do complexo padréo estrutural
do paclitaxel, a elucidacdo de seu mecanismo de acao, representou, a época, um
achado importante para pesquisas relacionadas ao cancer. Estudos adicionais
evidenciaram sua capacidade de induzir morte celular por diferentes mecanismos,
contudo os detalhes das vias moleculares ativadas pelo paclitaxel ainda sdo motivos
de estudo (LEE et al., 2016). Apesar da sua atividade promissora como agente
antitumoral, trata-se de um composto toxico, justificando a obtencdo de novos
analogos. Posteriormente, através de semissintese, obteve-se seu analogo mais

potente o docetaxel (7, Figura 3, p.24), mas apesar de aumentar a eficacia ainda ha
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limitagbes em seu uso devido a baixa solubilidade, biodisponibilidade e toxicidade
induzida pelo excipiente (ZHAO; MU; DU, 2016).

Outros farmacos importantes na histéria da terapéutica do céncer sdo a
camptotecina (4, Figura 3, p.24) e seus derivados. A camptotecina é um alcaloide
isolado de Camptotheca acuminata que possui atividade antitumoral atuando pela
inibicdo de topoisomerase | (CHEN et al., 2015). Seu mecanismo de acdo, também
inovador, baseia-se na ligagéo ao complexo topoisomerase I-DNA, sendo formado um
complexo ternario estavel, impedindo a religacdo do DNA, o que leva a danos em sua
estrutura, resultando em apoptose. No entanto, néo foi utilizada na clinica por conta
de suas propriedades farmacocinéticas inadequadas. Porém, foi 0 modelo de partida
para o desenvolvimento do topotecano (8) e do irinotecano (9, Figura 3, p.24),
analogos planejados na tentativa de solucionar problemas relacionados ao
metabolismo, toxicidade, resisténcia e biodisponibilidade (CRAGG; PEZZUTO, 2015).
O topotecano (8) pode ser utilizado no tratamento de cancer de ovario metastatico
guando o tratamento de primeira linha ndo funciona; ja o irinotecano (9) € indicado ao
tratamento de cancer de colorretal metastatico em combinacdo com outros
medicamentos. No entanto, ambos tem os efeitos adversos que limitam a dose a ser
administrada (NUSSBAUMER et al., 2011).

Outro exemplo, a podofilotoxina (10, Figura 3, p.24) foi isolada em 1880 de
Podophyllum peltatum que é conhecida como “mandrake americana” e se destacou
pelo uso na medicina popular no tratamento de canceres de pele e verrugas. No
entanto, sua estrutura quimica foi elucidada em 1950 (CRAGG; PEZZUTO, 2015). A
partir do produto natural epi-podofilotoxina (11, Figura 3, p.24), que € um isbmero de
(10), foram desenvolvidos os derivados semissintéticos etoposideo (12) e teniposideo
(13, Figura 3, p.24), sendo estes eficazes no tratamento de neoplasias bronquicas e
linfomas (CRAGG; NEWMAN, 2005). Esses farmacos atuam como inibidores da DNA
topoisomerase Il, uma enzima que induz a quebra momentanea nas duas fitas de DNA
para relaxar a tensdo torsional gerada durante os processos de replicacdo e
transcricdo. Os compostos que atuam como inibidores dessa enzima podem aumentar
o periodo que as duas fitas permanecem quebras e assim as células ativam a via de
apoptose (BRANDAO et al., 2010). O etoposideo (12) foi desenvolvido por cientistas
da Sandoz, na busca por melhorar a atividade da podofilotoxina (10). De fato,

utilizando como estratégia de conjugacgéo com glicosideo, foi possivel melhorar o perfil



25

de atividade anticancer de 10 em relacdo ao etoposideo, reduzindo ainda seus efeitos
adversos (BASMADJIAN et al., 2014).

A piperina (14, Figura 3, p.24) é um alcaloide piperidinico insaturado, presente
em varias espécies do género Piper incluindo P. nigrum e P. longum. E mais
abundante nos frutos de P. nigrum, espécie popularmente conhecida como pimenta-
do-reino (FERREIRA et al., 2012). A piperina apresenta diversas agodes
farmacoldgicas, as quais incluem atividades anti-inflamatoria, antimutagénica e
antimetastatica (LIN et al., 2014). Por estas propriedades, varios estudos apontam a
piperina como um adjuvante no tratamento de doengas que envolvem estresse
oxidativo incluindo o cancer.

O efeito antitumoral da piperina tem sido investigado em diferentes tipos de
tumor como, por exemplo, os canceres de pulmao, mama, prostata e célon (CHENG,
Y.-T.; YANG; SHYUR, 2016). A piperina mostrou-se efetiva em inibir proliferagéo e
migracao de células tumorais derivadas de cancer de mama (DO et al., 2013). Estudo
recente mostrou que a piperina inibe a proliferacdo de células derivadas de cancer de
mama triplo negativo, sem afetar o crescimento de células do epitélio mamario normal
(GREENSHIELDS et al., 2015). Estudo mostrou também que a piperina tem efeito
antiangiogénico sobre tumores solidos (QU; LV; XU, 2015). Além disso, aumenta o
efeito citotoxico da curcumina contra células-tronco derivadas de cancer de mama
(KAKARALA et al., 2010). Diante deste conjunto de dados, a piperina pode ser
considerada um modelo molecular interessante e inspirador no planejamento de
substancias com padrao estrutural inédito, buscando novas entidades quimicas com
atividade antitumoral que preservem em parte os atributos estruturais do modelo

natural.
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Figura 3 - Estrutura de produtos naturais e derivados
Fonte: Do autor.



27

Embora a abordagem terapéutica do cancer varie em decorréncia do tipo de
tumor e do estdgio em que a doenca se encontra, em geral, os tratamento sdo
baseados em resseccdo cirargica, radioterapia e quimioterapia (CRAGG; PEZZUTO,
2015). A despeito da alta diversidade quimica e dos diferentes mecanismos de acao,
0S quimioterapicos atualmente empregados, ainda sao pouco eficientes contra alguns
tipos de cancer (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Além disso, de modo geral, os
quimioterapicos apresentarem elevada toxicidade. Assim sendo, a associagéo
medicamentosa tem sido a Unica alternativa para melhorar as propostas de tratamento
para o cancer. Entretanto, muitos deles, mostram-se resistentes aos protocolos
guimioterapéuticos baseados na combinagédo de medicamentos. Dessa forma, faz-se
necessaria a busca por novos protétipos que sejam mais eficientes e menos téxicos
e, ainda, que apresentem melhores parametros farmacocinéticos (CHENG, Y.-T.;
YANG; SHYUR, 2016). Neste contexto, os produtos naturais se destacam como fontes
de novos farmacos ou, ainda, como fonte de prototipos moleculares para a obtencéo
de farmacos estruturalmente inovadores, via sintese ou semissintese. A exemplo
disso, dados demonstram que desde a década de 1940 até o final de 2014, cerca de
175 agentes quimioterapéuticos foram aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration), sendo que destes, 75% estdo relacionados a produtos naturais, com
49% sendo oriundos de produtos naturais isolados ou de seus derivados. Salientando
até hoje a sua importancia no desenvolvimento de um farmaco (NEWMAN; CRAGG,
2016).

Nos ultimos anos, o avanco no entendimento da fisiopatologia do cancer e do
papel das proteinas-quinases nas vias de sinalizacdo que modulam proliferacao,
diferenciacao, migracdo e morte celular levaram ao planejamento e a descoberta de
pequenas moléculas, como sorafenibe (15), sunitinibe (16), refametinibe (17),
tipifarnibe (18), selumetinibe (19, Figura 4), as quais tém sido empregadas no
tratamento do cancer. Essas moléculas comp8e uma nova geracao de farmacos e de
candidatos a farmacos antineoplasicos, genericamente conhecida por tinibes que, em
geral, atuam como inibidores de diferentes proteinas-quinase ou de quinases
especificas (CUI, 2014). O sorafenibe, por exemplo, trata-se de inibidor de multiplas
guinases e tem sido empregado no tratamento de alguns tipos de tumores incluindo
carcinoma hepatocelular e carcinoma de rim. Embora os ensaios clinicos tenham
mostrado aumento na sobrevida dos pacientes, os efeitos ainda sdo modestos.

Portanto, o desenvolvimento de novas entidades quimicas continua a ser de
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importancia capital, podendo contribuir na melhoraria de propostas terapéuticas ao
tratamento do cancer (DA SILVA et al., 2014).

Figura 4 - Estruturas de exemplos de farmacos com potencial antitumoral.
Fonte: Do autor

2.3 N-ACILIDRAZONAS COMO DESTAQUE NA BUSCA DE FARMACOS
ANTICANCER

A subunidade N-acilidrazona (NAH) é considerada uma estrutura privilegiada,
uma vez que esta presente em diversas moléculas bioativas, podendo se ligar a mais
de um biorreceptor, e vem sendo utilizada como fragmento molecular em candidatos
a prototipos de farmacos desde a década de 1970 (MAIA; TESCH; MANSSOUR
FRAGA, 2014). Na literatura, ha diversos exemplos de substancias sintéticas com a
subunidade estrutural N-acilidrazbnica, possuidores de diversas atividades
biologicas, dando destaque também para compostos com atividade citotoxica.

O composto ativador de pro-caspase, (PAC-1, Figura 5, 20) foi identificado via
high-throughput screening (HTS) e atua como ativador direto da pro-caspase 3
dependente da quelacdo de zinco, induzindo a apoptose. No entanto, estudos
demonstram a sua capacidade de induzir neurotoxicidade. Outrossim, PAC-1 se
mostrou um agente promissor na terapéutica do cancer e vem sendo utilizado como
modelo no desenvolvimento de novos candidatos a farmaco (AZIZ et al., 2010; ROTH

et al.,, 2015). Com o objetivo de variar as propriedades farmacoldgicas e
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farmacocinéticas de PAC-1, ja foram sintetizados mais de 1000 derivados, tendo sido
confirmada importancia farmacoférica da subunidade orto-hidroxi-N-acilidrazona.
Foram também descritas diferentes variacdes estruturais de PAC-1, cujos analogos
mantiveram a atividade previamente observada ou entdo mostraram-se mais ativos
gue o protétipo original (ROTH; HERGENROTHER, 2016).

Acilidrazonas vem sendo cada vez mais estudadas devido suas propriedades
farmacoldgicas, incluindo a atividade anticAncer. Derivados de &cido N-(2-
trifluormetilpiridin-4-il)antranilico, mostraram potente atividade citotoxica, sendo
observados efeitos em concentragdes da ordem de nM, nos compostos 21- 24 com
largo espectro de inibicdo. Além disso, alguns compostos apresentaram baixa
toxicidade, o que estimula maiores estudos no sentido de se obter novos farmacos
antitumorais (CONGIU; ONNIS, 2013).

A subunidade N-acilidrazona foi utilizada como “link-bridge” no planejamento
de analogos de combretastatina-A4 (CA-4), levando a obtencdo do derivado 25 que
possui potente atividade antiproliferativa frente a diferentes linhagens de células,
principalmente em carcinoma de pulmdo, sendo mais potente que CA-4 e um
antimitotico promissor no tratamento do cancer. Tal composto apresentou atividade
antiproliferativa, com menor citotoxicidade quando testado em trés linhagens de
células normais, tais como de rim embrionario humano (293T), macréfago humano e
hepatocito fetal humano (L02). Estudos adicionais demonstraram sua capacidade de
inibir a polimerizacdo da tubulina, alteracdo na formacéao dos fusos mitéticos e eficacia
na inibicdo de tumor xenoenxertado com células de carcinoma pulmonar (A549). Além
disso, a subunidade acilidrazona confere aumento de polaridade, contribuindo para a
hidrossolubilidade do composto, um aspecto relevante para uma melhor atividade
antitumoral (DUAN et al.,, 2016). Em outro trabalho, também utilizando a
combretastatina-A4 como molécula-prototipo, foi identificado o composto 26 como um
candidato a farmaco antitumoral promissor, devido a sua capacidade de inibir
polimerizacdo de microtubulos in vitro e acao antiproliferativa in vivo. Além disso, foi
observada uma maior seletividade de 26 quando comparado aos efeitos de CA-4
(AMARAL et al., 2014).

As estruturas quimicas de PAC-1 (20) e do sorafenibe (15, Figura 4), que
possuem as subunidades farmacoféricas N-acilidrazona e diarilureia,
respectivamente, foram utilizadas como modelo no planejamento de novos candidatos

a farmacos hibridos antitumorais. Dentre uma série de compostos avaliados, o
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derivado 27 foi identificado com atividade citotéxica superior aos de referéncia (ZHAI
et al., 2013). Derivados furanil-acilidrazénicos também merecem destaque como
candidatos a farmacos por seu efeito contra linhagens de células de leucemia
promielocitica (HL-60), salientando o composto 28 (ICso= 16,4 uM), mais potente que
a doxorrubicina (ICs0=53,3 uM), utilizada como substancia controle (CUI, Z. et al.,
2010).

Nos ultimos anos, a histona desacetilase (HDAC) tem sido relatada como um
novo e importante alvo terapéutico para o tratamento do cancer. A inibicdo desta
enzima vem sendo explorada com o intuito de conseguir-se bloquear o crescimento,
diferenciacdo e estimular a apoptose de células transformadas. Atuando por este
mecanismo de acéo, derivados N-acilidrazbnicos, tais como 0s compostos 29 e 30
foram capazes de induzir apoptose pela ativacdo de caspases 3/7 e pela interrupcéo
do ciclo celular na fase G2/M, respectivamente (RODRIGUES et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Diante dos protocolos atualmente disponiveis para o tratamento do cancer,
sabe-se que as taxas de mortalidade continuam elevadas. Além disso, alguns tipos
de cancer nado respondem de forma significativa aos tratamentos disponiveis, o que
exige estudos prospectivos continuos, na academia e na industria, visando a
descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais que sejam
eficientes, seletivos, pouco toxicos e, preferencialmente, mais acessiveis
economicamente.

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa decidiu estudar o potencial
antitumoral de uma série homodloga de derivados N-benzil-(5-hidroxi-piperidinil-
acilidrazénicos, que foi planejada originalmente como candidatos a prototipos de
farmacos contra a doencga de Alzheimer, com estrutura baseada no donepezil (31,
Figura 5). Contudo, durante a avaliacdo do potencial genotoxico, alguns desses
compostos revelaram uma possivel atividade antiproliferativa sobre células derivadas
de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) (resultados ainda n&o-publicados).

Até o momento, ndo ha na literatura relatos sobre derivados do tipo N-
benzilpiperidinicos acilidrazénicos (32, Figura 6) com atividade antitumoral. No
entanto, a piperina (14, Figura 3), apresenta significativa propriedade antiproliferativa,
assim como o derivado da embelina (33), a combretastatina (34, Figura 6) e outros
derivados apresentados na revisdo bibliografica, que preservam similaridade
estrutural com o padrdao molecular da série-alvo (32, Figura 6) deste projeto, incluindo
o sistema N-benzilpiperidinico da embelina, as subunidades piperidinila e aril-
conjugada da piperina e o sistema N-acil-arilidrazénico de derivados da
combrestastatina-A4. Como um exemplo recente, o derivado benzilpiperidinico (33,
Figura 6) da embelina (SINGH et al., 2014) apresentou o melhor perfil de atividade
dentre varios outros analogos estruturais da embelina, atuando na inducdo de
apoptose. Outros estudos, apontam o potencial citotoxico de N-acilidrazonas, padréo
molecular considerado uma estrutura privilegiada devido a facilidade de
funcionalizacdo e a capacidade de modulacdo de diferentes alvos de acéo
dependendo do tipo de substituintes, levando a uma variedade de classes quimicas e
variado perfil de atividade (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007). Um exemplo é o
composto acilarilidrazénico 34, com significativa atividade antiproliferativa in vivo,

capaz de atuar na inibicdo da polimerizacdo de microtubulos e com melhor
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citotoxicidade seletiva do que seu produto de origem, a combretastatina-A4 (AMARAL
et al., 2014).

Neste contexto, a série-alvo 32 deste projeto representa um novo padrdo
estrutural para substancias com potencial antitumoral, conservando a subunidade
piperidinica da piperina (14, Figura 6), agora inserida num fragmento N-
benzilpiperidinico, estruturalmente relacionado a subunidade retroisostérica presente
em 33, além de uma subunidade acilidrazdnica ligada a uma outra subunidade
aromatica, comum ao derivado 34 (Figura 6), com padrdo de substituicao

diversificado.
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Figura 6- Desenho estrutural de hibridos moleculares N-benzil-piperidinicos acilidrazdnicos (32) com
propriedades antiproliferativa
Fonte: Do autor
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Sintese e avaliacdo do potencial antiproliferativo de uma série de compostos
N-benzil-piperidinil-acilidrazénicos 32 sobre células derivadas de tumores humanos.
Estudar a relacdo estrutura-atividade e a identificagcdo de possivel substancia-lider

para avaliagdo do potencial antitumoral desses compostos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintese da série de derivados N-benzil-piperidinicos acilidrazénicos 32a-
k;

b) Avaliacé@o da atividade antiproliferativa in vitro da série-alvo contra quatro
diferentes linhagens de céanceres humanos: Carcinoma de pulméo
(A549), Carcinoma de mama (MCF-7), melanoma (HT144), carcinoma
hepatocelular (HepG2);

c) Determinacéo do perfil de seletividade do composto-lider;

d) Avaliacdo da capacidade do composto-lider em inibir a capacidade

clonogénica e interferir na progressao do ciclo celular.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo descritos e discutidos os resultados obtidos neste trabalho.

4.1 QUIMICA

Em seguida os resultados quimicos envolvidos neste trabalho.

4.1.1 4-((3-hidroxipiperidin-1-il)benzoato de metila (37)

35

A primeira etapa sintética consistiu em uma reagdo de aminagéo redutiva e

baseou-se no trabalho de Lima e colaboradores (2002). Utilizou-se como material de

partida o 4-formilbenzoato de metila comercial (35) e 3-hidroxipiperidina comercial (36)

a temperatura ambiente, na presenca de NaBH3CN/ZnCl>,/MeOH que forneceu o éster

N-benzilpiperidina (37).
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Figura 7 - Mecanismo de aminagéo redutiva entre 4-formilbenzoato de metila (35) e 3-
hidroxipiperidina (36) para obtencéo do N-benzilpiperidinil éster metilico (37).
Fonte: Do autor.
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Acredita-se que o agente redutor seria uma mistura de sais de complexos de
zinco tais como: Na[ZnCI(BH3CN)2], Naz[ZnCl>-(BH3CN)2], Na[Zn(BH3CN)s], e
Zn(BH3CN)2, onde o zinco atuaria com acido de Lewis, complexando-se ao oxigénio
da aldoxila, tornando-a mais eletrofilica e facilitando a transferéncia de hidreto (KIM et
al., 1985). Na reacao de aminagéao redutiva, 3-hidroxipiperidina (36) realiza um ataque
nucleofilico a carbonila do formil-éster 35 ativada, devido a complexagédo com o cloreto
de zinco. Em seguida, por prototroprismo verifica-se a saida de ZnCI,OHNa* e com
posterior deslocalizacdo do par de elétrons do nitrogénio para formacdo de um
intermediario iminico (KIM et al.,, 1985). Na sequéncia, o0 agente redutor
cianoborohidreto de soédio transfere um hidreto para o atomo de carbono do
intermediario iminico levando a obtencéo do composto 37.

O agente redutor cianoborohidreto de sédio vem sendo bastante utilizado em
aminacao redutiva, tendo sido introduzido nessas rea¢cdes em 1971. Empregado para
obter reducao seletiva da dupla ligagdo carbono-nitrogénio na presenca de aldeidos
ou cetonas, pois o ligante ciano (do cianoborohidreto de sédio) é retirador de elétrons
e com isso diminui sua reatividade quando comparado ao borohidreto de sodio
(BORCH; BERNSTEIN; DURST, 1971). A manutencao do pH entre 5-6 é importante,
pois em pHs mais baixos a amina € protonada e deixa de ser nucleofilica.

O produto bruto obtido foi purificado por cromatografia em coluna e
acompanhado por cromatografica em camada delgada, levando ao derivado 4-((3-
hidroxipiperidin-1-il)benzoato de metila (37) com rendimento de 90%.

A elucidacdo estrutural do composto 37 foi feita por analise dos dados
espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de '3C e infravermelho
(V).

Através do espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) (Figura 8)
foram observadas as principais bandas esperadas para a estrutura da substancia 37:
em 3335 cm™ banda larga e intensa referente a deformacéo axial de OH; em 2937cm
1 e 2792 cm? caracteristicos de deformacdes axial assimétrica e simétrica das
ligacdes CH.; em 2859 cm ! deformacéo axial de CHs; em 2359 cm? e 2341 cm™ séo
caracteristicos da presenca de CO; no momento da andlise; em 1609 cm
deformacéo axial do carbono carbonilico (C=0) e duas bandas de C-O em 1277 cm™
e 1057 cm! que séo caracteristicas de éster. O alargamento da banda em 1277 cm

pode corresponder a sobreposi¢céo de C-N e C-O.
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Figura 8 - Espectro de absorcao na regido do IV de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)benzoato de
metila (ATR) (37).
Fonte: Do autor.

A andlise de 37 por RMN de 'H revelou um aumento do deslocamento quimico
de hidrogénios do anel piperidinico. Este fato pode ser explicado por efeitos
eletrénicos, influéncia dos substituintes R1 e R2 e pela conformacédo cadeira, o que
permite que os hidrogénios em posicdes axiais (Ha) e equatoriais (He) podem ser
observados separadamente. Em, geral, os atomos de H equatoriais se apresentam
mais desblindados do que os axiais, uma vez que agueles atomos estdo em
conformacao syn com o par de elétrons livre do N. Diante disso, e de acordo com a
analise de do mapa de contorno HSQC (Figura 12), foi possivel realizar a atribuicdo
dos valores de deslocamento quimico dos hidrogénios piperidinicos (RUBIRALTA,;
GIRALT; DIEZ, 1991).
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no ambiente quimico de atomos de hidrogénio em posi¢cfes axiais e equatoriais.
Fonte: Adaptado de RUBIRALTA; GIRALT; DIEZ, 1991.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 10) do composto 37, foi observada a

presenca dos seguintes sinais: dois dupletos em 7,96 e 7,43 ppm referentes,
respectivamente, aos H-10, H-12 (J=8,2) e H-9 e H-13 (J=8,1). Simpleto em 3,9 ppm
referente aos trés hidrogénios metoxilicos, multipleto entre 3,62- 3,70 ppm referente

ao simpleto em 3,57 ppm referente ao H-7. Aléem destes, foram observados cinco

multipletos e dois dupletos na regido de 2,86- 1,15 ppm referentes aos hidrogénios

pertencentes ao anel piperidinico caracteristicos da subunidade 3-hidroxi-N-benzil-

piperidinica (Tabela 1, Apéndice A).
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Figura 10 - Espectro de RMN *H (CDsOD,300MHz) de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)benzoato de

metila (37)
Fonte: Do autor.
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No espectro de RMN de '3C do composto (37) (Figura 11) observou-se a
presenca dos seguintes sinais: em 167 ppm referente ao carbono carbonilico C-15.
Sinais dos carbonos do nucleo aromatico em 143,3 ppm referente ao C-8, em 129,1
ppm referente aos C-9, C-10, C-11, C-12 e C-13. Sinal em 62,2 ppm referente ao C-7
gue esta localizado entre os anéis aromatico e piperidinico; em 51,2 ppm referente ao
carbono metoxilico. Sinais referentes ao nucleo piperidinico em 66,5 ppm, 60,3 ppm
53,0 ppm, 32,4 ppm e 22,6 ppm, respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-5
(Tabela 1, Apéndice A).
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Figura 11 - Espectro de RMN **C (CD3OD,75 MHz) de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)benzoato de
metila (37)
Fonte: Do autor

Para que fosse possivel uma atribuicdo inequivoca dos hidrogénios relativos
ao nucleo piperidinico, foi obtido mapa de correlagdo HSQC (Figura 12). Numa
andlise conjunta deste, com os espectros de RMN de 'H e de *C, os deslocamentos
guimicos dos H-2, H-4 e H-5 e H-6 (numeracdo pelo Programa MestreNova),
pertencentes ao nucleo piperidinico do éster 37, foram adequadamente identificados,
conforme descrito na Tabela 1. Segundo dados da literatura (RUBIRALTA; GIRALT;

DIEZ, 1991), sabe-se que em aneéis piperidinicos em conformacdo cadeira, 0s
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hidrogénios em posicao equatorial sofrem efeito de desblindagem maior que os axiais.
Desta forma, foi possivel atribuir os sinais dos multipletos centrados em 2,83 e 2,02 a
H-2¢q € H-24, respectivamente; 2,65 e 2,05 a H-6¢q € H-6ax, respectivamente; 1,88 e
1,22 a H-4¢q € H-44, respectivamente e 1,71 e 1,53 a H-5¢q € H-5a%, respectivamente.
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Figura 12 -Mapa de correlacdo HSQC (300MHz, CD30D) de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)benzoato
de metila
Fonte: Do autor.

4.1.2 4-((3-hidroxipiperidin-1-il) metileno) benzoidrazida (38)

O éster N-benzilpiperidinico (37) foi submetido a uma reacéo de hidrazindlise
com monoidrato de hidrazina (NH2NH2.H>O) a temperatura ambiente e etanol, dando
origem a hidrazida (38), intermediario-chave na rota sintética proposta, com um

rendimento de 94% apds purificacdo em coluna cromatografica em silica-gel.
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Figura 13 - Mecanismo de obtencao da hidrazida (38), a partir da reagéo do éster (37)
Fonte: Do autor.

Na reacao de hidrazindlise, ocorre com um ataque nucleofilico pelo monoidrato
de hidrazina a carbonila do éster (37), posteriormente par de elétrons livre no oxigénio
abstrai proton na subunidade NH:NHz, e ocorre prototroprismo. Seguido do
restabelecimento da carbonila com a saida de uma molécula de metanol, obtendo-se
a amida (38), conforme o mecanismo na Figura 13. (ROMEIRO et al., 2009).

A elucidacdo estrutural do composto 38 foi feita por analise dos dados
espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de '3C e infravermelho
(V).

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 14) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura do composto 38. Em
3296 cm! banda correspondente a deformacéo axial de OH que sobrepde bandas de
deformacdes axiais de N-H; em 2939 cm e 2815 cm! caracteristicos de deformagdes
axial assimétrica e simétrica das ligacdes CH2. em 2360 cm? e 2341 cm? sdo
caracteristicos da presenca de CO2 no momento da andlise; em 1611 cm* banda
referente a deformacéo axial do carbono carbonilico (C=0) caracteristico de amida;

em 1548 cm™ e 1303 cm* bandas de deformacéo angular de N-H.
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Figura 14 - Espectro de absor¢éo na regido do IV de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila) metileno)
benzoidrazida (38).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de 'H (Figura 15) observou-se os seguintes sinais: dos
dois dupletos em 7,75 ppm e 7,42 ppm referentes, respectivamente, aos hidrogénios
aromaticos H-10, H-12 (J=7,8) e H-9, H-13 (J=7,8). Multipleto entre 3,67-3,63 ppm
referente ao H-3. Em 3,57 ppm foi observado o simpleto relativo a H-7, além dos sinais
de hidrogénios referentes ao nucleo piperidinico na regido de 2,87-1,21 ppm. Além de
auséncia do simpleto em 3,9 ppm, referente aos hidrogénios metilicos, caracteristicos
do material de partida (37) do qual foi obtido a hidrazida (38) (Tabela 2, Apéndice A).
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Figura 15 - Espectro de RMN de H (CD3OD, 300MHz) de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila) metileno)
benzoidrazida (38)
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de '3C (Figura 16) observou-se a presenca dos seguintes
sinais: em 168 ppm referente ao carbono carbonilico C-15; sinais referentes aos
carbonos do nucleo aromatico em 141,3 referente ao C-8, em 131,8 ppm referente ao
C-11, em 129,2 ppm referentes aos C-10 e C-12, em 126,8 ppm referente aos C-9 e
C-13. Em 62,1 ppm referente ao C-7 que esta localizado entre o nucleo aromatico e
piperidinico. Sinais referentes ao nucleo piperidinico em 66,4 ppm, 60,2 ppm, 52,9
ppm 32,4 ppm e 22,5 ppm referentes, respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-5.
Além de auséncia do sinal em 51,2 ppm referente ao carbono da metoxila presente
no material de partida do qual foi obtido a hidrazida, sugerindo que seja a estrutura do

composto 38 (Tabela 2, Apéndice A).
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Figura 16 - Espectro de RMN de 13C (CD3sOD,75MHz) de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila) metileno)
benzoidrazida (38)

Fonte: Do autor.

4.1.3 Obtencéao da série de N-benzil-piperidinil-acilidrazonas-alvo
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Para a obtencéo da série de derivados N-benzil-piperidinil-acilidrazénicos-alvo,

foram realizados acoplamentos de diferentes benzaldeidos com a hidrazida 38,

intermediario-chave para a rota sintética. Abaixo, na Tabela 3, seguem os

rendimentos referente a cada composto obtido e nos tdpicos subsequentes a sua

identificacao.
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Etapa |

Etapa Il

Figura 17 - Mecanismo de acoplamento da hidrazida (38), com diferentes benzaldeidos
Fonte: Do autor.

Nas reacdes de acoplamento, numa primeira etapa ocorre protonacao do O da
carbonila, deixando-a mais reativa e suscetivel ao ataque nucleofilico.. Em seguida,
o par de elétrons livre do nitrogénio na hidrazida realiza um ataque nucleofilico a
carbonila ativada. Par de elétrons livres do oxigénio da hidroxila abstrai um proton
vizinho e a deslocalizacédo do par de elétrons do nitrogénio leva a formacao da dupla
ligacdo. Uma base contida no meio que pode ser a agua, etanol ou CI realiza a
abstracao do proton, o que facilita a saida de agua, permitindo assim a formacéo das

N-acilidrazonas desejadas, conforme Figura 17.
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Tabela 3 - Dados experimentais dos derivados N- benzil piperidinicos acilidrazdnicos (32a-k)

N
H
N\N/\©\
o
R
Cédigo/ Substituinte Eluente para coluna Rendimento Rendimento Faixa de
Aspecto fisico ‘ cromatogréfica global ‘ fusao (°C)
32a (PQM-54) H Acetato de etila/ Metanol 60% 51% 152-153
(sélido cinza) 7:3
32b (PQM-55) Br Acetato de etila/ Metanol 52% 43% 192-194
(sélido branco) 8:2
32c (PQM-56) Cl Acetato de etila/ Metanol 70% 59% 177-179
(solido bege) 7:3
32d (PQM-57) NO:2 Acetato de etila/ Metanol 71% 60% 222-225
(s6lido amarelo) 7:3
32e (PQM-65) OCHs Acetato de etila/ Metanol 85% 60% 217-218
(sélido cinza) 8:2
32f (PQM-66) Pirrol Acetato de etila/ Metanol 70% 60% 172-174
(s6lido amarelo) 8:2
32g (PQM-67) F Acetato de etila/ Metanol 59% 50% 192-195
(sélido branco) 8:2
32h (PQM-74) Morfolinila Acetato de etila/ Metanol 54% 46% 154-157
(s6lido amarelo) 7:3
32i (PQM-75) Piperidinila Acetato de etila/ Metanol 50% 42% 158-162
(s6lido amarelo) 8:2
32j (PQM-76) Imidazol Acetato de etila/ Metanol 49% 42% 113-114
(solido bege) 6:4
32k (PQM-88) SCHs Acetato de etila/ Metanol 78% 66% 215-218
(s¢lido cinza) 7:3

Fonte: Do autor

Pode-se notar que a diferencas de faixas de fusdo das substancias € devida a
caracteristicas de cada grupo substituinte. Sendo assim, o NO2 com elevada
eletronegatividade e ressonancia apresenta a maior faixa de fusdo. Grupos SCHs e
OCHsz possuem faixas de fusdo similares por possuirem aproximada
eletronegatividade e polarizabilidade. Nos halogénios pode-se observar que flaor
apresenta maior faixa de fuséo, possuindo um menor raio atdbmico e permitindo maior
aproximacdo e formacdo de fortes ligacGes; bromo com maior raio atbmico, no
entanto, apresentou faixa de fusdo proxima ao flior; e cloro com raio atbmico

intermediério entre fluor e cloro apresentou menor faixa de fusdo nesta familia. Quanto
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aos substituintes ciclicos, pirrol apresenta maior faixa de fus@o por ser um heterociclo
aromético, em sequéncia piperidinila (amina heterociclica) e morfolina (6 membros
com oxigénio e nitrogénio em posi¢cdes opostas) e por ultimo o substituinte imidazol (5

membros com dois nitrogénios) com menor faixa de fusédo (RUSSEL, 1994).

4.1.4 N-benzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno) benzoidrazida: PQM-54
(32a)

No espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (Figura 18) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32a. Em 3331 cm
banda referente a deformacéo axial de OH que sobrepde a deformacao axial de N-H;
em 2939 cm™ e 2817 cm? caracteristicos de deformacdes axial assimétrica e simétrica
das ligacdes CHo, em 1644 cm™ banda referente ao carbono carbonilico (C=0); em
1522 cm' e 1283 cm™ bandas de absorcéo que tem origem na interacdo entre a
deformacé&o angular de N-H e a deformacéo axial de C-N do grupo C-N-H; em 961 e
831 bandas referentes a deformacao angular fora do plano de C-H aromaticos (Tabela
4, Apéndice A).
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Figura 18 - Espectro de absor¢do na regido do IV de PQM-54 (32a) (ATR).
Fonte: Do autor
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A andlise no espectro de RMN de 'H de 32a (Figura 19), observou-se os
seguintes sinais: sinais referentes aos ndcleos aromaticos, em 8,54 ppm simpleto
referente ao H-19; em 8,12 ppm dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=8,1); em 7,98
ppm duplo dupleto referente aos H-21 e H-25 (J=3,3 e 6,2); em 7,72 ppm dupleto
referente aos H-9 e H-13 (J=8,0); entre 7,59-7,57 ppm multipleto referente aos H-22,
H-23 e H-24; em 3,49 simpleto referente ao H-7. Além dos sinais de hidrogénios
referentes ao nucleo piperidinico na regido de 3,46 - 1,57 ppm (Tabela 4, Apéndice
A).
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Figura 19 - Espectro de RMN de H (CDsOD, 300MHz) do composto PQM-54 (32a).
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 13C de 32a (Figura 20), pode-se observar os sinais em
165,1 ppm referente ao carbono carbonilico C-15; em 149,5 referente ao C-19. Sinais
referentes aos nucleos aromaticos em 138,8 ppm referente ao C-8; 134,1 ppm
referente ao C-11; 132,5 ppm referente ao C-20, 130,2 ppm referente ao C-22; 128,4
ppm referente ao C-9, C-13, C-21, C-23, C-24 e C-25; 127,7 ppm e 127,4 ppm

referentes aos C-10 e C-12. Sinais em 58,8 ppm ao C-7 que esta localizado entre o
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ndcleo aromatico e piperidinico. Sinais referentes ao nucleo piperidinico em 65,0 ppm,
61,7 ppm, 52,9 ppm 31,0 ppm e 21,0 ppm referentes, respectivamente, aos C-3, C-2,
C-6, C-4 e C-5 (Tabela 4, Apéndice A).
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Figura 20 - Espectro de RMN de 3C (CD3OD, 75MHz) do composto PQM-54 (32a).
Fonte: Do autor

No espectro de massa de alta resolucdo de 32a (Figura 21) observa-se o pico
da molécula protonada em [M+H]* com relacdo de m/z= 338,1868 e o pico [M+Na]*

com relacdo de m/z= 360,1689.
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Figura 21 - Espectro de Massas de PQM-54 (32a) (ESI-MS).
Fonte: Do autor

4.1.5 N- (4-bromobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida: PQM-55 (32b)

No espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (Figura 22) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32b. Em 3226 cm
banda referente a deformacédo axial de N-H; em 3066 cm™ banda referente a
deformacdo axial de C-H aromatico; em 2931 cm™ e 2791 cm™ caracteristicos de
deformacdes axiais assimétrica e simétrica das ligacdes CH2; em 2359 cm™ e 2341
cm® sdo caracteristicos da presenca de CO> no momento da analise; em 1644 cm
banda referente ao carbono carbonilico (C=0); em 1544 cm™ e 1286 cm™ bandas de
absorcdo que tem origem na interacdo entre a deformacdo angular de N-H e a
deformacdo axial de C-N do grupo C-N-H; em 1066 cm-1 banda referente a
deformacdo angular simétrica fora do plano de CH ligado ao Br. em 973 cm™ e 958
cm? bandas referentes a deformacéo angular fora do plano de C-H aromaéticos; em
815 cm-1 e 671 cm-1 bandas referentes a deformacéo angular simétrica fora do plano

do grupo N-H.



51

6.°990¢

6
9t'896—
80¢L9—

L2'S18—

s
©
|
8'1€6¢
86°'16.¢
e
I
16'98VT—
76'990T—

8 8
1
8€'9¢¢ce
zz
=
; \
w

-

%Transmittance

€L VYST—
6.°98¢T

89'17179'[

16 T

T
3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

Figura 22 - Espectro de absorcéo na regido do IV de PQM-55 (32b) (ATR).
Fonte: Do Autor

No espectro de RMN de *H de 32b (Figura 23), pode observar os seguintes
sinais: Sinais dos nucleos aromaticos em 11,88 ppm referente ao H-17; 8,42 ppm
simpleto referente ao H-19; em 7,86 dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=8,0); em
7,67 simpleto referente aos H-21, H-22, H-24 e H-25, o qual nota-se um deslocamento
guando comparado ao PQM-54 devido a presenca do substituinte no carbono 23; 7,43
dupleto referente aos H-9 e H-13 (J=8,1). Além destes, sinais referentes ao nucleo
piperidinico na regido de 3,59-1,03 ppm. O sinal em 3,37 ppm possivelmente esta
relacionado a presenga de agua contida no (CDs3).SO utilizado para solubilizar a
amostra durante analise de RMN (FULMER, et al. 2010) (Tabela 5, Apéndice A).
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Figura 23 - Espectro de RMN de 'H ((CD3).SO, 300 MHz) do composto PQM-55 (32hb).
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 3C de 32b (Figura 24), pode-se observar os seguintes
sinais: em 163,5 ppm referente ao carbono carbonilico; em 146,8 ppm referente ao
C-19. Sinais referentes aos nucleos aromaticos em 143,2 ppm referente ao C-8; 134,1
ppm referente ao C-11; 132,3 ppm referente ao C-20, C-22 e C-24, os quais se
mostram mais desblindados quando comparado ao PQM-54; 129,3 e 129,2ppm
referentes aos C-10 e C-12; 128,0 ppm referente aos C-9, C-13, C-21 e C-25; e 123,7
ppm referente ao C-23, o qual € 0 mais caracteristico dessa estrutura. Sinal em 62,1
ppm referente ao C-7 que esta localizado entre o nucleo aroméatico e piperidinico.
Sinais referentes ao nucleo piperidinico em 66,0 ppm, 61,5 ppm, 53,4 ppm 33,6 ppm
e 23,6 ppm referentes, respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-5 (Tabela 5,
Apéndice A).
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Figura 24 - Espectro de RMN de *3C ((CDs)2SO, 75 MHz) do composto PQM-55 (32b).

Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucéo de 32b (Figura 25) observa-se o0 pico

da molécula protonada [M+H]* com relacdo de m/z= 416,0984.
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Figura 25 - Espectro de Massas de PQM-55 (32b) (ESI-MS).

Fonte: Do autor
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4.1.6 N-(4-clorobenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida: PQM-56 (32c)

No espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (Figura 26) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32c. Em 3196 cm
banda referente a deformacéo axial de OH que sobrepde a deformacgéao axial de N-H;
em 2940 cm™ de deformacdes axial de ligacdes CH2; em 2361 cm™ e 2341 cm™ séo
caracteristicos da presenca de CO2 no momento da andlise; em 1651 cm™* banda
referente ao carbono carbonilico (C=0); em 1548 cm™ e 1279 cm? bandas de
absorcdo que tem origem na interacdo entre a deformacdo angular de N-H e a

deformacéao axial de C-N do grupo C-N-H; em 1087 cm! banda de absorc¢éo referente
a clorobenzenos.
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Figura 26 - Espectro de absor¢éo na regido do IV de PQM-56 (32c) (ATR).
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de *H de 33c (Figura 27), observa-se o0s sinais referentes
aos nucleos piperidinico e aroméatico. Nota-se a auséncia dos sinais referentes aos H-
7 e H-3 que pode ser justificado pelo fato do sinal de agua contida no DMSO deuterado

sair na mesma regido que tais hidrogénios, sendo que a supressao realizada na
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andlise de RMN pode oculta-los. Por isso, foi necessario repetir RMN de 'H dos

compostos que a analise havia sido realizada em DMSO deuterado.
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Figura 27 - Espectro de RMN de 'H ((CD3).SO, 300MHz) do composto PQM-56 (32c)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 'H de 32c (Figura 28), observa-se 0s seguintes sinais:
Sinais dos nucleos aromaticos em 8,34 ppm simpleto referente ao H-19; em 7,95 ppm
dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=7,9); em 7,83 ppm dupleto referente aos H-22 e
H-24 (J=8,4); em 7,56 ppm dupleto referente aos H-9 e H-13 (J=8,0); em 7,44 ppm
dupleto referente aos H-21 e H-25 (J=8,4). Além destes sinais, pode-se observar a
presenca dos sinais referentes aos nucleos piperidinicos na regido de 3,84-1,28,
incluindo sinal em 3,84 ppm referente ao H-3 e o simpleto em 3,59 referente ao H-7
(Tabela 6, Apéndice A).
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Figura 28 - Espectro de RMN de H (CDsOD, 300 MHz) do composto PQM-56 (32c)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de '3C de 32c (Figura 29), pode-se observar os seguintes
sinais: em 163,5 ppm referente ao carbono carbonilico; em 146,9 ppm referente ao C-
19. Sinais referentes aos nucleos aromaticos em 134,9 ppm referente ao C-8; 133,8
ppm referente ao C-23, mais desblindado devido ao substituinte cloro; 132,4 ppm
referente aos C-11 e C-20; 129,4 referente aos C-9, C-13, C-21, C-22, C-24 e C-25;
em 128,1 ppm referente ao C-10 e C-12. Sinal em 63,2 ppm referente ao C-7 que esta
localizado entre o nucleo aromatico e piperidinico. Sinais referentes ao nucleo
piperidinico em 66,1 ppm, 61,8 ppm, 61,0 ppm 33,3 ppm e 23,2 ppm referentes,
respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-5 (Tabela 6, Apéndice A).
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Fonte: Do autor
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No espectro de massas de alta resolucao de 32c (Figura 30) observa-se o pico

da molécula protonada [M+H]* com relacdo de m/z= 372,1489.
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4.1.7 N- (4-nitrobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il) metileno)
benzoidrazida: PQM-57 (32d)
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No espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (Figura 31) foram

observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32d. Em 3323 cm

banda referente a deformacao axial de OH que sobrepde a deformacéao axial de N-H;

em 2943 cm™ e 2849 cm? caracteristicos de deformacdes axial assimétrica e simétrica

das ligacdes CH»; em 1667 cm banda referente ao carbono carbonilico (C=0); em

1545 cm' e 1284 cm? bandas de absorcdo que tem origem na interacdo entre a

deformacéo angular de N-H e a deformacédo axial de C-N do grupo C-N-H, nessa

regido também aparecem bandas referentes a deformacéo axial assimétrica de N=0;

(ArNO_) e deformacéo axial simétrica de N=0 (ArNO>).
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Figura 31 - Espectro de absor¢céo na regido do IV de PQM-57 (32d) (ATR).
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 'H de 32d (Figura 32), observa-se os seguintes sinais:
Sinais dos nucleos aromaticos em 8,71 ppm simpleto referente ao H-19; em 8,29 ppm
dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=8,6); em 7,96 tripleto referente aos H-21, H-22,
H-24 e H-25 (J=7,9), o qual nota-se que H-22 e H24 estdo mais desblindados devido
ao substituinte NO2 carbono 23; 7,44 dupleto referente aos H-9 e H-13 (J=8,0). Sinais
referente ao nucleo piperidinico na regiao de 2,80-1,01 ppm. Nao se observa H-3 e H-
7 devido a supressdo de agua durante a analise de RMN, uma vez que esses

hidrogénios aparecem na mesma regiao da agua contida no DMSO deuterado (Tabela
7, Apéndice A).
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Figura 32 - Espectro de RMN de 'H ((CD3).SO, 300 MHz) do composto PQM-57 (32d)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de '3C de 32d (Figura 33) observa-se os seguintes sinais:
em 163,7 ppm referente ao carbono carbonilico C-15; em 148,2 ppm referente ao C-
19. Sinais referentes aos nucleos aromaticos em 145,5 ppm referente ao C-23, o qual
estd deslocado para campo mais alto devido ao efeito retirador de densidade
eletronica do substituinte NO2; em 143,1 ppm referente ao C-8; 141,2 ppm referente
ao C-20; 132,0 ppm referente ao C-11; 129,2 ppm referente aos C-10 e C-12; e 128,4
ppm referente ao C-9, C-13, C-21 e C-25; em 124,5 ppm referente aos C-22 e C-24.
Sinal em 62,0 ppm referente ao C-7 que esta localizado entre o nlcleo aromatico e
piperidinico. Sinais referentes ao nucleo piperidinico em 66,4 ppm, 61,3 ppm, 53,4
ppm 33,5 ppm e 23,5 ppm referentes, respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-3e C-5
(Tabela 7, Apéndice A).
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Figura 33 - Espectro de RMN de *3C ((CDs)2SO, 75 MHz) do composto PQM-57 (32d)
Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucéo de 32d (Figura 34) observa-se 0 pico

da molécula protonada [M+H]* com relacdo de m/z= 383,1723.
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4.1.8 N- (4-metoxibenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida: PQM-65 (32e)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 35) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32e. Em 3346 cm
banda referente a deformacao axial de OH que sobrepde a deformacéao axial de N-H;
em 3070 cm? e 3035 cm?! bandas referentes a deformagdo axial de C-H de
aromaticos; em 2934 cm?' e 2835 cm? caracteristicos de deformacdes axial
assimétrica e simétrica das ligacdes CHz; em 1644 cm banda referente ao carbono
carbonilico (C=0); em 1602 cm* e 1557 cm™* bandas referentes a deformacéo axial
das ligacGes C=C do anel; em 1506 cm! e 1249 cm bandas de absorcédo que tem
origem na interacéo entre a deformacéo angular de N-H e a deformacéo axial de C-N
do grupo C-N-H; em 1249 cm* também ha absorcéo de deformacéo axial assimétrica

de C-O-C; em 1025 cm™ banda de deformacéo axial simétrica de C-O-C.
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Figura 35 - Espectro de absor¢éo na regido do IV de PQM-65 (32¢e) (ATR).
Fonte: Do autor

O espectro de RMN de 'H de 32e (Figura 36), pode-se observar os seguintes
sinais: Sinais dos nucleos aromaticos em 8,30 ppm simpleto referente ao H-19; em
7,91 ppm dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=8,1); em 7,78 ppm dupleto referente
aos H-21 e H-25 (J=8,7); 7,51 ppm dupleto referente aos H-9 e H-13 (J=8,1); 6,99 ppm
dupleto referente aos H-22 e H-24 (J=8,7). Simpleto em 3,84 ppm referente aos H-27
€ caracteristico desta estrutura. Multipleto centrado em 3,70 ppm referente aos H-3 e
H-7. Sinais referente ao nucleo piperidinico na regido de 2,93 - 1,28 ppm. O sinal em
3,33 ppm, possivelmente, é referente a presenca de metanol residual na amostra
(FULMER, et al. 2010) (Tabela 8, Apéndice A).
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Fonte: Do autor

No espectro de RMN *3C de 32e (Figura 37), pode-se observar os seguintes
sinais: em 164,5 ppm referente ao carbono carbonilico C-15; em 149,7 ppm referente
ao C-19. Sinais referentes aos nucleos aromaticos em 162,2 ppm referente ao C-23,
em 134,4 ppm referente ao C-8; em 132,7 ppm referente ao C-11; em 131,3 ppm
referente aos C-21 e C-25; em 129,2 ppm referente aos C-9 e C-13; em 128,1 ppm
referente aos C-10 e C-12; em 126,5 referente ao C-20; em 113,9 referente aos C-22
e C-24. Em 56,4 ppm referente ao grupo metoxila em C-27 que é o sinal mais
caracteristico dessa estrutura. Sinal em 59,5 ppm referente ao C-7. Sinais referentes
ao nucleo piperidinico em 59,5 ppm, 54,5 ppm, 51,9 ppm, 27,7 ppm e 17,5 ppm
referentes, respectivamente, aos C-2, C-6, C-3, C-4 e C-5. (Tabela 8, Apéndice A).



80 70
f1 (ppm)

PQM65 28 R SR8 S osa= © <
< o 3 Yo = Do O © QO I 0 N 0
© © < MMM NNN -~ - D O ~ ~
=< R R = ©BW’o I -
I I SN e Y

5/4\3/14
\ \
6 2
N
1
7 130
\ﬁ/ \1‘2
" NH 1 2
SE TS T 2R Py,
I 18 I \
o CANSPPRE N
23,24
9,1
10,12
21, 2
p
19 19 27
J&
23 | 2,7
| 8, |
| 3 4 5
1 “ ] |
ot b Dbtk an n k1 Wt i A et il
e WA Nt Wi AR
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 90 60 50 40 30 20 10 10

34000

32000

30000

28000

26000

24000

22000

20000

18000

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

r-2000

Figura 37 - Espectro de RMN de '3C (CDsOD, 75 MHz) do composto PQM-65 (32€)

Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucao de 32e (Figura 38) observa-se 0 pico

da molécula protonada [M+H]* com relacdo de m/z= 368,1982.
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Figura 38 - Espectro de Massas de PQM-65 (32¢) (ESI-MS).
Fonte: Do autor

4.1.9 N- (4-(pirrolidin-1-ila)benzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida: PQM-66 (32f)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 39) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32f. Em 3252 cm
banda referente a deformacao axial de OH que sobrepde a deformacéao axial de N-H;
em 3070 cm? e 3035 cm? bandas referentes a deformacgédo axial de C-H de
aromaticos; em 2916 cm?' e 2842 cm?! caracteristicos de deformacdes axial
assimétrica e simétrica das ligacdes CH.; em 2360 cm?! e 2340 cm?l séo
caracteristicos da presenca de CO2 no momento da andlise; em 1645 cm™* banda
referente ao carbono carbonilico (C=0); em 1602 cm™! banda referentes a deformacéo
axial das ligacdes C=C do anel; em 1523 cm e 1275 cm* bandas de absorcdo que
tem origem na interacao entre a deformacéo angular de N-H e a deformacéo axial de
C-N do grupo C-N-H.
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Figura 39 - Espectro de absor¢céo na regido do IV de PQM-66 (32f) (ATR).
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 'H de 32f (Figura 40), pode-se observar os seguintes
sinais: em 12,27 ppm sinal referente ao H-17, o H-19 esta presente na mesma regiao
gue a piridina em 8,73 ppm; em 8,27 ppm dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=7,3);
em 7,91 ppm dupleto referente aos H-21 e H-25 (J=8,8); em 7,48 ppm dupleto
referente aos H-9 e H-13 (J=7,5); em 6,56 ppm referente aos H-22 e H-24 (J=8,5).
Multipleto compreendido em 3,07- 3,02 ppm referente aos H-27 e H-30 e multipleto
compreendido em 1,70-1,65 referente aos H-28 e H-29, sendo estes pertencentes ao
anel pirrélico que sdo os mais caracteristicos dessa estrutura. Sinais referentes ao
nucleo piperidinico na regido de 4,04- 1,48 ppm. Os sinais em 8,73, 7,58 e 7,22 ppm
sdo referentes a piridina. Foi realizado RMN de *H em piridina devido a dificuldade de

visualizacdo de H-3 e H-7 quando o espectro foi realizado em DMSO (Tabela 9,
Apéndice A).
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Figura 40 - Espectro de RMN de *H (CsDsN, 300 MHz) do composto PQM-66 (32f).
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de *C de 32f (Figura 41), pode ser observado os
seguintes sinais: em 162,9 ppm referente ao carbono carbonilico C-15; em 149,1 ppm
referente ao C-23; em 142,7 ppm referente ao C-8 e C-19; em 132,9 ppm referente ao
C11; em 129,0 referente aos C-9, C-13, C-21 e C-25; em 127,8 ppm referente aos C-
10 e C-12; em 121,4 referente ao C-20; em 112,0 ppm referente ao C-22 e C-24. A
estrutura para o composto PQM-66 pode ser confirmada pela presenca de sinais em
47,7 ppm e 25,4 ppm, referente respectivamente aos C-27, C-30 e C-28, C-29 do anel
pirrélico que séo os sinais mais caracteristicos desse tipo de estrutura. Sinais em 61,5
ppm referente ao C-7. Sinais referentes ao ndcleo piperidinico em 66,5 ppm, 62,2
ppm, 53,4 ppm 33,7 ppm e 23,7 ppm referentes, respectivamente, aos C-3, C-2, C-6,
C-4 e C-5 (Tabela 9, Apéndice A).
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Figura 41 - Espectro de RMN de *3C ((CDs)2SO, 75 MHz) do composto PQM-66 (32f)
Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucao de 32f (Figura 42) observa-se 0 pico

da molécula protonada [M+H]* com relacdo m/z= 407,2454.
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4.1.10 N-(4-fluorbenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno) benzoidrazida:

PQM-67 (329)

No espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (Figura 43) foram

observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32g. Em 3176 cm

banda referente a deformacéo axial de N-H livre; em 3070 cm™ e 3035 cm™ bandas

referentes a deformacédo axial de C-H de aromaticos; em 3041 cm

banda de

deformacéo axial das ligacGes CH»; em 2358 cm* e 2332 cm! sdo caracteristicos da

presenca de CO2 no momento da andlise; em 1639 cm* banda referente ao carbono

carbonilico (C=0); em 1600 cm e 1556 cm™* bandas referentes a deformacéo axial

das ligacGes C=C do anel; em 1507 cm* e 1293 cm bandas de absorcédo que tem

origem na interacéo entre a deformacéo angular de N-H e a deformacéo axial de C-N

do grupo C-N-H; em 1148 cm* banda referente a deformacéo axial C-F.



71

%Transmittance

; AR S
E [E=y ~
3 - ' =0
E | Ly
= = b
2 glssa
: EATE AL
E Ul oh Ll fro
S ~ N~ 8BLS TRC
50 N ©Oa; bt
3 Nkt S
[ NNy 8
F ®

.................................... T T T T T T T T T T I T T e e
3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber (cm-1)

Figura 43 - Espectro de absor¢éo na regido do IV de PQM-67 (32g) (ATR)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 'H de 32g (Figura 44) observa-se o0s seguintes sinais
caracteristicos de sua estrutura: em 8,29 ppm, um simpleto referente ao H-19; em 8,00
ppm, um dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=8,0); em 7,88 ppm um duplo dupleto
referente aos H-21 e H-25 (J=5,6 e 8,3); em 7,63 ppm, um dupleto referente aos H-9
e H-13 (J=7,6); em 7,17 ppm, um tripleto referente aos H-22 e H-24 (J=8,6) e 0
simpleto em 4,08 ppm referente a H-7. Além destes, os sinais referentes aos
hidrogénios do nucleo piperidinico foram observados na regido de 3,9 - 1,54 ppm
(Tabela 10, Apéndice A).
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Figura 44 - Espectro de RMN de *3C (CDsOD, 75 MHz) do composto PQM-67 (32g)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de *3C de 32g (Figura 45) observa-se os seguintes sinais
correspondentes ao composto PQM-67: em 163,1 referente ao carbono carbonilico C-
15. Sinais pertencentes aos nucleos aromaticos em 164,8 e 161,5 ppm separados em
dupleto referentes ao C-23 (J=246), no qual o substituinte é o flior; em 146,5 referente
ao C-19; em 142,7 ppm referente ao C-8; em 132,0 ppm referente ao C-11; em 131,0
ppm referente ao C-20; em 129,3 e 129,2 referentes aos C-10 e C-12; em 128,7 ppm
referente aos C-21 e C-25; em 127,6 ppm referente aos C-9 e C-13; em 116,1 ppm
referente ao C-22 e C-24. Sinal em 61,7 ppm referentes aos C-7 que esta localizado
entre o nlcleo aromatico e piperidinico. Sinais referentes ao nucleo piperidinico em
66,1 ppm, 61,1 ppm, 53,0 ppm, 33,2 ppm e 23,2 ppm referentes, respectivamente,
aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-5 (Tabela 10, Apéndice A).
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Figura 45 - Espectro de RMN de *3C ((CDs)2SO, 75 MHz) do composto PQM-67 (329)
Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucéo de 32g (Figura 46) observa-se 0 pico
da molécula protonada [M+H]"* com relacdo m/z= 356,1786 e o pico [M+Na]* com
relacdo m/z= 378,1585.
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Figura 46 - Espectro de Massas de PQM-67 (32g) (ESI-MS).
Fonte: Do autor

4.1.11 N-(4-morfolinobenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)

benzoidrazida: PQM-74 (32h)
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No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 47) foram

observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32h. Em 3429 cm™ e

3257 cm! banda referente a deformacéo axial de N-H livre; em 2831 cm! banda de

deformacéo axial das ligacGes CH»; em 2359 cm e 2341 cm! sdo caracteristicos da

presenca de CO2 no momento da analise; em 1609 cm* banda referente ao carbono

carbonilico (C=0); em 1537 cm* e 1228 cm! bandas de absorcdo que tem origem na

interacdo entre a deformacao angular de N-H e a deformacéo axial de C-N do grupo

C-N-H.
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Figura 47 - Espectro de absor¢céo na regido do IV de PQM-74 (32h) (ATR)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 'H de 32h (Figura 48) observa-se 0s seguintes sinais
correspondentes ao composto PQM-74: em 12,42 ppm simpleto referente ao H-17, o
H-19 esta presente na mesma regido que a piridina em 8,74 ppm. Sinais pertencentes
aos nucleos aromaticos em 8,26 ppm dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=8,8); em
7,94 ppm dupleto referente aos H-21 e H-25 (J=6,8); em 7,51 ppm dupleto referente
aos H-9 e H-13 (J=8,1); em 6,99 ppm referente aos H-22 e H-24 (J=8,8). Simpleto em
5,70 ppm referentes aos H-7. Multipletos centrados em 3,76 ppm e 3,12 ppm
referentes aos H-28, H-30 e H-27, H-31, respectivamente, sendo que estes sinais
estdo relacionados ao anel morfolina. Sinais referentes ao nucleo piperidinico na
regido de 4,08 - 1,48 ppm. Foi realizado RMN de 'H em piridina devido a dificuldade
de visualizacdo de H-3 e H-7 quando o espectro foi realizado em DMSO e também
nao houve outro solvente que solubilizasse o composto além de DMSO e piridina

(Tabela 11, Apéndice A.)
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No espectro de RMN de 3C de 32h (Figura 49) observa-se os seguintes sinais

correspondentes ao composto PQM-74: em 163,1 ppm carbono carbonilico C-15; em

148,4 ppm referente ao C-19 Sinais pertencentes aos carbonos dos nucleos

aromaticos em 152,6 ppm referente ao C-23; em 142,4 ppm referente ao C-8; em

132,8 ppm referente ao C-11; em 129,2 referente ao C-10 e C-2; 128,7 referente aos
C-21 e C-25; em 127,9 referente aos C-9 e C-13; em 125,0 ppm referente ao C-20;

em 114,8 referente ao C-22 e C-24. Em 66,4 ppm e 49,9 ppm, sinais referentes aos

C-28, C-30 e C-27, C-31, respectivamente, que pertencem ao anel morfolina que séo

0S sinais mais caracteristicos desse tipo de estrutura. Em 61,3 ppm referente ao C-7

gue estd entre o ndcleo aromatico e o piperidinico. Sinais referentes ao nucleo

piperidinico em 66,4 ppm, 62,0 ppm, 53,4 ppm, 33,5 ppm e 23,5 ppm referentes,
respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-5 (Tabela 11, Apéndice A).
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Figura 49 - Espectro de RMN de *3C ((CDs)2SO, 75MHz) do composto PQM-74 (32h)
Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucéo de 32h (Figura 50) observa-se 0 pico
da molécula protonada [M+H]" com relacdo m/z= 423,2407 e o pico [M+Na]* com

relacdo m/z= 445,2215.
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Figura 50 - Espectro de Massas de PQM-74 (32h) (ESI-MS).
Fonte: Do autor

4.1.12 N- ((4-piperidi-1-ila)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida: PQM-75 (32i)

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 51) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32i. Em 3176 cm
banda referente a deformacéo axial de N-H livre; em 3032 cm™ banda referentes a
deformacéo axial de C-H de aromaticos; em 2932 cm* e 2849 cm! caracteristicos de
deformacdes axial assimétrica e simétrica das ligagbes CH2; em 1638 cm™ banda
referente ao carbono carbonilico (C=0); em 1594 cm* e 1557 cm™* bandas referentes
a deformacéo axial das ligacdes C=C do anel; em 1516 cm? e 1294 cm* bandas de
absorcdo que tem origem na interacdo entre a deformacdo angular de N-H e a

deformacéo axial de C-N do grupo C-N-H.
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Figura 51 - Espectro de absorcéo na regido do IV de PQM-75 (32i) (ATR)
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de 'H de 32i (Figura 52) observa-se os seguintes sinais
correspondentes ao composto PQM-75: em 12,38 ppm simpleto referente ao H-17, H-
19 esta presente na mesma regido que a piridina em 8,74 ppm. Sinais pertencentes
aos nucleos aromaticos em 8,26 ppm dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=8,7); em
7,92 ppm dupleto referente aos H-21 e H-25 (J=8,6); em 7,51 ppm dupleto referente
aos H-9 e H-13 (J=7,8); em 6,97 ppm dupleto referente aos H-22 e H-24 (J=8,7).
Multipleto centrado em 3,54 ppm referentes aos H-7. Multipletos centrados em 3,12
ppm e 1,46 ppm referentes aos H-27, H-31 e H-27, H-28, H-29 respectivamente, sendo
gue estes sinais estao relacionados ao anel piperidinila. Sinais referentes ao nucleo
piperidinico na regido de 4,10 - 1,55 ppm. Foi realizado RMN de *H em piridina devido
a dificuldade de visualizacédo de H-3 e H-7 quando o espectro foi realizado em DMSO
e também ndo houve outro solvente que solubilizasse o composto além de DMSO e

piridina (Tabela 12 no Apéndice A).
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Figura 52 - Espectro de RMN de *H (CsDsN, 300MHz) do composto PQM-75 (32i)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 3C 32i (Figura 53) observa-se os seguintes sinais
correspondentes ao composto PQM-75: em 163,1 ppm carbono carbonilico C-15; em
148,6 ppm referente ao C-19 Sinais pertencentes aos carbonos dos nucleos
aromaticos em 152,8 ppm referente ao C-23; em 142,3 ppm referente ao C-8; em
132,9 ppm referente ao C-11; em 129,2 referente ao C-10 e C-2; 128,8 referente aos
C-21 e C-25; em 127,9 referente aos C-9 e C-13; em 123,8 ppm referente ao C-20;
em 115,0 ppm referente ao C-22 e C-24. Em 48,8 ppm, 25,4 ppm e 24,3 ppm sinais
referentes aos C-27, C-31; C-28, C-30 e C-29, respectivamente, que pertencem ao
anel piperidinila que sdo os sinais mais caracteristicos desse tipo de estrutura. Em
62,0 ppm referente ao C-7 que esta entre o nucleo aromatico e o piperidinico. Sinais
referentes ao nucleo piperidinico em 66, 3 ppm, 61,2 ppm, 51,3 ppm, 33,5 ppme 23,4
ppm referentes, respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-5 (Tabela 12, Apéndice
A).
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Figura 53 - Espectro de RMN 3C ((CD3)2S0,75 MHz) do composto PQM-75 (32i)
Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucéo de 32i (Figura 54) observa-se o pico
da molécula protonada [M+H]* com relacdo de m/z= 421,2616 e o pico [M+Na]* com
relacdo de m/z= 443,2426.
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Figura 54 - Espectro de Massas de PQM-75 (32i) (ESI-MS).
Fonte: Do autor

4.1.13 N-(4-(1H-imidazol-1-ila)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida: PQM-76 (32))

No espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 55) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32j. Em 3430 cm™ e
3252 banda referente a deformacgédo axial de N-H livre; em 2925 cm™* e 2832 cm?
caracteristicos de deformacfes axial assimétrica e simétrica das ligagbes CH2; em
1644 cm* banda referente ao carbono carbonilico (C=0); em 1608 cm™ e 1598 cm*
bandas referentes a deformacéo axial das ligacdes C=C do anel; em 1515 cm™* e 1229
cmt bandas de absorcédo que tem origem na interacéo entre a deformacéo angular de

N-H e a deformacédo axial de C-N do grupo C-N-H.
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Figura 55 - Espectro de absor¢éo na regido do IV de PQM-76 (32)) (ATR)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de 'H de 32j (Figura 56) observa-se os seguintes sinais
correspondentes ao composto PQM-76: Em 8,40 ppm simpleto referente ao H-19. Em
8,23 ppm simpleto referente ao H-30; em 7,66 ppm referente ao H-29; em 7,18 ppm
simpleto referente ao H-27 que sdo atribuidos ao anel imidazol. Sinais pertencentes
aos nucleos aromaticos em 8,01 ppm dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=8,4); em
7,93 ppm dupleto referente aos H-22 e H-24 (J=8,1); em 7,66 ppm dupleto referente
aos H-9 e H-13 (J=7,6); em 7,52 ppm referente aos H-21 e H-25 (J=8,1). Multipleto
entre 3,75-3,67 referente aos H-3 e H-7. Sinais referente ao nucleo piperidinico na
regiao de 3,68 - 1,26 ppm (Tabela 13, Apéndice A).
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No espectro de RMN de 3C de 32j (Figura 57) observa-se os seguintes sinais

correspondentes ao composto PQM-76: em 163,3 ppm carbono carbonilico C-15; em

147,0 ppm referente ao C-19 Sinais pertencentes aos carbonos dos nucleos

aromaticos em 142,8 ppm referente ao C-8; em 138,2 ppm referente ao C-27; em

133,2 referente ao C-23; em 132,3 ppm referente ao C-11; em 130,5 ppm referente
ao C-20; em 129,2 referente ao C-10. C-2 e C-29; em 128,0 ppm referente aos C-9,
C-13, C-21 e C-25; em 120,8 referente ao C-22 e C-24; em 118,3 ppm referente ao C-

30. Em 62,1 ppm referente ao C-7 que esta entre o nlcleo aromatico e o piperidinico.

Sinais referentes ao nucleo piperidinico em 66,5 ppm, 61,5 ppm, 53,4 ppm, 33,6 ppm

e 23,6 ppm referentes, respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-5 (Tabela 13,

Apéndice A).
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Figura 57 - Espectro de RMN 3C ((CD3)2S0, 75 MHz) do composto PQM-76 (32))
Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucéo de 32j (Figura 58) observa-se o pico

da molécula protonada [M+H]* com relacdo de m/z=404,2088.
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Figura 58 - Espectro de Massas de PQM-76 (32j) (ESI-MS).
Fonte: Do autor
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4.1.14 N- (4-(metiltio)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzohidrazida: PQM-88 (32k)

No espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (Figura 59) foram
observadas as principais bandas caracteristicas da estrutura de 32k. Em 3381 cm* e
3238 banda referente a deformacéo axial de N-H livre; em 2919 cm™ e 2781 cm!
caracteristicos de deformacgfes axial assimétrica e simétrica das ligagbes CH»; em
2359 cm? e 2323 cm sdo caracteristicos da presenca de CO2 no momento da
andlise; em 1641 cm banda referente ao carbono carbonilico (C=0); em 1591 cm
bandas referentes a deformacéo axial das ligacdes C=C do anel; em 1534 cmt e 1277
cm! bandas de absorcéo que tem origem na interacéo entre a deformacéo angular de

N-H e a deformacé&o axial de C-N do grupo C-N-H.
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Figura 59 - Espectro de absor¢éo na regido do IV de PQM-88 (32k) (ATR)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de *H de 32k (Figura 60) observa-se os seguintes sinais
correspondentes ao composto PQM-88: em 12,58 ppm simpleto referente ao H-17, H-
19 esta presente na mesma regido que a piridina em 8,74 ppm. Sinais pertencentes
aos nucleos aroméaticos em 8,26 ppm dupleto referente aos H-10 e H-12 (J=7,6); em

7,87 ppm dupleto referente aos H-22 e H-24 (J=8,7); em 7,50 ppm dupleto referente
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aos H-21 e H-25 (J=8,0); em 7,32 ppm referente aos H-9 e H-13 (J=8,3). Simpleto em
3,52 ppm referentes aos H-7. Sinais referente ao nucleo piperidinico na regiao de 4,04
- 1,52 ppm. (Tabela 14, Apéndice A).
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Figura 60 - Espectro de RMN de *H (CsDsN, 300 MHz) do composto PQM-88 (32k)
Fonte: Do autor

No espectro de RMN de '3C de 32k (Figura 61) observa-se os seguintes sinais
correspondentes ao composto PQM-88: Em 163,4 ppm carbono carbonilico C-15; em
147,7 ppm referente ao C-19 Sinais pertencentes aos carbonos dos nucleos
aromaticos em 143,1 ppm referente ao C-8; em 141,3 ppm referente ao C-23; em
132,4 ppm referente ao C-20; em 131,1 ppm referente ao C-11; em 129,1 referente
ao C-10 e C-2; 128,0 referente aos C-9, C-13, C-22 e C-24; em 126,1 referente aos
C-21 e C-25. Em 62,2 ppm referente ao C-7 que esta entre o nlucleo aromatico e o
piperidinico. Sinais referentes ao nucleo piperidinico em 66,5 ppm, 61,5 ppm, 53,4
ppm, 33,6 ppm e 23,7 ppm referentes, respectivamente, aos C-3, C-2, C-6, C-4 e C-
5. Em 14,72 ppm referente ao C-27 que é o mais caracteristico dessa estrutura
(Tabela 14, Apéndice A).
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Figura 61 - Espectro de RMN de *3C ((CDs)2SO, 75 MHz) do composto PQM-88 (32k)
Fonte: Do autor

No espectro de massas de alta resolucao de 32k (Figura 62) observa-se 0 pico
da molécula protonada [M+H]* com relacdo de m/z= 384,1755 e o pico [M+Na]* com
relacdo de m/z= 406,1564.
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Figura 62 - Espectro de Massas de PQM-88 (32k) (ESI-MS).
Fonte: Do autor

4.2 AVALIACAO BIOLOGICA SOBRE CELULAS TUMORAIS

Os diferentes compostos foram testados contra quatro linhagens derivadas de
tumores de tumores humanos: A549 (carcinoma de pulmdo humano), MCF-7
(carcinoma de mama humana), HT144 (melanoma) e HepG2 (carcinoma
hepatocelular) (Tabela 16). Para uma triagem inicial, os compostos foram utilizados
na concentracao de 60 uM. De acordo com protocolo desenvolvido pelo NCI (National
Cancer Institute), a triagem € realizada em uma Unica concentracao que pode variar
entre 0,1 uM a 1 mM (MONGA; SAUSVILLE; 2002). Os resultados mostraram que
houve reducdo na viabilidade celular em culturas de HT144 tratadas com o0s
compostos PQM-57 (32d), PQM-66 (32f), PQM-74 (32h), PQM-75 (32i), PQM-76 (32))
e PQM-88 (32k), sendo que destes PQM-75 (32i) foi o mais promissor (Figura 63). As
células MCF-7 mostram-se resistentes aos compostos estudados, pois foi observado
reducdo na viabilidade (cerca de 20%) somente em culturas tratadas com PQM-75
(32i) (Figura 63). Na linhagem HepG2, houve reducéo significativa na viabilidade em
culturas tratadas com PQM-66 (32f) e PQM-75 (32i) (Figura 63). Enquanto na
linhagem A549, a viabilidade foi reduzida em culturas tratadas com os compostos
PQM-66 (32f), PQM-67 (32g), PQM-76 (32)) e PQM-88 (32k) (Figura 63).
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De acordo com os dados preliminares, a linhagem A549 (carcinoma de pulmao

humano) foi selecionada e curvas concentracao-resposta foram realizadas para
determinar o ICso dos compostos PQM-66 (32f), PQM-67 (32g), PQM-75 (32i) e PQM-

88 (32k). Além disso, 0 ICso de PQM-75 (32i) também foi determinado para as outras

linhagens (MCF-7, HepG2 e HT144), uma vez que este composto se mostrou ativo

em todas elas.

MCF7

HT144

(%) Jeinj@o apepijqeip

(%) Jeinj@d apepinqeip

A549

HepG2

(%) Jein@9 apepiiqeiA

(%) Jeinj29 apepinqelA

Figura 63 - Viabilidade celular determinada por MTS. As culturas (HT144, MCF-7, HepG2 e A549) foram

tratadas por 48 h com os diferentes compostos na concentracdo de 60 pM. Cisplatina foi

utilizada como um controle positivo da reagdo. *** (p < 0,001) de acordo com andlise de
(ANOVA) e pos-teste de Tukey.

variancia

Fonte: Do autor

Os resultados de curva concentracdo-resposta realizada com a linhagem A549

mostraram que PQM-88 (32k) teve um melhor perfil de atividade (Figura 64). Os

valores de I1Cso encontrados foram 139,20 + 4,25 uM (PQM-66, 32f), 116,60 + 3,85 uM

(PQM-67, 32g), 120,50 + 3,98 uM (PQM-75, 32i) e 53,92 + 2,56 uM (PQM-88, 32k).

Portanto, dentre os compostos testados, PQM-88 foi o0 mais efetivo em reduzir a

viabilidade de células de carcinoma de pulmao humano (A549).
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Estes resultados sugerem que o atomo de enxofre no substituinte SCHz em 32k
€ importante para a citotoxicidade na modulagéo contra linhas de células de cancer
do pulmédo, uma vez que o analogo com OCH3z (32e) ndo foi ativo. Neste caso,
provavelmente a maior polarizabilidade e menor efeito de retirada de elétrons do
atomo de enxofre e sua melhor capacidade de liberacdo de elétrons e basicidade
poderiam explicar essa atividade. Além disso, considerando que 0Ss compostos
apresentados nesse estudo apresentam um novo padrao estrutural para investigacéo
de atividade antitumoral, n&do existem relatos na literatura que possam ser
comparados aos obtidos no presente estudo. Contudo, Singh e colaboradores (2014)
destacam que o derivado benzilpiperidinico (33, Figura 6) mostrou atividade citotoxica
contra diferentes linhagens tumorais em relacdo ao produto natural de origem, a
embelina (33, Figura 6), demonstrando, portanto, a importancia da subunidade
benzilpiperidinica. Em outro trabalho, YU; SHI; KE, (2015) demonstraram que
derivados acilidrazénicos tem atividade citotoxica sobre células HepG2 (carcinoma
hepatocelular), Huh-7 (carcinoma de pulmdo) e BCG-823 (cancer gastrico),
evidenciando a importancia bioforica da subunidade NAH. Na literatura, o fragmento
N-acilidrazona é uma estrutura considerada privilegiada devido a possibilidade de
modular diferentes alvos de acdo dependendo do tipo de substituinte, demonstrando
ser uma classe quimica passivel de ser explorada para a modulacéo de diferentes
tipos biorreceptores (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007).

Os resultados das curvas concentragao-resposta realizadas com as linhagens
HT144, MCF-7 e HepG2 frente ao composto PQM-75 (32i) mostraram que as
linhagens MCF-7 (mama) e HepG2 (carcinoma hepatocelular) foram as mais
responsivas do que a linhagem HT144 (Figura 65). Os valores de ICso encontrados
para HepG2 e MCF-7 foram, respectivamente, 58,40 + 2,30 uM e 44,81 + 1,85 uM. Ao
passo que o ICso encontrado para a linhagem HT144 foi de 86,40 + 3,65 uM. O efeito
de PQM-75 (32i) foi também avaliado sobre células normais. Para isso, foi utilizada a
linhagem CCD-1059Sk, a qual se trata de fibroblastos derivados de pele humana. Os
dados mostraram que o composto 32i € menos citotoxico aos fibroblastos do que as

linhagens tumorais, com ICso= 193,50 + 5,00 uM (Figura 66).
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Figura 64 - Viabilidade celular determinada por MTS. Culturas de células A549 foram tratadas com os
compostos PQM-66 (32f), PQM-67 (32g), POM-76 (32)) e PQM-88 (32k) em diferentes
concentracgdes por 48 h.*** (p < 0.001) de acordo com andlise de variancia (ANOVA) seguido
de pés-teste de Tukey.

Fonte: Do autor

A reducdo na viabilidade determinada por ensaio colorimétrico ndo permite
evidenciar se o composto tem atividade antiproliferativa e/ou citotoxica. Novos ensaios
foram realizados com o objetivo de avaliar o potencial antiproliferativo de PQM-75
(32i) sobre células HepG2. Os resultados mostraram que o composto 32i reduziu
significativamente o niumero de colénias formadas em culturas de HepG2 (Figura 67)
apos 24 horas de exposicdo. Em culturas tratadas com 30 uM e 60 uM o nimero de
col6nias foi reduzido em aproximadamente 60% e 70%, respectivamente.

O ensaio de capacidade clonogénica trata-se de uma abordagem experimental

importante para a identificagcdo de agentes com atividade antitumoral, pois denota a
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capacidade do composto em inibir a proliferagdo por periodos prolongados
(FRANKEN et al., 2006). Assim sendo, no presente estudo foi possivel demonstrar
que a reducgédo da viabilidade induzida por PQM-75 esta associada, pelo menos em
parte, a sua capacidade de inibir proliferacdo de células HepG2. Atividade
antiproliferativa de acilidrazonas tem sido descrita na literatura tanto in vitro como in
vivo (AMARAL et al., 2014; DUAN et al., 2016). Além disso, a estrutura polar das
acilidrazonas confere maior solubilidade, uma caracteristica importante para a selecédo

de protétipos a farmacos (DUAN et al., 2016).
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Figura 65 - Viabilidade celular determinada por MTS. As diferentes linhagens celulares foram
tratadas com o PQM-75 (32i) em diferentes concentracdes por 48 h.*** (p < 0.001)
de acordo com andlise de variancia (ANOVA) seguido de pés-teste de Tukey.

Fonte: Do autor
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Figura 66 - Viabilidade celular determinada por MTS. A linhagem CCD-1059Sk (fibroblasto normal de
pele humana) foi tratada com o PQM-75 (32i) em diferentes concentracdes por 48 h.***
(p < 0.001) de acordo com andlise de variancia (ANOVA) seguido de pés-teste de Tukey.

Fonte: Do autor
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Figura 67 - Ensaio de capacidade clonogénica realizado na linhagem HepG2. As células foram expostas
ao composto PQM-75 (32i) por 24 h e, na sequéncia, foram mantidas em cultura por mais

15 dias.
Fonte: Do autor

Legenda: (A) Imagens ilustrativas para evidenciar a formacéo de coldnias.
(B) Analise do ensaio de capacidade clonogénica. *** (p < 0.001) de acordo com analise de
variancia (ANOVA), seguido de pds-teste de Tukey.
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Com o objetivo de caracterizar melhor a atividade antiproliferativa de PQM-75
(32i) sobre células da linhagem HepG2, foi realizada a quantificacdo de DNA por
citometria de fluxo para investigar possivel influéncia de PQM-75 sobre a progresséao
do ciclo celular. De acordo com os dados obtidos (Tabela 15), o composto 32i altera
a dinamica normal de progressao do ciclo celular. Contudo foi observado que o efeito
€ concentracao-dependente. Quando as culturas HepG2 foram tratadas com 30 uM,
houve aumento significativo na frequéncia de células em GO/G1 com consequente
reducdo do percentual de células nas fases subsequentes (S e G2/M) indicando
bloqueio do ciclo celular na transigdo G1/S. Por outro lado, nas culturas tratadas com
60 uM de 32i houve significativo aumento na frequéncia de células na fase S do ciclo
celular. Assim sendo, novas abordagens experimentais deverdo ser realizadas para
caracterizar os mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos de PQM-75 (32i)
sobre a progressao do ciclo celular. A despeito das novas investigacdes, a analise do
ciclo celular reforca a atividade antiproliferativa de PQM-75 sobre células HepG2.
Além disso, a capacidade de acilidrazonas de bloquear o ciclo celular vem sendo
descrito na literatura (ZHANG et al., 2014).

DMSO ~30uM ~60uM

Eventos

2048 307 405 0 1024 2048 K7 409¢

Fluorescéncia (Conteudo de DNA)

Figura 68 - Histogramas representativos que mostram a distribuicdo de células em diferentes fases
do ciclo celular. As barras castanho, rosa, verde e azul representam, respectivamente,
as fases Sub-G1, GO/ G1,Se G2/ M.

Fonte: Do autor
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Tabela 15 - Distribuicdo das populacfes celulares nas diferentes fases do ciclo em culturas HepG2
tratadas por 24 h.

Sub-G1 G0/G1 S G2/M
DMSO 221+1.11 49.45 + 1.83 20.47 +£1.09 27.86 +£1.98
30 uM 1.51+0.55 60.18 + 2.89**  15.62 £ 1.17** 22.68 + 1.80*
60 uM 1.15+0.38 30.92 +0.63*** 45.39 £ 0.22**  22.54 + 0.67*

* (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001) de acordo com ANOVA e p0Os-teste de Tukey.
Fonte: Do autor

Os dados evidenciados neste trabalho sédo relevantes e suportam a
continuidade do estudo para avaliar os mecanismos moleculares relacionados a
atividade antiproliferativa de PQM-75 (32i) sobre células HepG2 e MCF-7. A analise
da relagdo estrutura-atividade, evidenciou que a presenca do grupo piperidinila e
tiometila presentes em PQM-75 (32i) e PQM-88 (32k), respectivamente, parecem ter
uma contribuicdo auxoforica importante, uma vez que os derivados substituidos por
anéis aromaticos de 5 membros (pirrolidina, imidazol), 6 membros alifaticos
(morfonila) ou por outros grupos funcionais doadores/aceptores de densidade
eletronica (e.g. OCHs, NO3, Cl, Br, F) ndo foram efetivamente ativos. A despeito da
atividade citotdxica ser da ordem de micromolar, estas substancias merecem atencéo
especial como candidatos a protétipos de farmacos antitumorais, com facil acesso
sintético e baixa citotoxicidade. Uma vez evidenciado o mecanismo de acéo, estudos
computacionais poderdo ser muito Uteis na elucidacéo de eventuais alvos moleculares
envolvidos, podendo ainda confirmar a influéncia dos substituintes presentes em
PQM-75 (32i) e PQM-88 (32k), seu modo de interacao e orientar derivados adicionais

com perfil de acdo otimizado.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

Abordaremos os experimentos realizados do ponto de vista quimico e

bioldgico.

5.1 MATERIAIS E METODOS GERAIS

A sintese dos derivados N- benzil piperidinicos acilidrazénicos foi realizada no
Laboratorio de Pesquisa em Quimica Medicinal (PeQuiM), na Universidade Federal
de Alfenas (UNIFAL-MG). A avaliacdo do potencial antiproliferativo foi realizada no
Laboratorio de Biologia Animal Integrativa (LABAInt), na UNIFAL-MG, sob orientagéo
Profa. Dra Marisa lonta e colaboracdo do doutorando Renato de Oliveira Horvath.

Os espectros na regido do infravermelho (1V) foram obtidos por espectrometro
de infravermelho Nicolet iS50 FTIR (Thermo Scientific USA) acoplado a Pike Gladi
ATR Technologies. Para a atribuicdo de bandas no infravermelho utilizaram-se como
referéncia os livros de Silverstein e colaboradores, Pavia e colaboradores (PAVIA et
al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2007).

Os espectros de RMN de 'H e de *C foram obtidos em um espectrémetro
Brucker AC-300 operando a 300 MHz para RMN de 'H e de 75 MHz para RMN de 3C
do Laboratério de Ressonancia Nuclear Magnética da UNIFAL-MG. Como referéncia
interna foi utilizado o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (6) foram
expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J), em Hertz
(Hz). As multiplicidades estdo abreviadas da seguinte maneira: s (simpleto), d
(dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), m (multipleto), quint (quinteto), q (quarteto). A
numeracao adotada para os &tomos nas estruturas nao corresponde a numeracao da
nomenclatura IUPAC e sim ao sistema adotado pelo programa MestreNova, utilizado
para manipulacdo dos espectros de RMN. Todos os reagentes utilizados nas etapas
de sintese foram adquiridos da Sigma-Aldrich ou Acros, sem purificacfes adicionais.

Para cromatografia em camada delgada (CCD), realizada para
acompanhamento das reacdes, utilizou-se folhas de gel de silica 60 F254, da marca
Merck. Para purificacdes por cromatografia em coluna (CC), realizada para como
método de purificacdo de misturas, utilizou-se silica gel flash (220-440 mesh, 0,035
mm — 0,075 mm), da marca Sigma-Aldrich. A visualizacdo das substancias foi feita em

camara de UV (A = 254 ou 365 nm). As faixas de fusdo foram estabelecidas em
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equipamento Marte (PFM II) com amostra triturada e empacotada em tubo capilar,
sem corregao.

Na analise para obtencdo de espectros de massas, as amostras foram
analisadas utilizando um LC Agilent 1290 e um espectrometro de massas Agilent 6550
iFunnel Q-TOF LC/MS. As amostras (massa contida no eppendorf) foi diluida em 1
mL de MeOH. 5 microlitros da solucao foi diluida nhovamente em 1 mL de MeOH. 2
microlitros dessa solucdao foi injetada pelo autoamostrador do LC por infuséo direta na
fonte de eletrospray do espectrometro de massas. A fase mével do LC foi MeOH/0.1%
Ac. férmico na vazéo de 0.1 mL/min. A fonte de ionizac&o por eletrospray operou no
modo positivo com 0s parametros nas seguintes condi¢cdes: Temperatura do gas de
nebulizacdo 290°C, voltagem do capilar 3500 V, Nozzle Voltage 320 V, vazéo do gas
de secagem 14 mL/min, presséo do gas de nebulizacéo 45 psig, temperatura do gas
auxiliar 350°C e vazao do gas auxiliar 12 mL/min. O analisador quadrupolo operou na
faixa de m/z 100 - 1500, o fragmentador 50 V, voltagem do octapolo 750 V, e aquisicéo
de um espectro obtido com alta resolu¢cdo no TOF até a 5 casa decimal. Os dados
espectroscopicos e espectromeétricos foram comparados com padrdes do banco de
dados do PeQuiM.

5.1.1 Purificacdo e secagem de solventes e reagentes

Os solventes puros e/ou anidros utilizados foram preparados segundo
procedimentos descritos por Armarego e Chai, 2003.

O etanol foi secado com sulfato de magnésio anidro por 2 horas, em seguida
filtrado. O mesmo foi estocado em baldo contendo peneira molecular do tipo A4
ativada. Peneira molecular A4: a peneira molecular A4 foi ativada numa estufa a 200°C
por trés horas e posteriormente resfriada e mantida em um dessecador.

O metanol foi secado com sulfato de calcio anidro por 2 horas, em seguida
filtrado. O mesmo foi estocado em baldo contendo peneira molecular do tipo A4
ativada. Peneira molecular A4: a peneira molecular A4 foi ativada numa estufa a 200°C
por trés horas e posteriormente resfriada e mantida em um dessecador.

Os demais solventes utilizados foram utilizados sem pré-purificacdo e/ou

destilacao.
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5.2 ABORDAGEM SINTETICA

A rota sintética (Figura 68) desenvolvida para a obtencédo da série-alvo, tem
como material de partida o éster comercial (35), que é submetido a uma etapa inicial
de aminacdo redutiva com 3-hidroxipiperidina racémica (36), na presenca de
NaBH3CN/ZnCl, para gerar o éster N-benzilpiperidinico (37). Numa etapa
subsequente, o éster (37) reagiu com monoidrato de hidrazina, originando a hidrazida
(38), sendo este o intermediario-chave na rota sintética. A hidrazida (38) foi reagida
com uma série de benzaldeidos substituidos (39) para gerar a série de N-benzil-

piperidino-acilidrazonas-alvo (32).

O "
. Q0 0
l\-l N NH2NH2.H20,

N
36 EtOH, Refluxo
— . e
ZnCl,
NaBH.CN, OMe NHNH,
MeOH
0~ 'OMe 37 O 0 38 O
35
H
R= 32a (PQM-54): H HO R
32b (PQM-55): Br \O 39
32c (PQM-56): CI N EtOH, cat. HCI

32d (PQM-57): NO,
32e (PQM-65): OCHj

32f (PQM-66): pirrol "

32g (PQM-67): F °N

32h (PQM-74): morfolina (o} /\©\
32i (PQM-75): piperidinila 32 R

32j (PQM-76): imidazol
32k (PQM-88): SCH;

Figura 69 - Rota sintética utilizada para obtencdo da série de derivados N-benzil piperidinicos
acilidrazonicos (32)
Fonte: Do autor.
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5.2.1 Reacdao de aminacdao redutiva entre o 4-formilbenzoato de metila (35) e 3-
hidroxipiperidina (36)

HO

O

CHO N \(j
H

36

ZnCl,
NaBH,CN,

MeOH
o OMe 37 3
35

N

OMe

Figura 70 - Reacgdo de aminacao redutiva entre a 3-hidroxipiperidina (36) e o formil-éster (35)
para obtencao do N-benzilpiperidinil éster metilico (37)
Fonte: Do autor.

Em um bal&do de fundo redondo monotubulado foram adicionados 12,2 mmols
do éster (35), 14,6 mmols da 3-hidroxipiperidina (36) e 10 mL de metanol, mantendo
a solucéo resultante sob agitacdo por 1 h, a temperatura ambiente. Em outro baléo,
foram misturados 6,1 mmols de ZnCl, anidro, 12,2 mmols de NaBH3:CN e 6 mL de
metanol anidro, mantendo sob agitacdo por 1h. Apds este tempo, as duas solucdes
foram misturadas e mantidas sob agitacdo a temperatura ambiente por mais 24h, com
acompanhamento por CCD. Apds consumo total do material de partida, o solvente foi
removido a vacuo, seguido da adicdo de solucdo aquosa de NaOH a 20% até pH ~
12. A fase aquosa foi extraida com CH2Clz (6 x 10 mL) e a fase organica combinada
foi subsequentemente lavada com 20 mL de solucdo aquosa saturada de NaCl, seca
com MgSOg, filtrada e concentrada sob vacuo (KIM et al., 1985). O produto bruto da
reacdo foi entdo purificado em coluna cromatografica silica gel (eluente:
Acetato/MeOH 90:10), resultando em 2,73 g (11 mmol) do produto 37, como um sélido
branco.
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5.2.2 Reacdo de hidrazindlise entre o 4[(3-hidroxipiperididin-1-il)metil]
benzoato de metila (20) e monoidrato de hidrazina

\Ej NHQNH2'H20’

N N
EtOH, Refluxo
—

OMe NHNH,

o
37 O 38

Figura 71 - Obtencédo da hidrazida (38), a partir da reacao do éster (37)
Fonte: Do autor.

Em um baldo de monotubulado foram adicionados 2,0 mmols do 4[(3-
hidroxipiperididin-1-il)metil] benzoato de metila (37), 7 mL de etanol e 11,73 mL (60,2
mol) de monoidrato de hidrazina a 98%. A solugéo resultante foi mantida em refluxo
por 3 horas, sob acompanhamento por CCD. Ao final da reagcédo, o solvente foi
removido a presséo reduzida (ROMEIRO et al., 2009). Posteriormente foi submetido
a coluna cromatografica (eluente: Acetato 80% e Metanol 20%). Entdo, foi obtido o

produto (38) (0,474g, 1,90 mmols), sendo este um solido branco.

5.2.3 Procedimento geral para obtencéo das N-benzil-acilidrazonas-alvo (32a-
k)

HOTj k@ ”°\O

N

EtOH, cat. HCI

Figura 72 - Obtencéo de N-acilidrazonas (32) a partir da hidrazida (38)
Fonte: Do autor.

38 0

Em um baldo de fundo redondo monotubulado foram adicionados 1 eq. molar
da hidrazida (38), 1,2 eq. do aldeido de interesse, 5 mL de etanol anidro e 3 gotas de
HCI concentrado, permanecendo em agitacdo a temperatura ambiente. As reacdes

foram acompanhadas por CCD e duraram cerca de 3 horas. Apés término reacional,
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o solvente foi retirado sob presséo reduzida e forneceu as respectivas N-acilidrazonas,
que foram purificadas em coluna cromatogréfica (LIMA et al., 2000).

No decorrer do desenvolvimento desta dissertacdo utilizou-se a técnica de
precipitacdo para purificacdo de N-acilidrazonas. Apds verificacdo do término
reacional, colocou-se o baldo no refrigerador, e realizou filtragdo a vacuo, utilizando
primeiro etanol gelado e posteriormente hexano para retirada de alguma impureza.
Em seguida realizou-se CCD e pode-se verificar que os compostos PQM-56, PQM-
57, PQM-65 e PQM-67 encontravam-se puros, comprovando a maior praticidade e

eficiéncia desta técnica na purificagdo destes compostos.

5.2.4 Dados de caracterizag&o das e N-benzil-acilidrazonas-alvo (32a-k)

Nome do composto: 4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno) benzoato de metila (37)
Caracteristica: solido branco

Rendimento: 90%

F.M.: C14H19NOs3

M.M.: 249,1365

RMN *H (8, CDsOD, 300MHz): 7,95 (d, 1H, J= 8,0, Hioe Hu12); 7,43 (d, 1H, J= 7,4, He
e His); 3,88 (s, 3H, His); 3,70-3,62 (m, 1H, Hs); 3,57 (s, 2H, H7); 2,86-2,82 (m, 1H, H2);
2,67-2,64 (M, 1H, He); 2,06-2,02 (m, 1H, He); 1,91- 1,86 (m, 1H, H2 e Hs); 1,76-1,68
(m, 1H, Hs); 1,58-1,49 (m, 1H, Hs); 1,24-1,19 (m, 1H, Ha).

RMN 3C (&, CDsOD, 75 MHz): 167,0 (C1s); 143,3 (Cs); 129,1 (Cg, C10, C11, C12€ Cis);
66,5 (Cs); 62,1 (C7); 60,3 (C2); 53,0 (Cs); 51,20 (Cis); 32,4 (C4); 22,6 (Cs).

Nome do composto: 4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno) benzoidrazida (38)
Caracteristica: solido branco

Rendimento: 94%

F.M.: C13H19N302

M.M.: 249,1477

RMN H (&, CD3;0D, 300MHz): 7,75 (d, 1H, J= 7,8, Hioe H12); 7,42 (d, 1H, J= 7,4, Ho
e His); 3,67-3,63 (m, 1H, Hz); 3,57 (s, 2H, H7); 2,87-2,83 (m, 1 H, H2); 2,69-2,65 (m,
1H, He); 2,08-2,01 (m, 1H, He); 1,96-1,90 (m, 1H, H> e Hg); 1,74-1,71 (m, 1H, Hs);
1,59-1,51 (m, 1H, Hs); 1,28-1,21 (m, 1H, Ha).
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RMN *3C (8, CDs0OD, 75 MHz): 168,0 (Cis); 141,3 (Cs); 131,8 (C11); 129,2 (Ci0€ C12);
126,8 (Coe Ci3); 66,4 (Cs); 62,1(C7); 60,2 (C2); 52,9 (Ce); 32,4 (Ca); 22,5 (Cs).

Nome do composto: N-benzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida

Cédigo: PQM-54 (32a)

Caracteristica: solido cinza

Rendimento: 60%

F.M.: C20H23N30:2

M.M.: 337,1790

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 338,1868

RMN H (&, CDsOD, 300MHz): 8,54 (s, 1H, Hio); 8,12 (d, 1H, J= 8,12, Hipe Huo); 7,98
(d, 1H,J=7,98, Ho1e H2s); 7,72 (d, 1H, J=7,73, He e H13); 7,58 (t, 1H, J= 7,58, H22, H23
e Hzs); 3,49 (s, 2H, Hy); 3,46-3,44 (m, 1H, Hs); 3,16-3,13 (m, 1H, H2); 3,00 (m, 1H, He¢);
2,10 (m, 1H, Hz); 2,04-2,01 (m, 1H, Hz2e Hg); 1,84-1,75 (m, 1H, Hg); 1,60 (m, 1H, Hs);
1,42 (m, 1H, Ha).

RMN 3C (&, CD;0D, 75 MHz): 165,1 (C1s); 149,5 (C19); 132,5 (C20); 138,8 (Cg); 134,1
(C11); 132,5 (C20); 165,1 (C14); 132,5 (C20); 130,2 (C22); 128,4 (Co, C13, C21,C23, Ca €
C25); 65,0 (Ca); 58,8 (C2); 52,9 (Ce); 31,0 (C4); 21,0 (Cs).

Nome do composto: N-(4-bromobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida

Cdédigo: PQM-55 (32b)

Caracteristica: solido branco

Rendimento: 52%

F.M.: C20H22BrNzO>

M.M.: 415,0895

HRMS (ESI) m/z [M;H]: 416,0984

RMN H (8, (CD3),SO), 300MHz): 8,42 (s, 1H, Hi9); 7,86 (d, 1H, J=7,9, Hioe H1o); 7,67
(s, 1H, H21, Ho2, Haa, H2s); 7,43 (d, 1H, J=7,4 Hge Hi3); 3,59-3,50 (m, 2H, H7); 3,59- 3,50
(m, 1H, H1g3); 2,80- 2,75 (m, 1H, H2); 2,65- 2,61 (m, 1H, He); 1,92-1,85 (m, 1H, Hs);
1,76- 1,70 (m, 1H, H2e Hs); 1,63- 1,59 (m, 1H, Hs); 1,48- 1,40 (m, 1H, Hs); 1,09- 1,03
(m, 1H, Ha).
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RMN C (8, (CD3),S0), 75 MHz): 163,5 (Cis); 146,8 (C1o); 143,2 (Cs); 134,1 (C11);
132,3 (C20,C22€ C24); 129,2 (Croe C12); 128,0 (Co, C13, C21, C25); 123,7 (C23); 66,0 (C3);
62,1 (Cv); 61,5 (C2); 53,4 (Cs); 33,6 (Ca); 23,6 (Cs).

Nome do composto: N-(4-clorobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida

Cédigo: PQM-56 (32c)

Caracteristica: sélido bege

Rendimento: 70%

F.M.: C20H22CIN3O>

M.M.: 371,1401

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 372,1489

RMN *H (8, (CD3).S0), 300MHz): 8,34 (s, 1H, Hig); 7,95 (d, 1H, J=7,9, Hio e H12); 7,83
(d, 1H, J=7,8, Hx> e H24); 7,56 (d, 1H, J=7,6, Hoe H13); 7,44 (d, 1H, J=7,5, H21 e H2s);
3,84 (m, 1H, Hs); 3,59 (s, 2H, H7); 2,84 (m, 1H, He); 2,44- 2,28 (m, 1H, He); 1,89- 1,86
(m, 1H, Hz, Hz e He); 1,85- 1,61 (m, 1H, Hs); 1,42- 1,28 (m, 1H, Ha e Hs).

RMN 3C (8, (CD3),S0O), 75 MHz): 163,5 (Cis); 146,9 (C10); 132,4 (C11 e Coo); 134,9
(Cs); 133,8 (C23); 132,4 (Cx0); 128,1 (C12); 129,4 (Cg, C3, C21, C22, C24 € C25), 66,1 (C3);
61,8 (C2); 61,0 (Ce); 33,3 (Ca); 23,2 (Cs).

Nome do composto: N-(4-nitrobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida

Cdédigo: PQM-57 (32d)

Caracteristica: solido amarelo

Rendimento: 71%

F.M.: C20H22N404

M.M.: 382,1641

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 383,1723

RMN H (8, (CD3),S0), 300MHz): 8,71 (s, 1H, Hig); 8,29 (d, 1H, J=8,3, Hioe H12); 7,96
(d, 1H, J=8,0, H21, H22, H24 € H25); 7,44 (d, 1H, J=7,4, Hee H13); 2,86- 2,82 (m, 1H, He);
1,94- 1,87 (m, 1H, He); 1,80- 1,75 (m, 1H, H2, H2 e Hs); 1,64- 1,59 (m, 1H, Hs); 1,48-
1,38 (m, 1H, Hs); 1,11- 1,01 (m, 1H, Ha).
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RMN 3C (&, (CD3);S0), 75 MHz): 163,7 (Cis); 148,2 (Cio); 145,5 (Cz3); 143,1 (Cs);
141,2 (C20);132,0 (C11); 129,2 (C12); 128,4 (Co, C3, Ca1, C25); 124,5 (C22, C24); 66,4 (C3);
61,3 (C2); 53,4 (Ce); 33,5 (Ca); 23,5 (Cs).

Nome do composto: N-(4-metoxibenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida

Cédigo: PQM-65 (32e)

Caracteristica: solido cinza

Rendimento: 85%

F.M.: C21H25N303

M.M.: 367,1896

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 368,1982

RMN *H (8, CD3;0D, 300MHz): 8,30 (s, 1H, Hio); 7,91 (d, 1H, J=7,9, Hio e H12); 7,78
(d, 1H, J=7,8, Hz1e Hzs); 7,51 (d, 1H, J=7,5, Hee Hi3); 6,99 (d, 1H, J=7,0, Haz € Hza);
3,84 (s, 3H, H27); 3,70 (m, 1H, Hz e H7); 2,93- 2,88 (m, 1H, H2); 2,77- 2,73 (m, 1H, He);
2,23- 2,17 (m, 1H, He); 2,10- 2,03 (m, 1H, Hp); 1,92- 1,77 (m, 1H, Hs); 1,64- 1,56 (m,
1H, Hs); 1,92- 1,77 (m, 1H, Hs e Hs); 1,35-1,28 (m, 1H, Ha).

RMN 3C (&, CD;0D, 75 MHz): 162,0 (C1s); 149,7 (C19); 134,4 (Cs); 132,7 (C11); 131,3
(C21e Cas); 129,2 (CoeCi13); 128,1 (Cioe Ciz); 126,5 (Ca0); 113,9 (Caze C24); 59,5 (C7);
56,4 (C27); 51,9 (Cs); 54,5 (Cs); 27,7 (Ca); 17,5 (Cs).

Nome do composto: N-(4-pirrolidin-1-il)benzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-
ilmetileno) benzoidrazida

Cdédigo: PQM-66 (32f)

Caracteristica: solido amarelo

Rendimento: 70%

F.M.: C24H30N4O2

M.M.: 406,2369

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 407,2454

RMN *H (8, CsDsN, 300MHz): 8,73 (s, 1H, H1o); 8,27 (d, 1H, J=8,3, H1o € H12); 7,91(d,
1H, J=7,9, H21 e H25); 7,48 (d, 1H, J=7,5, Hoe H13); 6,56 (d, 1H, J=6,6, H22 € H24); 4,07-
3,99 (m, 1H, Ha); 3,52-3,50 (m, 2H, H7), 3,16- 3,12 (m, 1H, Hs); 3,07- 3,02 (m, 2H, H27
e Hso); 2,64- 2,61(m, 1H, H2 e He); 2,22- 1,96 (m, 1H, H2, Hs, Hs e Hg); 1,70- 1,65 (m,
2H, Hoge Hag); 1,54- 1,48 (m, 1H, Has e Hs).
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RMN 3C (8, (CD3),S0), 75 MHz): 162,9 (C1s); 149,1 (Caz3); 142,7 (Cse Cig); 132,9
(C11); 129,1 (Co1e C25); 127,8 (Croe C12); 121,4 (Cx); 112,0 (Co2e C24); 66,5 (C3); 62,2
(C2); 61,5 (C7); 53,4 (Cs); 47,7 (Ca0); 33,7 (Ca); 25,4 (C29); 23,7 (Cs).

Nome do composto: N-(4-fluorbenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida

Cdédigo: PQM-67 (329)

Caracteristica: solido branco

Rendimento: 59%

F.M.: CooH22FN302

M.M.: 355,1696

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 356,1786

RMN H (8, CDs0OD, 300MHz): 8,39 (s, 1H, Hig); 8,00 (d, 1H, J=8,0, Hio e H1»); 7,88
(d, 1H, J=7,9, Hz1 e Hys); 7,63 (d, 1H, J=7,6, He € Hi3); 7,17 (d, 1H, J=7,2, H22 € H24);
4,07 (s, 2H, H7); 3,90 (m, 1H, Haz); 3,09- 3,00 (m, 1H, H> e Hg); 2,82 (m, 1H, He); 2,62
(m, 1H, Hz); 2,00 (m, 1H, H¢); 1,89- 1,82 (m, 1H, Hs); 1,75- 1,72 (m, 1H, Hs); 1,54-
1,51 (m, 1H, Ha).

RMN 3C (&, (CD3)2S0), 75 MHz): 164,8 (Cz3); 163,1 (C1s); 161,5 (C23); 146,5 (C1o);
142,7 (Cs); 131,0 (C20); 129,3 (Croe C12); 128,7 (C21e Cos); 127,6 (Coe C13); 116,1 (Co2
e Cz4); 66,1 (Cg); 61,7 (C7); 61,1 (C2); 53,0 (Cs); 33,2 (Ca); 23,2 (Cs).

Nome do composto: N-(4-morfolinobenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)

benzoidrazida

Cdédigo: PQM-74 (32h)

Caracteristica: solido amarelo

Rendimento: 54%

F.M.: C24H30N4Os3

M.M.: 422,2318

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 423,2407

RMN H (8, CsDsN, 300MHz): 8,74 (s, 1H, Hio); 8,26 (d, 1H, J=8,3, Hioe H12); 7,94 (d,
1H, J=7,9, H21 € H2s); 7,51 (d, 1H, J=7,5, Hoe Huizs); 6,99 (d, 1H, J=7,0, H22 € H24); 6,70
(S, 2H, H7); 4,08- 4,02 (m, 1H, Hs); 3,74 (t, 2H, Hzs e Hso); 3,55 (m, 1H, Hz); 3,12 (t,
2H, H27 e Haz1); 2,66- 2,63 (m, 1H, He); 2,25- 2,16 (m, 1H, Hs); 2,12- 2,01 (m, 1H, H> e
Hs); 1,74- 1,48 (m, 1H, Hs, Hs, € Ha).
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RMN C (8, (CD3),S0), 75 MHz): 163,1 (Cis); 152,6 (Cz3); 148,4 (C19); 142,4 (Cs);
132,8 (C11); 129,2 (Ci0e C12); 128,7 (Co1e Cas); 127,9 (Coe C13); 125,0 (Coo); 114,8
(C2o2e C2s); 66,4 (C3,Cas e Cao); 62,0 (Cy); 53,4 (Ce); 47,9 (Cs1); 33,5 (Ca); 23,5 (Cs).

Nome do composto: N-((4-piperidi-1-il)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-
il)metileno) benzoidrazida

Cdodigo: PQM-75 (32i)

Caracteristica: sdlido amarelo

Rendimento: 50%

F.M.: C2sH32N402

M.M.: 420,2525

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 421,2616

RMN H (8, CsDsN, 300MHz): 8,74 (s, 1H, Hig); 8,26 (d, 1H, J=8,3, Hioe Hiz); 7,92 (d,
1H, J=7,9, Hz1 e H2s); 7,50 (d, 1H, J=7,5, Hoe H13); 6,97 (d, 1H, J=7,0, H22 e H24); 4,10-
4,03 (m, 1H, Ha); 3,55 (s, 2H, Hy); 3,11 (t, 2H, J=3,1, Ho7 € Ha1); 2,67- 2,63 (M, 1H, H2);
2,25- 1,98 (m, 1H, Ha, He He e He); 1,74- 1,55 (m, 1H, Ha, Hs e Hs); 1, 49- 1,41 (m,
2H, Has, H29 € Hao).

RMN 13C (&, (CD3);S0), 75 MHz): 163,1 (C1s); 152,8 (Cz23); 148,6 (C19); 142,3 (Cs);
132,9 (C11); 129,2 (Cio € C12); 128,8 (Cz1 € Cas); 127,9 (Co e Ci2); 123,8 (Czo); 115,0
(C22e Ca4); 66,3 (Ca); 61,2 (Ca); 51,3 (Ce); 48,8 (Cz7 € Ca1); 33,5 (Ca); 25,4 (Cas e Cao);
24,3 (Cz9); 23,4 (Cs).

Nome do composto: N-(4-(1H-imidazol-1-il)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-
ilmetileno) benzoidrazida

Cdédigo: PQM-76 (32))

Caracteristica: solido bege

Rendimento: 49%

F.M.: C23H25N502

M.M.: 403,2008

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 404,2088

RMN H (&, CDsOD, 300MHz): 8,40 (s, 1H, Hig); 8,23 (s, 1H, Hso); 8,01 (d, 1H, J=8,0,
Hio e Hi2); 7,93 (d, 1H, J=7,9, Hx e H24); 7,66 (d, 1H, J=7,7, Hize H); 7,52 (d, 1H,
J=7,5, Ho1e Has); 7,18 (s, 1H, H27); 3,75- 3,70 (m, 1H, Hs); 3,68 (s, 2H, H7); 2,92- 2,88
(m, 1H, H2); 2,75- 2,72 (m, 1H, He¢); 2,19- 2,12 (m, 1H, Hy); 2,06- 2,00 (m, 1H, H>»);
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1,95- 1,88 (M, 1H, He); 1,82- 1,76 (m, 1H, Hs); 1,64- 1,52 (m, 1H, Hs); 1,34- 1,26 (m,
1H, Ha).

RMN 23C (3, (CD3),SO), 75 MHz): 163,6 (Cis); 147,0 (Cis); 142,8 (Cs); 138,2 (Ca1);
133,2 (Cas); 132,3 (C11); 130,5 (Cz0); 129,2 (Cio, C12 € Cas): 128,0 (Co, C13, C21 € Cas):
120,8 (Ca2 € C24); 118,3 (Cao); 66,5 (Cs); 62,1 (C7); 61,5 (C2); 53,4 (Cs); 33,6 (Ca); 23,6
(Co).

Nome do composto: N-(4-(metiltio)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metileno)
benzoidrazida

Cdédigo: PQM-88 (32k)

Caracteristica: solido cinza

Rendimento: 78%

F.M.: C21H25N302S

M.M.: 383,1667

HRMS (ESI) m/z [M.H]: 384,1755

RMN H (8, CsDsN, 300MHz): 8,74 (s, 1H, His); 8,26 (d, 1H, J=8,3, Hioe H12); 7,87 (d,
1H, J=7,9, H22 e H24); 7,50 (d, 1H, J=7,5, H21 € Hzs); 7,32 (d, 1H, J=7,3, Hge H13); 4,04
(m, 1H, Hs); 3,52 (s, 2H, Hy); 3,16- 3,12 (m, 1H, Hz); 2,38 (s, 3H, H27); 2,64- 2,61 (m,
1H, He); 2,23- 2,16 (m, 1H, Hy); 2,11- 2,07 (m, 1H, He); 2,02- 1,96 (m, 1H, Ha); 1,73-
1,47 (m, 1H, Ha, Hs e H5").

RMN *3C (&, (CDs)2S0O), 75 MHz): 163,4 (Cis); 147,7 (Cio); 143,1 (Cs); 141,3 (Coa);
132,4 (Cz0); 131,1 (C11); 129,1 (C22 e C24); 128,0 (Co e C13); 127,9 (C22 € Caa); 126,1
(Co1€C2s); 66,5 (C3), 61,5 (C2); 53,4 (Ce); 33,6 (Ca); 23,7 (Cs); 14,7 (C).

5.3TESTES BIOLOGICOS

5.3.1 Linhagens celulares, condicdes de cultivo e esquema de tratamento

No presente estudo foram utilizadas linhagens derivadas de tumores humanos
e de pele humana normal (tabela 16). As linhagens A549, MCF-7, HepG2 e CCD-
1029Sk foram adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro, enquanto a
linhagem HT144 foi gentiimente cedida pela profa. Dra. Glaucia Maria Machado
Santelli do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da Universidade de S&o Paulo. As células

foram cultivadas em DMEM (Meio Minimo de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma,
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CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, SP, Brasil). As
culturas foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera controlada (95% de ar e 5%
de CO>) e subculturas foram feitas regularmente a cada 2 ou 3 dias.

Os compostos foram solubilizados em DMSO e pequenas aliquotas foram
mantidas a -20° C até o uso. Diluicdes foram realizadas a partir da solucdo estoque
(40 mM) imediatamente antes dos ensaios experimentais para obtencdo das

concentragdes desejadas.

Tabela 16 - Linhagens celulares

Linhagem Origem

A549 Carcinoma de pulmé&o humano
MCF-7 Carcinoma de mama humana
HT144 Melanoma

HepG2 Carcinoma Hepatocelular
CCD-1029Sk Derme de pele humana normal

5.3.2 Ensaio Colorimétrico (MTS)

A viabilidade celular foi determinada por ensaio colorimétrico, o MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio) usando o Kit
CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega
Corporation, Madison, WI, USA), descrito por Cori et al. (1991). Este ensaio é baseado
na conversao enzimatica (desidrogenases) do sal tetrazolio em formazano, o qual
absorve luz a 490 nm. A taxa de absorbancia é diretamente proporcional ao nimero
de células vivas. Os valores de absorbancia obtidos nas amostras tratadas serao
comparados com os valores de absorbancia das amostras que nao forem expostas
ao composto estudado. O valor de ICso (concentracdo capaz de inibir 50% do
crescimento) foi determinado usando o programa GraphPad Prism® (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA).

5.3.3 Ensaio de Capacidade Clonogénica

Células foram semeadas em baixa densidade (300 células por placa de 35mm

de diametro), de forma que 24h apdés o plagueamento as culturas exibam células
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aderidas, porém isoladas. Apoés tratamento de 24 horas, as células foram mantidas
em meio fresco por mais 15 dias em estufa a 37°C, contendo 5% de CO,. Apés o
periodo de incubacédo as culturas foram lavadas com PBSA, fixadas por 30 minutos
com metanol P.A (Sigma Aldrich LTDA, Brasil). Ap6s secagem, as amostras foram
coradas com solugdo Giemsa 1:4 (Sigma Aldrich LTDA, Brasil), por 5 minutos e
lavadas com agua destilada. A contagem do numero de coldnias foi realizada com
auxilio de estereomicroscopico (aumento 20x). Foram consideradas na analise as
colénias que tinham, pelo menos, 50 células. Os dados apresentados representam a
média + desvio padréo (DP) de 3 experimentos independentes.

5.3.4 Anélise do Ciclo Celular

Apos tratamento de 24 h, as células foram coletadas por digestdo enzimatica
(Trypsin-EDTA solution/Sigma Aldrich LTDA, Brasil) e transferidas para tubos Falcon.
O precipitado de células foi obtido por centrifugacdo (5 minutos a 1000 rpm). As
amostras foram fixadas com etanol gelado (75% em PBSA-Salina fosfato tamponada)
por 30 minutos. ApGs nova centrifugacao, as células foram coradas por 30 minutos
em uma solucdo contendo PBSA, RNAse (10 mg/mL) e iodeto de propidio (30 mg/mL)
(Guava Technologies-Merck Millipore). A analise foi realizada em citdmetro de fluxo

(Guava Mini EasyCyte, 8HT) usando o software GuavaSoft 2.7.

5.3.5 Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram apresentados como a média + desvio padréo de
3 experimentos independentes. Diferencas estatisticas foram determinadas de acordo
com a andlise de variancia one-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de comparacdes
multiplas de Turkey usando o software GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA).
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6 CONCLUSAO

Uma série de 11 derivados N-benzil-piperidinil-acilarilidrazdnicos (32a-k) foram
sintetizados e caracterizados por espectroscopia no IV, RMN e espectrometria de
massas de alta resolucédo, cujos dados foram comparados os dados disponiveis no
PeQuiM e na literatura (ROCHA, 2010; VIEGAS, 2013). As substancias foram
avaliadas contra 4 linhagens de células tumorais humanas, sendo realizada uma
varredura inicial (screening), sendo os compostos PQM-66 (32f), PQM-67 (329),
PQM-75 (32i) e PQM-88 (32k) selecionados para a obtencado de curvas dose-resposta
e determinacéo do ICso. No entanto, apenas o composto PQM-75 (32i) apresentou
atividade contra trés linhagens estudadas (MCF-7, HepG2 e HT144).

Considerando estes resultados, o composto PQM-75 (32i), exerceu o maior
efeito sobre as linhagens MCF-7 e HepG2, que foram mais responsivas do que a
linhagem HT144, com valores de ICso de 58,40 + 2,30 uM e 44,81 + 1,85 uM para as
linhagens HepG2 e MCF-7, respectivamente. Para um melhor entendimento dos
mecanismos relacionados aos efeitos de 32i foram realizados estudos adicionais. No
ensaio de col6nia, foi observado que o composto 32i reduziu o niamero de colénias
em aproximadamente 60% e 70% nas culturas de HepG2 nas concentracdes de 30
MM e 60 uM, respectivamente. Em tratamento por 24 horas, este composto foi capaz
de inibir a proliferacdo celular, evento este que se manteve por um periodo
prolongado, uma caracteristica importante a ser considerada na selecdo de
candidatos a farmacos antineoplasicos. A analise do ciclo celular demonstrou que o
composto 32i interferiu na progressao do ciclo celular, indicando bloqueio do ciclo
celular na transicdo G1/S ou G2/M, dependendo da concentracao utilizada. Os dados
obtidos sdo relevantes e suportam a continuidade do estudo para avaliar os
mecanismos moleculares relacionados a atividade antiproliferativa de PQM-75 (32i)
sobre células HepG2, caracterizando este composto como um potencial candidato a

prototipo de farmaco antineoplasico, com estrutura quimica singular e inovadora.
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APENDICE A - Tabelas com dados de RMN de H e 13C

Tabela 1 - Dados de RMN de *H e **C de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)

benzoato de metila (37)

Posicéo ‘ &H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 13C (ppm)

2 1,91 - 1,86 (H-2 ax);
2,86 - 2,82 (H-2 eq) m - 60,3
3,70 - 3,62 m - 66,5

4 1,24-1,19 (H-4 ax);
1,91-1,86 (H-4 eq) m -- 32,4

5 1,58 - 1,49 (H-5 ax);
1,76-1,68 (H-5 eq) m - 22,6

6 2,06 - 2,02 (H-6 ax);
2,67-2,64 (H-6 eq) m - 53,0
7 3,57 s - 62,1
8 - - - 143,3
9 743 d 8,1 129,1
10 7,95 d 8,2 129,1
11 - - - 129,1
12 7,95 d 8,2 129,1
13 743 d 8,1 129,1
15 - - - 167,0
18 3,88 s - 51,20
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Tabela 2 - Dados de RMN de H e *3C de 4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)
metileno) benzoidrazida (38)

Posicao ’ & H (ppm) ‘ Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 13C (ppm)

2 1,96 - 1,90 (H-2 ax); 60,2
2,87 - 2,83 (H-2 eq) m --

3,67 -3,63 m - 66,4

4 1,28 - 1,21 (H-4 ax); 32,4
1,96 - 1,90 (H-4 eq) m --

5 1,59 - 1,51 (H-5 ax); 22,5
1,74-1,71 (H-5 eq) m -

6 2,08 - 2,01 (H-6 ax); 52,9
2,69 - 2,65 (H-6 eq) m -

7 3,57 s - 62,1

8 - - - 141,3

9 7,42 7.8 126,8

10 7,75 7.8 129,2

11 - - - 131,8

12 7,75 7.8 129,2

13 7,42 7.8 126,8

15 - - - 168,0

2

S3JIANIdV
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Tabela 4 - Dados de RMN de 'H e **C do composto PQM- 54 (32a). Tabela 5 - Dados de RMN de *H e **C do composto PQM-55.(32b)

Posicao ‘ & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ 513C (ppm) Posicao ’ & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ 53 C (ppm)

2 2,04 - 2,01 (H-2 ax); m - 61,7 2 1,76 - 1,70 (H-2 ax); m - 61,5
3,16 - 3,13 (H-2 eq) 2,80 - 2,75 (H-2 eq)

3,46 - 3,44 m - 65,0 3,59 - 3,50 m - 66,0

4 1,42 (H-4 ax); m - 31,0 1,09 - 1,03 (H-4 ax); m - 33,6
2,04 - 2,01 (H-4 eq) 1,76 - 1,70 (H-4 eq)

5 1,60 - 1,53 (H-5 ax); m - 21,0 5 1,48 - 1,40 (H-5 ax); m - 23,6
1,84 - 1,75 (H-5 eq) 1,63 - 1,59 (H-5 eq)

6 2,10 (H-6 ax); m - 52,9 6 1,92 - 1,85 (H-6 ax); m - 53,4
3,04 - 3,00 (H-6 eq) 2,65 - 2,61 (H-6 eq)

7 3,49 s - 58,8 7 3,59 - 3,50 m - 62,1

- - - 138,8 - - - 1432

7,72 8,0 128,4 7,43 8,1 128,0

10, 12 8,12 8,1 127,7;127,4 10, 12 7,86 8,0 129,3; 129,2

11 - - - 134,1 11 - - - 1341

13 7,72 d 8,0 128,4 13 7,43 d 8,1 128,0

15 - - - 165,1 15 - - - 163,5

19 8,54 s - 149,5 19 8,42 s - 146,8

20 - - - 1325 20 - - - 132,3

21 7,98 dd 33e6,2 128,4 21 7,67 s - 128,0

22 7,59-7,57 m - 130,2 22 7,67 s - 132,3

23 7,59-7,57 m - 128,4 23 - - - 123,7

24 7,59-7,57 m - 128,4 24 7,67 s - 132,3

25 7,98 dd 33e6,2 128,4 25 7,67 s - 128,0




Tabela 6 - Dados de RMN de 'H e **C do composto PQM-56 (32¢)

Posicao & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm)
2 1,89 - 1,86 m - 61,8
3 3,84 m - 66,1
4 1,42- 1,28 (H-4 ax); m - 33,3

1,89 - 1,86 (H-4 eq)
5 1,42 - 1,28 (H-5 ax); m - 23,2
1,85 - 1,61 (H-5 eq)
6 2,44 - 2,28 (H-6 ax); m - 61,0
2,84 (H-6 eq)

7 3,59 s - 63,2
- - - 134,9

7,56 d 8,0 129,4

10 7,95 d 7.9 128,1
11 - - - 132,4
12 7,95 d 7.9 128,1
13 7,56 d 8,0 129,4
15 - - - 163,5
19 8,34 s - 146,9
20 - - - 132,4
21 7,44 d 8,4 129,4
22 7,83 d 8,4 129,4
23 - - - 1338
24 7,83 d 8,4 129,4
25 7,44 d 8,4 129,4
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Tabela 7 - Dados de RMN de *H e **C do composto PQM-57 (32d)

Posicao 5 H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm)
2 1,80- 1,75 m - 61,3
3 - - - 66,4
4 1,11 - 1,01 (H-4 ax); m - 33,5

1,80 - 1,75 (H-4 eq)
5 1,48 - 1,38 (H-5 ax); m - 23,5
1,64 - 1,59 (H-5 eq)
6 1,94 - 1,87 (H-6 ax); m - 53,4
2,86 - 2,82 (H-6 eq)
7 - - - 62,0
- - - 143,1
7,44 8,0 128,4
10 8,29 8,6 129,2
11 - - - 132,0
12 8,29 d 8,6 129,2
13 7,44 d 8,0 128,4
15 - - - 163,7
19 8,71 s - 148,2
20 - - - 141,2
21 7,96 7.9 128,4
22 7,96 7.9 124,5
23 - - - 1455
24 7,96 7.9 124,5
25 7,96 7.9 128,4




Tabela 8 - Dados de RMN de 'H e de **C do composto PQM-65 (32€)

Posicao & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm)

2 2,10 - 2,03 (H-2 ax); m - 59,5
2,93 - 2,88 (H-2 eq)

3,70 m - 51,9

4 1,35 - 1,28 (H-4 ax); m - 27,7
1,92 - 1,77 (H-4 eq)

5 1,64 - 1,56 (H-5 ax); m - 17,5
1,92 - 1,77 (H-5 eq)

6 2,23-2,17 (H-6 ax); m - 54,5
2,77 - 2,73 (H-6 eq)

7 3,70 m - 59,5

- - - 134,4

7,51 8,1 129,2

10 7,91 8,1 128,1

11 - - - 132,7

12 7,91 8,1 128,1

13 7,51 8,1 129,2

15 - - - 162,0

19 8,30 s - 149,7

20 - - - 126,5

21 7,78 d 8,7 131,3

22 6,99 - 8,7 113,9

23 - - - 164,5

24 6,99 - 8,7 113,9

25 7,78 d 8,7 131,3

27 3,84 s - 56,4
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Tabela 9 - Dados de RMN de *H e de *3C do composto PQM-66 (32f)

Posicao & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm)
2 2,22 - 1,96 (H-2 ax); m - 62,2
3,16 - 3,12 (H-2 eq)
4,07 - 3,99 m - 66,5
1,54 - 1,48 (H-4 ax); m - 33,7
2,22 - 1,96 (H-4 eq)
5 1,54 - 1,48 (H-5 ax); m - 23,7
2,22 - 1,96 (H-5 eq)
6 2,22 - 1,96 (H-6 ax); m - 53,4
2,64 - 2,61 (H-6 eq)
7 3,52 - 3,50 s - 61,5
- - - 1427
7,48 7.5 129,0
10 8,27 7.3 127,8
11 - - - 132,9
12 8,27 7.3 127,8
13 7,48 7.5 129,0
15 - - - 162,9
19 8,73 s - 142,7
20 - - - 121,4
21 7,91 d 8.8 129,1
22 6,56 d 8,5 112,0
23 - - 149,1
24 6,56 d 8,5 112,0
25 7,91 d 8,8 129,1
27 3,07 -3,02 m - 47,7
28 1,70- 1,65 m - 25,4
29 1,70- 1,65 m - 25,4
30 3,07 -3,02 m - 47,7
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Tabela 10 - Dados de RMN de *H e 3C do composto PQM-67 (329) Tabela 11 - Dados de RMN de H e **C do composto PQM-74 (32h)
Posicao ‘ & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm) Posicao ’ & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm)
2 2,62 (H-2 ax); 3,09 - m - 61,1 2 2,12 - 2,01 (H-2 ax); m - 62,0
3,00 (H-2 eq) 3,55 (H-2 eq)

3,90 m - 66,1 3 4,08 - 4,02 m - 66,4

4 1,54 - 1,51 (H-4 ax); m - 33,2 4 1,74 - 1,48 (H-4 ax); m - 33,5
2,00 (H-4 eq) 2,12 - 2,01 (H-4 eq)

5 1,75 - 1,72 (H-5 ax); m - 23,2 5 1,74 - 1,48 (H-5 ax); m - 23,5
1,89-1,82 (H-5eq) 1,74 - 1,48 (H-5 eq)

6 2,82 (H-6 ax); 3,09 - m - 53,0 6 2,25 - 2,16 (H-6 ax); m -- 53,4
3,00 (H-6 eq) 2,66 - 2,63 (H-6 eq)

7 4,08 s - 61,7 7 6,70 s - 61,3

- - - 142,7 8 - - - 142,4

7,63 d 7,6 127,6 9 7,51 d 8,1 127,9

10, 12 8,00 d 8,0 129,3; 129,2 10 8,26 d 8,8 129,2

11 - - - 132,0 11 - - - 132,8

13 7,63 d 7,6 127,6 12 8,26 d 8,8 129,2

15 - - - 163,1 13 7,51 d 8,1 127,9

19 8,39 s - 146,5 15 - - - 163,1

20 - - - 131,0 19 8,74 s - 148,4

21 7,88 dd 56€8,3 128,7 20 - - - 125,0

22 717 t 8,6 116,1 21 7,94 d 6,8 128,7

23 - - - 164,8; 161,5 22 6,99 d 8,8 114,8

24 717 t 8,6 116,1 23 - - - 152,6

25 7,88 dd 56 €83 128,7 24 6,99 d 8,8 114,8

25 7,94 d 6,8 128,7

27 3,12 m - 47,9

28 3,74 m - 66,4

30 3,74 m - 66,4

31 3,12 m - 47,9
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Tabela 12 - Dados de RMN de *H e *3C do composto PQM-75 (32i) Tabela 13 - Dados de RMN de *H e *3C do composto PQM-76 (32j)
Posicao & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm) Posicao & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm)
2 2,25 - 1,98 (H-2 ax); m - 61,2 2 2,06 - 2,00 (H-2 ax); m - 61,5

2,67 - 2,63 (H-2 eq) 2,92 - 2,88 (H-2 eq)
4,10 - 4,03 m - 66,3 3 3,75 - 3,67 m - 66,5
4 1,74 - 1,55 (H-4 ax); m - 33,5 4 1,34 - 1,26 (H-4 ax); m - 33,6
2,25 - 1,98 (H-4 eq) 2,19 - 2,12 (H-4 eq)
5 1,74-1,55 m - 23,4 5 1,64 - 1,52 (H-5 ax); m - 23,6
6 2,25-1,98 m - 51,3 1,82 - 1,76 (H-5 eq)
7 3,65- 3,53 m - 62,0 6 1,95 - 1,88 (H-6 ax); m -- 53,4
8 - - - 142,3 2,75 - 2,72 (H-6 eq)
9 7,50 d 7.8 127,9 7 3,75 - 3,67 s - 62,1
10 8,26 d 8,7 129,2 8 - - - 142,8
11 - - - 132,9 9 7,66 d 7,6 128,0
12 8,26 d 8,7 129,2 10 8,01 d 8,4 129,2
13 7,50 d 7.8 127,9 11 - - - 132,3
15 - - - 163,1 12 8,01 d 8,4 129,2
19 8,74 s - 148,6 13 7,66 d 7,6 128,0
20 - - - 123,8 15 - - - 163,6
21 7,92 d 8,6 128,8 19 8,40 - - 147,0
22 6,97 d 8,7 115,0 20 - - - 130,5
23 - - - 152,8 21 7,52 d 8,1 128,0
24 6,97 d 8,7 115,0 22 7,93 d 8,1 120,8
25 7,92 d 8,6 128,8 23 - - - 133,2
27 3,11 m - 48,8 24 7,93 d 8,1 120,8
28 1,49-1,41 m - 25,4 25 7,52 d 8,1 128,0
29 1,49-1,41 m - 24,3 27 7,18 s - 138,2
30 1,49-1,41 m - 25,4 29 7,66 d 7,6 129,2
31 3,11 m - 48,8 30 8,23 s - 118,3
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Tabela 14 - Dados de RMN de *H e '3C do composto PQM-88 (32k)

Posicéo & H (ppm) Multiplicidade ‘ J (Hz) ‘ & 3C (ppm)
2 2,23 - 2,16 (H-4 ax); m - 61,5
3,16 - 3,12 (H-4 eq)
4,04 m - 66,5
4 1,73 - 1,47 (H-6 ax); m - 33,6
2,02 - 1,96 (H-6 eq)
1,73 - 1,47 m - 23,7
2,11 - 2,07 (H-2 ax); m - 53,4
2,64 - 2,61 (H-2 eq)
7 3,52 s - 62,2
- - - 143,1
7,32 d 8,3 128,0
10 8,26 d 7,6 129,1
11 - - - 131,1
12 8,26 d 7,6 129,1
13 7,32 d 8,3 128,0
15 - - - 163,4
19 8,74 s - 147,7
20 - - - 132,4
21 7,50 d 8,0 126,1
22 7,87 d 8,7 127,9
23 - - - 141,3
24 7,87 d 8,7 127,9
25 7,50 d 8,0 126,1

27 2,38 S -- 14,7




