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RESUMO

A busca por novos farmacos anti-inflamatorios eficazes que possam ser utilizados
como alternativa aos ja existentes no mercado, tem sido motivada pelos diversos
efeitos colaterais causados pelo uso continuo desses medicamentos. Neste contexto,
a procura por novas entidades quimicas com potencial agédo anti-inflamatoria tem sido
constate nos ambientes académicos e industria farmacéutica, principalmente aqueles
gue apresentam boa eficacia e seletividade, com baixa toxicidade e baixo custo de
producdo. Dentre essas novas entidades quimicas destacamos os derivados N-
acilidrazonicos e N-fenilacetamida que foram escolhidos por seus relatos em atividade
anti-inflamatoria. O objetivo desse estudo foi sintetizar, caracterizar e avaliar o perfil
anti-inflamatorio in silico de novos derivados N-fenilacetamida e N-acilidrazénicos
baseados em estruturas de protoétipos promissores JMPR e AMZ-BZ utilizados por
nosso grupo de pesquisa. Para isso, foram sintetizados novos derivados a partir
desses prototipos por meio de reacdes de amidacdo, seguidos de condensacao
utilizando condi¢cdes reacionais adequadas, depois avaliadas suas propriedades
fisico-quimicas. A caracterizacdo estrutural dos compostos obtidos: A-07DZ, B-17DZ,
C-27DZ e D-37DZ foi realizada por técnicas espectroscépicas de infravermelho e
ressonancia magnética nuclear, as quais viabilizaram a constatacdo da elucidacéo
estrutural dos compostos planejados. Foram utilizadas as técnicas de planejamento
de farmacos baseado em fragmentos (FBDD) e descoberta de drogas baseado em
estrutura (SBDD), assim como as ferramentas de simplificacdo molecular e
bioisosterismo nao classico. Todas as metodologias sdo bem descritas na literatura e
as rotas sintéticas ja conhecidas por nosso laboratorio de pesquisa. O que possibilitou
a sintese dessas novas quatro moléculas. Os dockings mostraram que as moléculas
planejadas sdo promissoras frente a inibicdo do processo inflamatdrio, mostrando-se
com maior afinidade com os ligantes co-cristalizados nas enzimas Oxido nitrico
sintase, enzima diidroorotato desidrogenase, enzima Fosfodiesterase 4B e enzima
Prostagladina E sintase, quando comparadas com os protétipos. Com destaque para
a molécula B-17DZ, a qual foi indicada como um possivel alvo promissor para o
desenvolvimento de estudos envolvendo a avaliagéo de atividade anti-inflamatoria (in
vitro e in vivo) e teste de toxicidade in vitro, para prosseguimento de candidato a

farmaco.



Palavras-chaves: sintese organica; planejamento de farmacos; docking molecular.



ABSTRACT

The search for new effective anti-inflammatory drugs that can be used as an alternative
to those already on the market has been motivated by the various side effects caused
by the continuous use of these drugs. In this context, the search for new chemical
entities with potential anti-inflammatory action has been constant in academics and the
pharmaceutical industry, especially those that present good efficacy and selectivity,
with low toxicity and low production cost. Among these new chemical entities we
highlight the N-acylhydrazonic and N-phenylacetamide derivatives that were chosen
for their reports on anti-inflammatory activity. The aim of this study was to synthesize,
characterize and evaluate the anti-inflammatory profile in silica of new N-
phenylacetamide and N-acylhydrazone derivatives based on structures of promising
prototypes JMPR and AMZ-BZ used by our research group. For this, new derivatives
were synthesized from prototypes through amidation reactions, followed by
condensation using adapted reaction conditions, after evaluating their physical-
chemical properties. The structural characterization of the composite compounds: A-
07DZ, B-17DZ, C-27DZ and D-37DZ was carried out by spectroscopic techniques of
infrared and nuclear magnetic resonance, which allowed the verification of the
structural elucidation of the planned compounds. Fragment-based drug design (FBDD)
and structure-based drug discovery (SBDD) techniques were used, as well as
molecular simplification tools and non-classical bioisosterism. All methodologies are
well described in the literature and the synthetic routes already known by our research
laboratory. What made possible the synthesis of these new four initiates. The unknown
dockings that signalers are promising against the course of the inflammatory process,
showing greater secretion with ligands co-crystallized in the enzymes nitric oxide
synthase, enzyme dihydroorotate dehydrogenase, enzyme Phosphodiesterase 4B and
enzyme Prostaglandin E synthase, when detected with the prototypes. With emphasis
on the B-17DZ molecule, which was indicated as a possible promising target for the
development of studies involving the evaluation of anti-inflammatory activity (in vitro

and in vivo) and in vitro toxicity test, for the continuation of a candidate for drug.

Keywords: organic synthesis; drug planning; molecular docking
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1 INTRODUCAO

Inflamagao é uma palavra que deriva do latim “Inflammo”. Significa eu queimei,
acendo ou pego fogo. No conceito unani a inflamacéo (Waran) refere-se a qualquer
inchaco anormal causado devido ao acumulo de sangue, pus e &gua. As
caracteristicas da inflamacéo séo: dor, calor, inchaco e perda da funcdo da parte do
corpo afetada. (RAHMAN E JAHAN, 2021; SHARMA et al, 2020; CAl et al, 2021).

Ademais, a inflamacdo esta relacionada a muitas doencas, tais como a
obesidade, a depressédo e o cancer, que afetam a populagcdo mundial, tendo como
principais tratamentos o uso de medicamentos esteroidais (SAIDs) e n&o esteroidais
(NSAIDs), os quais acarretam efeitos indesejaveis e colaterais (MAO et al, 2021), tais
como disturbios gastrointestinais, cardiovasculares e metabdlitos. O que gera a
necessidade de desenvolvimento de novas moléculas que dissipem essas
adversidades ocorridas nos tratamentos disponiveis na atualidade, oportunizando
melhorias para as pessoas que se enquadrem como pacientes acometidos por
doencas inflamatérias.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, as doencas inflamatorias sao
as principais causas de morte no mundo (SILVA et al., 2020). A inflamacédo esta
relacionada com doencas respiratérias como a Doenc¢a Pulmonar Obstrutiva Crénica,
a asma, o cancer de pulmao, e com a COVID-19, a epidemia que deixou milhares de
mortos no Brasil e no mundo.

Segundo Amaral et al (2017) a quimica medicinal avancou significativamente
nos ultimos 40 anos. Nesse periodo, surgiram novas doencas e descobriu-se
farmacos inovadores para o tratamento de enfermidades que até entdo causavam
altas taxas de mortalidade ou debilitavam as populacfes, com graves consequéncias
ao bem-estar e economia das nagdes.

De acordo com Andrade, Kimmerle e Guido (2018) no século XXI, muitos serao
os desafios que os quimicos medicinais terdo de enfrentar e superar para melhorar a
qualidade de vida das populagdes. Os desafios consistem em doencgas infecciosas e
nao-comunicaveis que estdo surgindo. E, para compreendé-las e combaté-las,

tecnologias inovadoras deverédo ser desenvolvidas.

Entre avancos que se mostraram essenciais para a descoberta e desenvol-
vimento de novos farmacos destacam-se: i. a obtencdo dos principios ativos
extraidos de produtos naturais, ii. 0 estabelecimento de rotas sintéticas de
alta eficiéncia, iii. a melhor compreensao dos processos fisiopatolégicos, iv. o
estabelecimento de métodos biotecnolégicos, v. a elucidacao das estruturas
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3D de pequenas e macromoléculas, e vi. o desenvolvimento de métodos
computacionais que auxiliam a predicao de propriedades farmacodinamicas
e farmacocinéticas (ANDRADE, KUMMERLE E GUIDO, 2018 p.481).

Dentro dessa perspectiva evidencia-se a importancia de estudar a criagdo de
novos candidatos a farmacos, os quais destacamos novas moléculas que contenham
em sua estrutura as porcbes N-fenilacetamida e N-acilhidrazona em virtude de
potenciais utilizagdes, por se ter a versatilidade de atuar em diversas classes
farmacéuticas. Com destaque para a atividade anti-inflamatéria como mostrado nos
trabalhos de Meira et al., (2018), Gu et al., (2019), Silva (2020) e Ramos et al., (2022).
Nos quais 0s nucleos dessas classes de compostos foram capazes de inibir o
processo inflamatorio.

Nesse sentido este estudo desenvolveu-se com a finalidade de analisar e
sintetizar novas moléculas a partir de protétipos ja produzidos por nosso grupo de
pesquisa, para estudos posteriores referentes a suas acdes anti-inflamatérias. Nesse
estudo, destaca-se o JMPR (E)-2-ciano-N,3-difenilacrilamida e o AMZ-BZ (2E,N’E)-
N’-benzilideno-2-ciano-3-fenilacrilohidrazida os quais foram sintetizados e avaliados
quanto sua potencial atividade anti-inflamatéria com resultados satisfatérios. (SILVA,
2019; SILVA, 2020)
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Planejar, sintetizar, caracterizar e avaliar o perfil anti-inflamatorio in silico de
novos derivados N-fenilacrilamida e N-acilidrazbnico baseado nas estruturas de

protétipos promissores utilizados por nosso grupo de pesquisa.

2.2 Objetivos especificos

» Planejar as moléculas utilizando os scaffolds, ja promissores do nosso grupo
de pesquisa (JMPR e AMZ-BZ);

= Sintetizar os novos derivados N-fenilacetamida e N-acilidrazénico;

= Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sintetizados;

= Comprovar as estruturas das moléculas utilizando as técnicas
espectroscopicas de infravermelho e ressonancia magnética nuclear.

» Realizar estudos de docking molecular em diferentes alvos para inflamacéo;

= Apontar um possivel alvo promissor para o desenvolvimento de novos

candidatos a farmacos.
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3 REFERENCIAL
3.1 Inflamacé&o: aspectos gerais

A inflamacao é definida como uma resposta protetora local para propiciar a
reparacao tecidual contra lesées ou infec¢cdes causadas devido a qualquer agente,
como antigenos estranhos, patdgenos, produtos quimicos, agentes microbianos,
infecgbes ou doencas autoimunes. Sendo a resposta inicial do sistema imunologico
frente a lesdes e infecgbes prejudiciais, ocorrendo como um sistema de defesa
fisioldgica, resultando no recrutamento de células imunes inflamatorias e inatas para
o local lesionado ou inflamado visando a auto recuperacao do organismo por meio de
células do sistema imunologico. (RAHMAN e JAHAN, 2021; SHARMA et al., 2020; CAl
et al., 2021; MAO et al., 2021; LI et al., 2021).

Se trata de um processo adaptativo e evolutivamente conservado. Sendo uma
conexdo bastante complicada de eventos celulares e moleculares, no qual uma
infinidade de mediadores pré-formados ou recém-sintetizados é elegantemente
organizado para obter respostas temporais e espaciais especificas. E geralmente uma
resposta generalizada a distirbios na homeostase do tecido devido a leséo tecidual
ou contaminantes que envolvem a ativacao da imunidade inata e adaptativa (PATIL e
PATIL, 2017; ZHANG et al., 2021; DOLSEN, 2019; CHIURCHIU, LEUTI,
MACCARRONE, 2018; SAHA et al., 2020).

Pela producdo de varias quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento, as
respostas inflamatorias podem recrutar células de defesa, incluindo neutrofilos,
monaocitos e macréfagos, para eliminar estimulos e facilitar a sobrevivéncia das
células hospedeiras onde uma série de mediadores pro-inflamatoérios chaves servem
como biomarcadores de inflamacéo, dentre eles destacamos, interleucina (IL)-6, IL-
18 e fator de necrose tumoral-(TNF)-a, como os mais importantes (MAO et al., 2020;
ZHANG et al., 2021).

Nas respostas inflamatérias agudas ocorre a liberacdo de mensageiros
guimicos (citocinas e quimiocinas) e mediadores lipidicos pré-inflamatorios, como as
prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs). Seguido da quimiotaxia e recrutamento
de neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs) e pelo acimulo de macrofagos derivados
de mondcitos que desencadeiam e sustentam a reacao tecidual inflamatoria local ou
sistémica. Nesse processo inicial também ocorrem reacdes celulares que estimulam

mediadores especializados em pro-resolucdo (SPMs) derivados de acidos graxos
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poliinsaturados 6mega-3, que promovem a resolucéo da inflamacado (ABDOLMALEKI
et al., 2018).

No primeiro momento do processo inflamatorio células imunes inatas, como
granuldcitos e mondcitos/macréfagos, sédo recrutadas para o local danificado e
rapidamente geram eicosanoides classicos, a classe de mediadores lipidicos
responsavel pela inflamagao aguda. Posteriormente, ocorre o processo de “resolugao
da inflamagao”, no qual os eicosanodides classicos, sofrem uma mudanga de classe
de mediadores lipidicos temporais para produzirem lipidios bioativos, os mediadores
especializados em pro-resolucao (SPMs) recém-descobertos. Esses lipidios terminam
ativamente a inflamacdo e conduzem a restauracdo da homeostase total do tecido,
ativando os sinais de resolucdo: remocao, alivio, restauracdo, regeneracdo e
remissdo. A inflamag&o cronica € decorrente da ma resolugdo (CHIURCHIU, LEUTI,
MACCARRONE, 2018).

A inflamacgéo ocorre exercendo mecanismos de protecdo contra estimulagéo
externa e dano tecidual sendo uma reacdo defensiva de mdultiplos processos
fisioldgicos e patoldgicos. Os mediadores inflamatérios, como interleucina-1p (IL-1B),
fator de necrose tumoral a (TNF-a), éxido nitrico (NO) e prostaglandina E2 (PGE2)
sdo estimulados e liberados na fase aguda ou crénica. No primeiro momento da
cascata inflamatéria ocorre a ativacdo do sistema imunoldgico estimulado pelas
respostas inflamatérias e regulado pelo fator nuclear Kappa B (NF-kB), em seguida,
ocorre a liberacdo macica de citocinas inflamatérias, quimiocinas e moléculas de
adesdo, o que colabora para alteracdes patolégicas em érgdos ou tecidos, resultando
em inflamacao crénica intratavel (KUNNUMAKKARA et al., 2020; PATIL et al., 2020;
ZARRIN et al., 2020; BAI et al., 2021).

3.2 Incidéncia de inflamac¢&do no mundo

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as doencas inflamatorias
constituem o maior perigo para a vida humana. Sendo as principais causas de morte
no mundo, estimando-se que se tornem mais proeminentes nos proximos 30 anos nos
Estados Unidos (SILVA et al., 2020).

Entre as doencas que envolve processos inflamatérios pode-se destacar a
Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC), que afeta mais de 200 milhdes de
pessoas em todo o mundo, com aproximadamente 65 milhdes de individuos sofrendo

de formas moderadas ou graves da doenca. Estima-se que a poluicdo do ar seja
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responsavel por mais de 6 milhées de mortes prematuras a cada ano no mundo, sendo
gue 4 milhdes delas se devem a doencas respiratérias cronicas, como a DPOC, além
do cancer de pulmao (ASANOV et al., 2021).

Conforme a Organizagdo Mundial da Saude (2019), nesse citado ano a asma
afetou 262 milhdes de pessoas, causando 46.000 mortes. Sendo seus sintomas
causados pela inflamacdo e estreitamento dos alvéolos pulmonares sendo
considerada a doencga crénica mais comum entre as criangas, atingindo também os
adultos. Tendo a maioria dos 6bitos ocorridos em relacdo a essa doenca, nos paises
de rendas baixa e média.

Ahmad e colaboradores (2021), descreve arelacado da inflamacao com doencas
respiratérias como a DPOC, asma e céancer, sendo também analisado o papel
inflamatério da doenca COVID-19. A persisténcia da inflamacao pode exacerbar
insultos secundéarios e também aumentar a suscetibilidade a lesbes e infeccbes
causadas por microrganismos (bactérias e virus como SARS-CoV-2). Como se sabe
essa foi uma doenca pandémica que afetou toda a populacao global em um espaco
de tempo muito rapido, a qual afeta principalmente o trato respiratério. Varios estudos
indicaram que o SARS-CoV-2, causa lesdo predominantemente por desregulacéo
imunoldgica do hospedeiro, aumento da inflamacéo levando a gravidade da doenca,

resultando em alta taxa de hospitalizac6es e mortalidade (AHMAD et al., 2021).

3.3 Terapéutica anti-inflamatéria
3.3.1 Opc¢des de tratamentos farmacologicos

De acordo com Patil et al (2019) na prética clinica tradicional sdo utilizadas
drogas esterdides ou ndo esterdides no manejo de doencas inflamatorias. Os anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo utilizados para reduzir as consequéncias
indesejaveis da inflamacdo, inibindo as etapas Iniciais da biossintese de
prostaglandinas por meio da inibicdo da ciclooxigenase (COX).

Segundo Panchal e Sabina (2023) os anti-inflamatérios ndo esteroides sdo uma
variedade de medicamentos n&o opioides, que se caracterizam por suas propriedades
anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas. Sendo utilizados para tratamento dos
distarbios da dor aguda e cronica caracteristicos da inflamacdo. Devido a sua venda

sem prescricdo meédica estima-se que sdo consumidos por 30 milhdes de pessoas



23

diariamente, em contrapartida a prescricdo representa 5% dos medicamentos
prescritos globalmente.

Os anti-inflamatorios esteroidais, também chamados corticosteroides atuam no
controle da inflamacdo, sendo seus efeitos predominantes de desligar os genes
inflamatorios que foram ativados durante o processo inflamatorios. Atuam inibindo a
acdo da fosfolipase-A2, a liberacdo de acido araquidonico, oportunizando a
diminuicAio de substancias vasoativas, como leucotrienos e prostaglandinas

(CANELLAS, RITTO e TIWANA, 2022).

3.3.2 Efeitos colaterais de compostos anti-inflamatérios

O uso prolongado de drogas ndo esteroidais se associa a toxicidades
gastrointestinais, cardiovasculares e renais. Assim como 0 uso de corticosteroides
ocasiona hipertensao, hiperglicemia e osteoporose. A toxicidade € um dos grandes
problemas das atuais drogas disponiveis para tratar a inflamacéo (PATIL, et al., 2019).

Vérias investigacdes farmacoepidemiolégicas demonstraram que esse tipo de
medicamento pode ser uma das causas da crescente escalada téxica. Além de
toxicidade, o uso prolongado de drogas esteroidais estdo envolvidos na causa de
eventos cardiovasculares adversos, juntamente com um risco aumentado de eventos
aterotrombotico, assim como nefrotoxicidade que eventualmente leva a insuficiéncia
renal (PANCHAL e SABINA, 2023).

Conforme Klomijit e Ungprasert (2022), dentre os efeitos adversos comuns
causados pelos AINES destacam-se: Ulceras gastrointestinais , toxicidade
cardiaca , diatese hemorragica , reacao alérgica e complicacdes renais, sendo a leséo
renal aguda a mais comum. Além disso, podem surgir manifestacées renais como
hipertensao edema, hiponatremia, hipercalemia, sindrome nefrotica, necrose
papilar e nefrite intersticial. Assim como a leséo renal crbnica, a qual foi demonstrada
em Vvarios estudos que esta relacionada a exposicdo a altas doses de drogas néo
esteroidais.

Segundo Zhang et al (2022) os anti-inflamatorios n&o-esteroides para o
tratamento de doencas inflamatérias sdo utilizados para diminuir a producdo de
prostaglandinas (PGs). Entretanto, a utilizagdo dos AINES causa efeitos
colaterais intestinais e  cardiovasculares. Dentre as prostaglandinas (PGs)
fisiologicas, podemos citar: PGE: fisiologica, tromboxano Az (TXAz), prostaglandina
D2 (PGD2), prostaglandina F2« (PGF2q) € prostaglandina Iz (PGlz). Como, por exemplo,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/arachidonic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vasoactive-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/leukotriene
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/prostaglandin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/digestive-system-ulcer
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cardiotoxicity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cardiotoxicity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bleeding-diathesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hyponatremia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hyperkalemia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nephrotic-syndrome
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/renal-papillary-necrosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/renal-papillary-necrosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/interstitial-nephritis
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/prostaglandin
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o celecoxib, um inibidor COX-2 especifico dos AINES, que diminui a producéo dessas
prostaglandinas, porém aumenta a probabilidade de trombose cardiovascular, infarto
do miocardio e acidente vascular cerebral enquanto reduz os niveis de PGE: e TXA:.
Ja a aspirina, inibidor ndo seletivo da COX, em altas doses inibe a COX/TXAz2, 0 que
pode causar sangramento gastrointestinal.

Os corticosteroides sistémicos sédo drogas destinadas a imitar os esteroides
naturais produzidos pelas glandulas supra-renais. No entanto, ocorre muitos efeitos
adversos a depender da dosagem utilizada por cada paciente, podendo desaparecer
apos descontinuacdo do uso da medicacdo. Dentre esses efeitos o0s autores
destacam: risco cardiovascular, complicacdes em pacientes asmaticos, corticofobia,
sindrome de Cushing, hiperglicemia, infec¢cdo, pneumonia por Pneumocystis (PCP),
aspergilose  pulmonar, nocardiose pulmonar, gravidade do COVID-19,
estrongiloidiase, problemas oculares, osteoporose, pancreatite e reducao da funcéo
cognitiva (SAMUEL, et al; 2021).

3.4 Importantes alvos terapéuticos envolvidos no processo inflamatorio
3.4.1 Enzima 6xido nitrico sintase (NOS)

O oxido nitrico € uma molécula sinalizadora que desempenha um papel
fundamental na inflamacdo, sua acdo pode ser citotoxica ou reguladora, sendo
determinada de acordo com a magnitude de duracdo de sua producdo. Tem efeito
anti-inflamatério em condi¢cBes regulatdrias, quando atua na resposta imune através
da ativacao do fator de necrose tumoral a e pela liberacdo de macréfagos mediados
por citocinas. Em contrapartida, o oxido nitrico € considerado um mediador pro-
inflamatério que induz a inflamacdo devido a sua superproducdo em situacoes
citotoxicas (ABDELMALEK, et al., 2021).

De acordo com Zhang et al (2019) o inibidor seletivo de 6xido nitrico sintase
(NOS), figura 1, deve receber atencéo especial para o tratamento da inflamagéo. Pois
a secrecao excessiva de citocinas inflamatorias, como Oxido nitrico € uma das
principais causas de inflamacgéo. O que mostra a necessidade de controlar a producao
dessa citocina para controlar a inflamacao. Além disso, os autores destacam que o

NOS é um dos principais alvos na pesquisa e tratamento de inflamacéo atual.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/gastrointestinal-hemorrhage
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/signalling-molecule
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/tumor-necrosis-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nitric-oxide
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Figura 1 - Oxido Nitrico Sintase

Fonte: Protein Data Bank (PDB ID: 3E7G)

Segundo Xia et al (2022) mudltiplas doencas inflamatérias sdo ocasionadas
devido a resposta inflamatdria descontrolada causada em vias de expressao de
enzimas proé-inflamatéria como a sintase de Oxido nitrico induzivel (INOS) que
catalisa a producdo excessiva de 6xido nitrico e citocinas pré-inflamatérias, como fator
de necrose tumoral e interleucinas causando danos celulares que induzem respostas
inflamatdrias no fator nuclear kB (NF-kB).

A inibicdo da producéo excessiva de 6xido nitrico pode ser um novo enfoque
para controlar a inflamacgéo, visto que pode resultar da sintase de Oxido nitrico
induzivel (INOS), o qual origina neuro inflamac6es descontroladas capazes de gerar

doencas neurodegenerativas, por exemplo (KOU, et al., 2021).

3.4.2 Enzima diidroorotato desidrogenase (DHODH)

De acordo com Hayek et al (2020) a identificacdo de novos inibidores de
DHODH (figura 2) com propriedades quimicas e farmacoldgicas originais tornou-se
uma prioridade para superar as limitaces das moléculas existentes, as quais em
estudos anteriores mostraram efeitos indesejados e adversos, visto que a inibicao
dessa enzima ja mostrou resultados positivos no tratamento de doencas como artrite
reumatoide e esclerose mdultipla, assim como em alguns tipos de canceres, o que
fortalece a busca por novas moléculas ou modificagbes em moléculas ja existentes

gue melhorem as suas capacidades de inibig&o.
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Figura 2 - Diidrorotato Desidrogenase

Fonte: Protein Data Bank (PDB ID: 40QV)

De acordo com Hayek et al (2020) a identificacdo de novos inibidores de
DHODH (figura 2) com propriedades quimicas e farmacoldgicas originais tornou-se
uma prioridade para superar as limitacdes das moléculas existentes, as quais em
estudos anteriores mostraram efeitos indesejados e adversos, visto que a inibicao
dessa enzima ja mostrou resultados positivos no tratamento de doencas como artrite
reumatoide e esclerose mdultipla, assim como em alguns tipos de canceres, o que
fortalece a busca por novas moléculas ou modificagdes em moléculas ja existentes
gue melhorem as suas capacidades de inibicao.

Conforme Reis et al (2017), DHODH foi referenciado em mais de 500 artigos
publicados nas ultimas 5 décadas, com foco em trés areas principais de pesquisa, em
que a segunda delas é a exploracdo de DHODH como alvo de drogas. Em se tratando
da relevancia médica da enzima diidroorotato desidrogenase, o desenvolvimento de
inibidores seletivos para ela tem estado sob investigacdo continua, pois tem ocorrido
um interesse crescente de pesquisadores académicos e da inddstria em avaliar a
inibicdo da biossintese de pirimidina realizada pela DHODH como uma estratégia para
tratar doencgas autoimunes e inflamatérias.

Baiazitov et al (2022) destacam que ha pouco, foi demonstrado que os
inibidores de DHODH podem ser Uteis para o tratamento de infec¢des virais, como
SARS-CoV-2 que ocasionam o covid-19, a DHODH é um alvo terapéutico ja validado
para doencas autoimunes como artrite reumatoide e esclerose multipla, também foi
demonstrado em estudos pré-clinicos que a inibicdo dessa enzima induz a
diferenciacéo de células de leucemia miéloide, revertendo a doenca de forma efetiva.
Os autores salientam o grande interesse em descobrir e desenvolver inibidores de

DHODH para uso terapéutico, visto que a DHODH €é a enzima que catalisa
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a oxidacao mediada por ubiquinona do diidroorotato a orotato , uma etapa limitante
da velocidade na via de sintese de pirimidina de novo, pois essa via de sintese de
ribonucleotideos de pirimidina sdo alvos atraentes para o tratamento de doencas
causadas por proliferacdo celular rapida e descontrolada , como canceres, infec¢des

autoimunes ou virais.

3.4.3 Enzima fosfodiesterase 4B (PDE4B)

Os inibidores da fosfodiesterase tipo 4 (figura 3) ganharam interesse
consideravel como drogas potenciais contra doencas inflamatérias por prevenirem a
ativacdo de células pro-inflamatorias. Entretanto, os inibidores dessa enzima,
incluindo os que estdo em fase clinica apresentaram efeitos gastricos adversos,
diarreia, nduseas e perda de peso. Esses efeitos colaterais estdo relacionados a
inibicdo nao seletiva dos isotipos da enzima PDE4 (DOROKHOV, et al., 2018).

Figura 3 - Fosfodiesterase 4B

Fonte: Protein Data Bank (PDB ID: 1XMU)

Nos ultimos tempos muitas pesquisas estdo sendo realizadas para o projeto de
inibidores PDE4 mais potentes e seletivos, visto que a enzima PDE4 catalisa a
hidrélise da adenosina ciclica 3'5' -monofosfato (CAMP) em células imunes
(neutrdfilos, macréfagos, mondcitos e células T), regulando assim a concentracao
deste importante segundo mensageiro. A inibicdo da atividade de PDE4 especifica de
CAMP previne a ativagéo de células pro-inflamatorias e também reduz a disfuncéo de
células pulmonares estruturais (DOROKHOV, et al., 2018).

3.4.4 Enzima prostaglandinas E sintase (PGES)

A enzima prostaglandina E sintase-1 microssomal (m-PGESL1), disposta na
figura 4 € expressa em niveis baixos em tecidos normais, mas em nivel elevado em
tecidos inflamados, dentre as PGES, apenas a mPGEL é expressa altamente quando

estd presente um estimulo pré-inflamatério. Essa enzima é, com frequéncia,

considerada como importante alvo envolvido na biossintese de prostaglandina E:
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(PGE2, um importante fator inflamatério. Os autores destacam que (MPGES1) pode
ser um alvo util para o tratamento de doencas hepaticas, pois sua inibicdo esta
associada a menos efeitos colaterais do que a inibicdo de COX-2 em doencas
hepéticas (XU, et al., 2021).

Figura 4 - Prostaglandina E Sintase

Fonte: Protein Data Bank (PDB ID: 5T36)

Descobrir novos inibidores de mPGES-1 é um tdpico essencial na quimica
medicinal, pois este alvo tem sido explorado na concepgdo de drogas anti-
inflamatorias visando menos efeitos gastricos e nenhum cardiovascular. Inibir a
biossintese de PGE: através da inibicdo de mPGES-1, fornece um alvo atrativo para
novos farmacos, pois inibi-la impede apenas a producdo das prostaglandinas
envolvidas no processo inflamatério sem afetar outras funcbes fisioldgicas
(NASCIMENTO; DE AQUINO; JUNIOR, 2022).

3.5 Planejamento de farmacos com agao anti-inflamatoria

Na Quimica Medicinal o planejamento racional de farmacos € uma abordagem
que deve ser priorizada. Nos dias atuais diversas estratégias e taticas modernas estéao
disponiveis para o desenho de novos farmacos, entre elas a de maior sucesso é a
abordagem fisiol6gica, baseando-se no mecanismo de acdo farmacoldgico
pretendido, o que essencialmente depende da eleicdo do alvo terapéutico. Valendo-
se dessa técnica € encontrado um analogo ativo, que comprovando atividade
farmacoldgica desejada, identificada por meio de protocolos in silico e farmacoldgicos
in vitro e in vivo, possuiremos um composto protétipo (BARREIRO e FRAGA, 2008).

Segundo Mahapatra e Karuppasamy (2022), o projeto racional de farmacos
revolucionou a descoberta de medicamentos com o advento de novas abordagens
computacionais e sintéticas, nessas abordagens se destacam: o planejamento de

medicamentos com base na estrutura e o planejamento de medicamentos com base
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em ligantes. A ressonancia magnética nuclear (RMN) e cristalografia de raios-X, séo
as técnicas que auxiliam na investigacdo das caracteristicas estruturais de proteinas-
alvo que favorecem a descoberta de alvos contra doencgas ou qualquer disfuncéo no
corpo humano, favorecendo a descoberta e desenvolvimento de novas moléculas.
Para tanto, no processo para planejar novos farmacos geralmente identificamos
um scaffold promissor, que podera ser por meio de fragmento molecular ou farmaco
ja conhecido, usando como estratégia o Planejamento de Farmacos Baseado em
Fragmentos-Fragment-Based Drug Design (FBDD), onde utilizamos ferramentas
empiricas para obtencdo de analogos que possam apresentar a mesma ou melhor
poténcia e menor toxicidade. No nosso estudo utilizamos a modificacdo molecular de
conservacao do grupo farmacoférico, valendo-se do bioisosterismo, assim como a
expansdo molecular, que associados a estudos computacionais auxiliam no

delineamento de novas substancias mais eficazes e seguras.

3.5.1 Planejamento de farmacos baseado em fragmentos (FBDD)

7z

A descoberta de drogas baseadas em fragmentos é uma ferramenta ja
conhecida, utilizada por varios grupos de pesquisas no planejamento de novas
drogas. Onde se utilizam biblioteca de fragmentos, as quais historicamente eram
dominadas por fragmentos 2D, no entanto, este cenario estd mudando e ha um
crescente interesse em fragmentos 3D, 0s quais ocasionam melhor solubilidade e
pode oferecer melhor seletividade (KLEIN, et al., 2022).

Para preparacao desses fragmentos 3D, destacam-se trés estratégias distintas:
() sintese orientada para a diversidade; (ii) a sintese e diversificacdo de scaffolds; e
(iii) projeto computacional e sintese. Na estratégia (ii) se destaca a utilizagdo de uma
metodologia sintética particular para construir scaffolds especificos, e a subsequente
diversificacao do grupo funcional, que tem sido amplamente explorada para a sintese
de fragmentos 3D. Uma caracteristica atraente da abordagem de sintese e
diversificacdo de andaimes é que, como os andaimes sdo baseados em uma
metodologia sintética especifica, eles sdo muito adequados para a elaboracdo de
fragmentos subsequentes e otimizacdo de fragmento lider (KLEIN, et al., 2022).

Os fragmentos sao moléculas organicas pequenas e de baixo peso molecular
definida pela ‘regra de trés’, na qual: massa molecular (MM < 300; nUmero de
aceitadores de ligagdes de hidrogénio < 3; e logP < 3. Os fragmentos exibem uma

série de vantagens para o FBDD, devido a suas caracteristicas estruturais e de
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ligacdo. Destacando-se: exploracdo de espacos quimicos maiores com bibliotecas
menores; aumento nas taxas de acerto na triagem de fragmentos; propriedades fisico-
quimicas e eficiéncia do ligante (LE) melhores, assim como, maior potencial para a
novidade de entidades quimicas que possam atuar como fragmentos privilegiados
(WHANG, et al., 2021).

De acordo com Wilson et al (2021), os resultados da estratégia FBDD estdo
avancando em otimizacbes moleculares interativas combinando quimica
computacional, quimica medicinal, quimica sintética e ensaios biofisicos e
bioguimicos. Dentre os métodos potenciais na descoberta de drogas, destaca-se a
cristalografia de raios-X (PX) de proteinas, o Unico que pode fornecer melhores
interacbes detalhadas de proteina-ligante em nivel atébmico 3D. A PX é um
componente essencial do FBDD e da descoberta de drogas baseada em estrutura
(SBDD), uma vez que é o padrdo ouro para determinar a orientacdo exata de um

fragmento ligado a uma proteina alvo.

3.5.2 Descoberta de drogas baseado em estrutura (SBDD)

O projeto de drogas baseado em estrutura é uma ferramenta que ajuda no
processo de descobrimento de novas drogas, possibilitando acelerar e superar as
limitacbes dos métodos convencionais. As vantagens da utilizacdo do SBDD para
formular novas moléculas esta relacionada a menor quantidade de tempo, custo e
mao-de-obra gastos no projeto computacional de drogas. Identificar as moléculas que
apresentam interagdes significativas com os alvos terapéuticos é de grande
importancia, para o processo de descoberta de novos farmacos. Na metodologia
SBDD se analisa as informacdes de alvos macromoleculares tridimensionais,
essencialmente de proteinas ou RNA, para identificar os principais locais e interacées
essenciais para suas respectivas funcdes bioldgicas. Utilizado, em especial, para
analise de energia de ligacao, interacao ligante-proteina e avaliagdo das mudancas
conformacionais durante o processo de docking (BAJAD et al., 2021).

Segundo Robertson, Meyerowitz e Skiniotis (2022) SBDD ¢é utilizada para
projecéo e determinacédo racional de espécies quimicas in silico eficazes contra alvos
terapéuticos, onde se utiliza informacgdes atbmicas de cada alvo. O uso de técnicas
computacionais mais sofisticadas e o conhecimento das estruturas cristalograficas de

alvos terapéuticos, acelerou o processo de desenvolvimento de drogas baseadas na
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estrutura. Essa técnica pode ser utilizada adicionalmente quando se deseja mudar a

seletividade de medicamentos ja existentes, assim como a eficacia.

3.5.3 Estratégia de modificagcdo molecular: bioisosterismo

A substituicdo de grupos funcionais em uma molécula, na qual se mantenha as
propriedades biolégicas semelhantes é definida como bioisosterismo. Essa estratégia
€ uma pratica comum na quimica medicinal, pois essas transformacdes bioisostéricas
sdao usadas no melhoramento e aperfeicoamento de candidatos a medicamentos,
buscando otimizar séries de moléculas candidatas a farmacos (ARABI, 2017; ERTL,
2020; MAHESHWARI et al., 2018; CUOZZO et al., 2021; KUMARI et al., 2020).

O bioisosterismo € considerado uma técnica qualitativa para modificacao
racional e otimizagdo de um composto bioativo visando fornecer varios efeitos
benéficos, como aumento de poténcia, maior seletividade, melhorias nas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas, eliminacdo ou reducdo de toxicidade e
facilitacdo de acesso a novos espacos quimicos para obter protecdo de patente
(ARABI, 2017; ERTL, 2020; MAHESHWARI et al., 2018; CUOZZO et al.,, 2021,
KUMARI et al., 2020).

O conceito de bioisosterismo é resultante da aplicacdo do principio de
isosterismo, o qual foi desenvolvido por Langmuir, em moléculas bioativas. Em 1919,
esse pesquisador estudou o comportamento quimico e a reatividade de determinadas
substancias isoeletrénicas como o N2 e CO, N20 e COz2, N3"e NCO. Sendo que o
termo bioisosterismo foi introduzido por Friedman, em 1951, para descricdo do
fenbmeno observado entre substancias com relacdo estrutural, as quais
apresentavam similares propriedades bioldgicas em um mesmo sitio receptor. Em
1970, Alfred Burger, definiu de forma mais ampla, que os bioisésteros sdo compostos
ou grupos que possuem volumes e formas moleculares com pouca diferenca, cerca
de mesma distribuicdo eletrdnica e semelhanca em propriedades fisicas (BARREIRO
e FRAGA, 2008; SILVA, 2020; CUOZO et al., 2021; DICK e COCKLIN, 2020).

Dessa forma, uma substituicAo bioisostérica pode ser definida como a
substituicdo de uma parte de uma molécula bioativa com uma subestrutura que exibe
semelhanca em tamanho e propriedades. Essas transformagdes séo utilizadas para
melhorar propriedades como biodisponibilidade, transporte, seletividade, remocé&o de

efeitos colaterais indesejados, como toxicidade, esforcando-se para manter a
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bioatividade da molécula que tem potencial para ser candidata a medicamento
(SILVA, 2020).

Costumeiramente, trés abordagens sao utlizadas para identificacdo de
analogos bioisostéricos: 1. Experiéncia dos quimicos medicinais. 2. Com base na
literatura, extraindo informacdes da relacdo estrutura/atividade. 3. Baseando-se na
similaridade em propriedades fisico-quimicas como tamanho, hidrofobicidade ou
poder de doacgé&o de elétrons. Sendo que este ultimo enfoque é o mais promissor, pois
no primeiro, existe a limitacdo da experiéncia do quimico medicinal ndo abranger o
conhecimento quimico geral, dificultando a transferéncia do conhecimento pessoal
para o algoritmo de um computador, levando-se em consideracdo que 0s quimicos
medicinais e cientistas computacionais podem relacionar a similaridade e diferencas
estruturais de forma subjetiva. Ja na segunda, existe a limitag&do de identificar apenas
substancias que ja foram publicadas nos bancos de dados. Portanto, a terceira
abordagem € mais vantajosa, tendo em vista, que supera a limitacdo do que ainda
nao foi publicado (ERTL, 2020).

Os bioisésteros foram divididos em duas categorias: classicos e nao classicos,
recebendo essa definicdo na década de 1970, por Alfred Burger. Os bioisOsteros
classicos podem ser subdivididos em cinco categorias: (a) atomos ou grupos
monovalentes, (b) atomos ou grupos divalentes, (c) atomos ou grupos trivalentes, (d)
atomos ou grupos tetravalentes e (e) equivalentes de anel. Sendo grupos funcionais
gue satisfazem a lei de deslocamento de hidretos de Grimm, bem como 0s conceitos
de isOsteros de Erlenmeyer.

Em contrapartida, os bioisésteros ndo classicos podem ser subdividivos em
duas categorias: (a) ciclicos vs. ndo ciclicos e (b) grupos funcionais permutaveis, 0s
quais possuem mimetismo mais avancado de seus emulados homodlogos e néo
atendem aos critérios de fatores estéricos e eletronicos exigidos para isésteros
classicos (SILVA, 2020; KUMARI et al., 2020; DICK e COCKLIN, 2020). Segue a
classificacdo dos bioisosteros na (tabela 1) abaixo:

Tabela 1 - Bioisosteros
BioisOsteros classicos | Bioisdsteros nao classicos
(a) Atomos ou grupos monovalentes  (a) Anéis versus estruturas aciclicas.
FeH; DeH; NHeOH; CeSi; RSH Porcéo metilenoaminoxi metil
e ROH,; -F; -CI -Br; -I; —OH; -OR; -SH; (C=NOCH2, MAOMM) como um
-PH2; -CHs; -CF3; -NH2 bioisOstero de arila e outros andaimes
aromaticos.




(b) Atomos ou grupos bivalentes -O-; -
Se; -CHz-; -C=N-; -C=S; -C=C-; -C=0; -
C=NH; -COOR; -COSR; -CONHR; -
COCH:z2R

(b) Grupos permutaveis, bioisésteres
do grupo hidroxila, bioisosteres do
grupo carbonila, bioisosteres do grupo
amida, bioisésteres do grupo tiouréia,
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biois6steres do grupo halogénio,
bioisGsteres do grupo carboxilato
(c) Atomos ou grupos trivalentes -As=;
_N:; _P:; -CH-=
(d) Atomos ou grupos tetravalentes
=C=; :Si:; =AS+=; :N+:; =P+=
(e) Equivalentes de anel benzeno;
tetra-hidrofurano; tiofeno; piridina
Fonte: Kumari (2020, com adaptacgdes).

3.5.4 Docking molecular

Com o passar dos anos muitas ferramentas vém se desenvolvendo e auxiliando
0S quimicos medicinais na criacdo de novas moléculas promissoras, uma delas € o
aporte computacional, no qual inclui-se o estudo de docking molecular, que serve de
triagem virtual. E uma ferramenta chave para predizer a melhor orientacéo de ajuste
de um ligante em uma proteina-alvo. Essa abordagem nos permite caracterizar o
comportamento de pequenas moléculas no sitio de ligacao das proteinas alvo, assim
como, elucidar as interacfes moleculares. Utilizando software pode-se encontrar a
melhor conformacdo e orientagdo de acordo com a complementaridade e pré-
organizacdo com algoritmo especifico, seguido da aplicacdo de uma funcdo de
pontuacdo para prever a afinidade de ligacdo e analisar o modo interativo. O Docking
Molecular tem sido usado para prever conformacfes de ligacdo e interacdes entre
ligantes e sitios de ligacao de proteinas ha mais de 40 anos. (FAN, FU e ZANG, 2019;
TEMML e KUTIL, 2021).

Estando entre um dos métodos in silico mais populares e bem-sucedidos, que
ajuda a prever as interacdes que ocorrem entre moléculas e alvos biolégicos, existe
uma sequéncia racional que pode auxiliar em resultados preditivos de interagédo
farmaco-alvo, onde primeiro se prevé a orientacdo de um ligante em um receptor, apos
estima-se sua complementariedade usando a funcdo de pontuagcdo. A triagem
experimental através da tecnologia computacional reduz os custos iniciais de
identificacdo de acertos e otimiza o tempo pois melhora as chances de encontrar 0s
candidatos a medicamentos desejados (PINZI e RASTELLI, 2019).

Diante das possibilidades de melhor desempenho na producdo de novos

farmacos valendo-se das ferramentas de planejamento, as técnicas citadas
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anteriormente foram utilizadas para a formulacdo de novas moléculas contendo as
por¢cdes N-acilhidrazona e N-fenilacetamida, que vém sendo exploradas e
demonstrando atividade anti-inflamatoria promissora, as quais foram pensadas a partir
dos prototipos JMPR e AMZ-Bz, que ja se mostraram pertinentes em estudos

anteriores, 0s quais estao ilustrados abaixo (Figura 5):

Figura 5 - composto-protétipos IMPR e AMZ-BZ

N N

I [
= N P N\N/
H 0] \O H O

(E)-2-ciano-N,3-dif enilacrilamida (2E,N'E)-N"-benzilideno-2-ciano-f'enilacrilohidrazida
IMPR AMZ-BZ

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
3.6 Derivados N-fenilacrilamidas e N-acilhidrazdnicos
3.6.1 Derivados N-fenilacrilamidas

De acordo com Silva (2020), um dos efeitos biolégicos interessantes e potencial
de derivados N-fenilacrilamidas é a atividade anti-inflamat6ria. Por isso nos ultimos
anos tém-se realizado investigacfes de diferentes fragmentos que contém essas
funcdes. Para se obter compostos com esse grupo, primeiro se realiza reacao de
amidacado, em seguida, reacdo de condensacado com diversos constituintes quimicos.

Figura 6 - N-fenilacrilamida
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Fonte: Silva (2020, com adaptacdes).
As N-fenilacrilamidas podem ser preparadas pela condensagéo de acetamidas

com compostos carbonilicos (Figura 7). Como demonstrado por Silva (2022), foi
possivel obter um derivado dessa classe através de uma reacdo de Knoevenagel,

entre um derivado acetamida em reacdo com acido 2-formilbenzoico.



35

Figura 7 - Reacdo de Obtencéo de derivado fenilacrilamida
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Fonte: Silva (2020, com adaptagdes).

Conforme Silva (2022) o derivado JMPR demonstrou forte potencial para se
tornar um medicamento para doencas inflamatorias, a investigacao abordou testes in
silico, in vitro e in vivo. Observou-se a capacidade do JMPR-01 em suprimir a
producao de citocinas expressas por estimulacdo de macréfagos (interleucina 1 beta
(IL-1B) e fator de necrose tumoral-(TNF)-a.

Na pesquisa desenvolvida por Gu et al (2019), foi possivel sintetizar um
composto derivado de fenilacrilamida, nesse estudo foi demonstrado que o composto
nomeado 6a (Figura 8) inibiu satisfatoriamente a producdo de Oxido nitrico, um
mediador inflamatoério chave, assim como na atividade de NF-kB. Tendo em vista que
a superproducao de 6xido nitrico pode conduzir a inflamacdo, e a via de sinalizacao
do fator nuclear kappa-B (NF-kB) estando envolvida na regulacdo da biossintese de
NO, desempenhando assim um papel significativo no processo inflamatorio, projetar
novos derivados que contenham essa funcdo € muito pertinente para o

desenvolvimento de novas pesquisas.

Figura 8 - Derivado Fenilacrilamida

Fonte: Gu et al., (2019, com adaptacdes).

3.6.2 Derivados N-acilhidrazénicos

Atividades anti-inflamatérias estdo entre os efeitos farmacologicos de
compostos derivados da acilidrazonas, esse esqueleto bioativo tem sido amplamente

utilizado na quimica medicinal, sendo usado com frequéncia no projeto de novos
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medicamentos. O grupo amida confere a essas moléculas, melhor estabilidade
térmica, hidrolitica e quimica. A versatilidade desse grupo esta relacionada a presenca
dos isbmeros geométricos Z e E do plano da ligagdo C=N dos conférmeros do
fragmento acilhidrazona, bem como cis/trans na funcédo amida (figura 9) (GUO et al.,
2020; AARJANE et al., 2020).

Figura 9 - Estrutura geral e estereoquimica de NAH
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Fonte: Lopes et al., (2013, com adaptacdes).

Nesse contexto, os fragmentos N-acilhidrazonas (NAHS) sao estruturas
importantes no planejamento de drogas, como por exemplo agentes anticancer
potentes, antivirais, antifingicos e antiparasitarios. E ja foram descritas como
inibidoras de diferentes alvos relacionados a doencas inflamatérias e
cardiovasculares. A porcdo N-acilhidrazona merece destaque como estrutura
privilegiada, pois € capaz de atuar como farmacoéforo ou auxéforo em diferentes
classes farmacéuticas, com diversos perfis de acdo, obedecendo outras
funcionalidades presentes na estrutura molecular (TORO et al., 2021; CORDEIRO et
al., 2020; DIAS VIEGAS et al 2018).

Na pesquisa de quimica medicinal uma das principais prioridades é a busca
por novas drogas ou pro-drogas com atividades melhoradas e menos efeitos
colaterais do que aquelas que s&o utilizadas hoje. Entre a variedade de
estratégias utilizadas para alcancar mais eficiéncia dos agentes
guimioterapicos, uma melhor expectativa futura é baseada em novos
pequenas moléculas combinando nlcleos bioativos como N-acilhidrazona.
(Toro et al., 2021).
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As N-acilidrazonas séo derivados hidrazonicos que exibem a estrutura geral:
R:R.C=N-NH—-(C=0) —Rs, sendo preparadas pela condensacédo de hidrazidas com
compostos carbonilicos (Figura 10) (ARRUDA et al., 2020).

Figura 10 - Reacédo de Obtencédo de NAH
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Fonte: ARRUDA et al., (2020, com adaptacoes).

Ciente de todas as atividades biologicas ocasionadas pelo grupo N-
acilhidrazonas e seu frequente uso na producédo de novas drogas, Meira et al (2018)
estudaram muito detalhadamente o efeito substituinte de N-acilhidrazonas para
atividade anti-inflamatéria. Tendo em vista que o alongamento da cadeia alquil na
estrutura quimica dos compostos derivados de N-acilhidrazona foram identificados
como uma estratégia para o projeto e otimizacdo de drogas. Foram empregados
substituintes hidroxila, cloreto e nitro em derivados de N-acilhidrazona, a atividade
anti-inflamatéria dos compostos foi alcancada pela modulacao da secrecédo de IL-1(3
e sintese de prostaglandina E2 em macréfagos e inibindo a atividade da calcineurina
fosfatase em linfocitos. O composto SintMed65 foi avaliado em um modelo agudo de
peritonite em camundongos, onde inibiu a infiltracdo de neutréfilos apds administracéo

oral. Os compostos sintetizados e avaliados estao representados na figura 11 a seguir:
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Flgura 11- Derivados NAH
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Fonte: Meira et al., (2018, com adaptacdes).

Segundo Ramos et al (2022), no seu estudo dos efeitos de derivados N-
acilidrazonas em inflamacdo pulmonar experimental, com base nos resultados
obtidos, foi possivel concluir que o derivado AMZ-Bz apresentou efeitos anti-
inflamatorios, mucoliticos, antiasmaticos e antifibréticos com reducao da migracéo de
leucdcitos para a cavidade pleural, além de reduzir migracédo de mastocitos. Em geral,
a supressao efetiva da resposta inflamatéria representa um potencial efeito
farmacoldgico das substancias testadas, podendo constituir uma opcao de tratamento

eficaz e conveniente para doencas pulmonares e remodelamento das vias aéreas.
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4 METODOLOGIA
4.1 Delineamento da pesquisa

Neste estudo a proposta de pesquisa por intermédio dos estudos in silico, utiliza
a ferramenta de docking molecular, com planejamento de drogas baseado na
estrutura (SBDD), e o desenho de novos candidatos a farmacos, foram tomados como
partida dois fragmentos privilegiados (N-fenilacrilamida e N-acilidrazonico) como base
para a criagdo de novos derivados a partir do JMPR e do AMZ-BZ (Figura 12),
caracterizando uma segunda estratégia de planejamento de farmacos baseado e
fragmentos (FBDD). Além dessas, também foram utilizadas as ferramentas de
simplificacdo molecular e bioisosterismo nao- classico.

Figura 12 - Delineamento da Pesquisa
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Para isso, foram projetados os compostos A-07DZ, B-17DZ, C-27DZ e D-37DZ,
ilustrados na Figura 12, os quais foram submetidos posteriormente aos estudos de
docking molecular em enzimas importantes: éxido nitrico sintase, diidrorotato
desidrogenase, fosfodiesterase 4B e prostaglandina E sintase. Visto que essas
proteinas sdo importantes alvos de interacdo dos farmacos utilizados como protétipos

para o desenvolvimento dos derivados N-fenilacrilamidas e N-acilidrazonico.
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4.2 Metodologia de sintese

4.2.1 Descricao geral para obtencdo dos compostos

As sinteses organicas foram realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e
Sintese de Farmacos localizado no prédio Trés Marias, 1° andar. Da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), Campus |. No periodo de maio de 2021 a agosto de
2022.

Os novos compostos N-fenilacetamida e N-acilidrazénicos foram sintetizados
de acordo com as metodologias de Silva (2018) e Silva (2020), seguindo adaptacdes
necessarias, as reacdes para obtencdo dos intermediarios estdo disponiveis na
(Figura 13).

Figura 13 - Reacfes de Obtencédo dos Intermediérios
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Fonte: Silva (2018) e Silva (2020), com adaptacdes.

Os derivados das duas classes foram obtidos a partir de intermediarios
previamente sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa, 0S quais reagiram com
benzaldeido e com 4-clorobenzaldeido, por rota sintética linear, através de reacfes
de condensacédo de Knoevenagel e reacédo de consendacéo em meio basico (Figura
14).
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Figura 14 - Reac0bes Gerais para Obtencao dos Derivados
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

4.2.2 Metodologia de sintese do composto A-07DZ

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 0,3 g (0,001546
mols) de JM-02, 10 mL (0,129156 mols) de dimetilformamida (DMF) e 10 gotas de
trietilamina, em seguida, adicionou-se 0,15 mL (1,470034x102 mols) de benzaldeido.
A mistura reacional foi aquecida a uma temperatura de 160 °C, sob agitacéo
magnética, pelo periodo de 22 horas, sendo acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD). Finalizacdo: em um béquer foi adicionado algumas pedras
de gelo de agua destilada, no qual foi colocada a reacdo A, ainda quente; foi
observada a formacéo de precipitados. Apos alguns minutos de descanso foi realizada
a filtracdo do produto. A metodologia de purificacdo se encontra no subtépico 4.2.6. A

partir dessa reacao obteve-se o composto A-07DZ (figura 15).
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Figura 15 - Composto A-07DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
4.2.3 Metodologia de sintese do composto B-17DZ

Em um balédo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 0,3 g de JM-02
(0,001546 mols), 10 mL (0,129156 mols) de dimetilformamida (DMF) e 10 gotas de
trietlamina, em seguida, adicionou-se 0,2173 g (1,5458x10° mols) de 4-
clorobenzaldeido. A mistura reacional foi aquecida a uma temperatura de 160 °C, sob
agitacdo magnética, pelo periodo de 22 horas, sendo acompanhada por cromatografia
em camada delgada (CCD). Finalizacdo: Em um béquer foi adicionada algumas
pedras de gelo de agua destilada, no qual adicionou-se a reacdo B ainda quente.
Deixou-se em descanso por 30 minutos, como nao foi observada a formacdo de
precipitados, adicionou-se algumas gotas de acido acético, apds agitacdo observou-
se a formacéo de precipitados. A metodologia de purificacdo se encontra no subtdpico
4.2.6. A partir dessa reacao obteve-se o composto B-17DZ (figura 16).

Figura 16 - Composto B-17DZ
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4.2.4 Metodologia de sintese do composto C-27DZ

Em um balédo de fundo redondo de 200 mL foram adicionados 0,2 g de JM-01
(0,00125 mols), 5 mL (0,064578 mols) de dimetilformamida (DMF), apés total
solubilizagéo, adicionou-se 10 gotas de trietilamina, deixou-se em agitacdo e
temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,175 g (1,2449x10
3) de 4-clorobenzaldeido totalmente solubilizado em 3 mL (0,038747 mols) de (DMF).
A mistura reacional foi aquecida a uma temperatura de 160 °C, sob agitacdo
magnética, pelo periodo de 22 horas, sendo acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD). Finalizacdo: em um béquer foram adicionadas algumas
pedras de gelo de agua destilada, no qual adicionou-se a reacdo, observou-se a
formacdo de sujeira e ndo de precipitado, filtrou-se. Por conseguinte, foi levado para
descanso na geladeira. Verificou-se pH=8, foi feita a adi¢cdo de 10 gotas acido acético
até obter pH=4, entdo a filtracdo foi efetuada apds precipitacdo do produto. A
metodologia de purificacdo se encontra no subtopico 4.2.6. A partir dessa reacao
obteve-se o composto C-27DZ (figura 17).

Figura 17 - Composto C-27DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
4.2.5 Metodologia de sintese do composto D-37DZ

Em um balédo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 0,5 g de JR-06
(0,002257 mols), 10 mL (0,129156 mols) de dimetilformamida (DMF) e 10 gotas de
trietilamina, em seguida, adicionou-se 0,2294 mL (2,38756x10° mols) de
benzaldeido. A mistura reacional foi aguecida a uma temperatura de 160 °C, sob
agitacdo magnética, pelo periodo de 23 horas, sendo acompanhada por cromatografia
em camada delgada (CCD). Finalizacédo: apos a reacao esfriar, foi adicionada a um
béquer de 250 mL que continha gelo e agua destilada (em pequena quantidade) com

7 gotas de acido cloridrico. Observou-se a formacédo de precipitado amarelo, em
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seguida, filtrou-se. A metodologia de purificacdo se encontra no subtopico 4.2.6. A
partir dessa reacao obteve-se o composto D-37DZ (figura 18).
Figura 18 - Composto D-37DZ
N
I ’
= NH. N/

O
Cl

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
4.2.6 Metodologia de purificacdo dos compostos sintetizados

Foram realizadas as purificagcdes de todos os compostos obtidos em cada
reacdo. Para o composto A-07DZ, temos areacgao A, para o composto B-17DZ, reacao
B, para o composto C-27DZ, reacao C e para o composto D-37DZ, reacéo D.

12 passo: os produtos da reacdo (D) foram misturados e lavados com agua
guente. Colocou-se a substancia no filtro de um sistema de filtracdo, e aos poucos
adicionou-se aproximadamente 200 mL de agua quente. Observou-se que o arraste
anteriormente visto nas placas cromatograficas, ndo apareceu, mas o produto ainda
continha sujeira no ponto de aplicacéo, resolveu-se lavar o produto da reacdo (D)
novamente com mais agua quente.

22 passo: Em um enlermeyer foi colocado o produto obtido da reacado (D) e
adicionado 10 mL de dimetilformamida (DMF), levou-se para aguecimento, em
seguida, filtrou-se ainda quente, por fim adicionou-se ao filtrado, &gua em temperatura
ambiente. Apds recristalizagdo em DMF, foram analisadas 4 placas cromatograficas
em condi¢cBes diferentes para avaliagdo do produto. Placa 1: reacdo (D), analise no
sistema acetato/hexano (7:3); placa 2: JR-06, benzaldeido, reacdo (D) e mistura,
analise no sistema acetato/hexano (7:3); placa 3: JR-06, benzaldeido, reagéo (D) e
mistura, analise no sistema acetato/hexano (8:2); placa 4: benzaldeido, reacéo (D),
analise no sistema acetato/hexano (8:2); apos analise das placas foi visualizado que
0 produto ainda permanecia com sujeira no ponto de aplicagdo. Entéo foi realizada a
recristalizacdo do produto da reacdo (D) em etanol/agua. Em um enlermeyer colocou-
se o0 produto da reacdo (D), em seguida, adicionou-se 10 mL de uma solucédo de
EtOH/H20 na proporcao de 20% e 80%, respectivamente, levou-se para aquecimento.

Posteriormente, seguiu-se com a filtragcéo, realizada a anélise do produto em placa
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cromatografica, foi observado dois pontos para a reacdo. Por fim, preparou-se 10 mL
de solugdo de EtOH/H20 na propor¢cédo de 40% e 60%, respectivamente. Em um
enlermeyer colocou-se o composto D-37DZ e adicionou-se a solucéo, levando para
aquecimento sob agitacdo magnética. Ndo se observou diluicdo a frio. Apos alguns
minutos adicionou-se mais 10 mL de solucéo e aqueceu, apoés diluicdo, o produto foi
filtrado ainda quente. Quando se verificou a placa cromatografica foi visto que essa
purificacdo era a adequada para o produto. Na placa foi analisado JR-06, benzaldeido
e o0 produto D-37DZ, analise no sistema acetato/hexano (8:2). A purificacdo também
foi realizada para os demais produtos: A-07DZ, B-17DZ e C-27DZ.

4.3 Caracterizacdao fisico-quimica
4.3.1 Ponto de Fuséo

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas através de uma
pequena amostra do produto, colocada em um capilar e analisadas através do
aparelho Quimis® Modelo Q-340M e estas ndo foram corrigidas.

4.3.2 Cromatografia

As cromatografias analiticas em camada delgada foram efetuadas em placas
FLUKA Analytical silica gel de 0,25 mm de espessura. E reveladas por luz ultravioleta
(254 ou 365 nm).

4.3.3 Utilizacdo de Programas Computacionais

O caélculo tedrico do Log de P das moléculas sintetizadas foi realizado através
do programa ChemDraw Ultra 12.0®. Assim como o peso molecular e a féormula

molecular.

4.4 Caracterizacdo térmica

Termogravimetria (TG) / Analise Térmica Diferencial (DTA)

As analises foram realizadas no Laboratorio de Analises Térmicas do Certbio,
Departamento de Farmacia, da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). As curvas
termogravimétricas e de analise térmica diferencial foram obtidas em um mddulo

termogravimétrico modelo SDT Q600 (TA Instruments®, New Castle, Delaware, EUA).
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As amostras foram acondicionadas em cadinhos de alumina aberto, usando razéo de
aquecimento de 10°C. min, e faixa de temperatura de 30°C até 800°C, sob atmosfera
dinamica de nitrogénio com fluxo de 100 mL min-L. Utilizou-se o software TA Universal
Analysis® para tratamento dos dados. A calibracdo do SDT Q600 foi realizada
incluindo os parametros “TGA weight” e “DTA baseline” do equipamento, utilizando

peso padréo e padréo de Zinco, respectivamente.

4.5 Elucidacéo estrutural
4.5.1 Espectroscopia de Infravermelho

Para obtengédo dos espectros de infravermelho foi utilizado o equipamento
IRAffinity-,Shimazdu®, os quais foram obtidos em transmitancia, no Laboratério de
Andlise Instrumental, do Departamento de Quimica, do Instituto Federal de Alagoas-

IFAL, sob direcao do Prof. Dr. Johnnatan Freitas.

4.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Para obtencdo dos espectros de RMN !H e '3C 1D e 2D foi utilizado o
equipamento Bruker®, modelo Avance DRX 600 MHz — UltraShield®, sendo DMSO-
d6 como solvente deuterado. Os valores de deslocamentos quimicos (8) foram
computados em partes por milh&o (ppm), com o uso de tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna. Sendo as constantes de acoplamento (J) computadas em Hertz
(Hz), as quais sdo pertinentes aos sinais de RMN de 'H. Foram obtidos na
Universidade Federal de Alagoas, Nucleo de Analise e Pesquisas em Ressonancia
Magnética Nuclear (NAPRMN) sob coordenacéo do professor Dr. Thiago Mendonca
de Aquino.

4.6 Metodologia de docking

Foram feitas simula¢cées de docking molecular dos derivados desejados N-
fenilacetamida e N-acilidrazénicos com quatro enzimas importantes para 0 processo
inflamatorio: a 6xido nitrico sintase (NOS), a diidroorotato desidrogenase (DHODH), a
fosfodiesterase 4B (PDE4B) e a prostangladina E sintase (PGES). Para o desenho
das estruturas das moléculas, utilizou-se o software ChemDraw Ultra 12.0 e, através
do Chem3D, foi feita uma minimizagdo de energia, pelo método de mecéanica

molecular minima e utilizando o campo de forca MM2 (ALLINGER, 1977).
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As estruturas das enzimas NOS (PDB ID: 3E7G), DHODH (PDB ID: 40QV),
PDE4B (PDB ID: 1XMU) e PGES (PDB ID: 5T36) foram obtidas do Protein Data Bank
(PDB) e carregadas no PyMol 2.4.1, para remover moléculas de 4gua e ligantes co-
cristalizados. Porém, para a enzima NOS, foi mantido o cofator Mg, cuja carga (+2) foi
adicionada manualmente, bem como foi mantido o grupo prostético FMN da enzima
PDEA4B, visto que tanto ambos interagem com o ligante co-cristalizado. Em seguida,
foram carregados os alvos no AutoDock Tools (MORRIS et al., 2009), para a adigéo
de hidrogénios e cargas de Gasteiger, além da mesclagem de hidrogénios ndo
polares. As simulacfes foram feitas com a identificacdo do sitio ativo dos alvos, nas
coordenadas de 55,022, 21,817 e 78,677 A para a cadeia A da NOS; 5,461, -36,252
e -3,940 A para a DHODH; bem como 2,239, 1,095 e 40,941 para a PDE4B. O
espacamento utilizado foi de 0,315 A e foram determinadas dimensées de 40 x 40 x
40 A paraos eixos X, Y e Z.

Apos localizar o sitio ativo, o docking foi desenvolvido com o AutoDock 4.2, com
C100 operagOes de algoritmo genético Lamarckiano e nos parametros padrées do
AutoDock Tools. Com isso, foram gerados valores de Energia Livre de Ligagao (AG)
e Constante Inibitoria Estimada (Ki), sendo salvas as conformacées com menor valor
de AG. Por fim, no Discovery Studio (BIOVIA, 2021), os resultados foram analisados,
determinando regides de ligacdo dos alvos com as moléculas, tipos de interacéo e
aminoacidos do sitio ativo que participam das ligacbes. Para a validacdo da
metodologia, através de redocking molecular, foi selecionada a conformacdo do
ligante com menor valor de Desvio Quadratico Médio (RMSD) das distancias entre o0s
atomos e abaixo de 2,0 A (BELL e ZHANG, 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Sintese

Para obtencdo dos compostos derivados N-fenilacetamida (Figura 19) foram
utilizados os intermediarios JM-01 e JM-02, os quais ja haviam sido sintetizados e
caracterizados por Silva (2018).

Para obter o composto derivado N-acilidrazénico (Figura 19), foi utilizado o
intermediario JR-06, com sintese e caracterizagao ja realizada por MOURA (2016).

Vale salientar que os intermediarios, JM-02 e JR-06 foram resintentizados de
acordo com as sinteses anteriores, sendo seus rendimentos percentuais de 80% e
70%, respectivamente. Silva (2018) relata um rendimento de 77% para 0S
intermediarios JMs, enquanto Moura (2016) relata um rendimento de 72, 5% para o
JR-06.

Os derivados JMs e JRs que séo grupos que contém um grupo metileno ativado
reagiram com os compostos carbonilicos benzaldeido e 4-cloro benzaldeido, como
descrito na figura 13, por reacdes de condensacéo de Knoevenagel com o mecanismo
de reacao descrito na figura 19. Esse tipo de reacdo acontece em meio basico,
explicando a utilizagcéo da trietilamina.

No primeiro momento do mecanismo a trietilamina € usada para retirar um
préton do carbono que se encontra entre o grupo ciano e a carbonila (metileno reativo),
0 qual ja apresenta carater positivo devido ao efeito eletrébnico causado pelos
grupamentos vizinhos, tendo o seu préton facilmente abstraido pela trietilamina
conduzindo a formacédo do carbanion. Em sequéncia, o carbono da carbonila dos
aldeidos sofre um ataque nucleofilico do carbono carregado com um par de elétrons
livre, ocorrendo a condensacao do tipo knovenagel. A hidroxila captura o H geminal,
pois ele continua bastante acido devido ao efeito da nitrila e da carbonila e,

consequentemente ocorre a liberacdo da adgua e formacéo da dupla ligagéo.
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Figura 19 - Mecanismo de Reacéo para Obtencéo dos derivados N-fenilacetamida e
N-acilidrazonico

' . 0
0 X N
Naw DMF, trietilami H
s N - Il
N 160°C, 22 h Cl N
H Cl

(E)-3-(4-clorofenil)-2-ciano-N-fenilacrilamida
2-ciano-N-fenilacetamida 4-clorobenzaldeido

TM-01 C-27DZ

\ 0 Ne O

. + N\\ H) —> \\—)LN

~N N hoH
H

1. /7o Ho, O ﬁ)r
S e QY T
N

cl cl

Cl

Cl
(E)-3-(4-clorofenil)-2-ciano-N-fenilacrilamida
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5.2 Caracterizacao fisico-quimica dos derivados N-fenilacrilamida e do derivado
N-acilhidrazonicos

Na tabela 2 abaixo, seguem os resultados obtidos da caracterizacao fisico-
quimica descrita em 4.3:

Tabela 2 - Caracterizacéo Fisico-Quimica dos derivados N-fenilacetamida
e N-acilidrazénico

Codigo do | Aparéncia | F.F | Rf | Rend.| Férmula MM Log
Composto °C (%) | Molecular | (g/mol) P
A-07DZ P6 de 202- 0,5 47 CisHuCIN2 282,72 3,64
coloracdo 203 0]
marrom
escuro
B-17DzZ P6 de 195- 0,6 45 Ci6H10CI2N 317,17 4,19
coloracdo 196 20
marrom
escuro
C-27Dz P6 de 260- 0,5 48 CisHuCIN2 282,72 3,64
coloracdo 261 0]
bege
D-37DzZ P6 de 229- 0,5 46 Ci7H12CINs 309,75 4,16
coloracdo 230 0]
amarela

Para os RFs de A-07DZ, B-17DZ e C-27DZ utilizou-se o sistema hexano/acetato (8:2); para
D-37DZ utilizou-se o sistema hexano/acetato (9:1).
Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Em relacdo a faixa de fusdo os valores mostram uma variagao aceitavel, que
pode ser explicada em virtude da purificacdo adequada.

Na tabela 2 vemos que os valores de log de P, peso molecular e nimero de
atomos estdo de acordo as regras de Lipinski, onde devem esté na faixa de: -0,4 a
+5,6, 180 a 500 e 20 a 70, respectivamente, evidenciando que se tratam de compostos

promissores com caracteristicas aceitaveis.

5.3 Caracterizacdo térmica

Em conformidade com Filho et al (2021) conhecer adequadamente e
compreender a degradacédo térmica de compositos hibridos, bem como sua relacdo
com as junc¢des organicas/inorganicas internas, € muito importante para prever sua
estabilidade. A degradacdo pode ocorrer como resultado de reacdes oxidativas ou
térmicas, a presenca de porgdes funcionais facilmente hidrolizaveis, como amidas e

ésteres, também pode aumentar drasticamente a taxa de degradacdo. Dessa maneira


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/degradation-rate
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o estudo de analises termogravimétricas se torna pertinente para analisar a
degradacdo de compostos sintetizados.

A termogravimetria (TGA) pode ser utilizada para analisar informacdes valiosas
de uma amostra, através da qual pode-se interpretar os processos de liberacao e os
mecanismos de decomposicdo. E a analise térmica diferencial (DTA), pode ser util
para determinar as propriedades fisicas da amostra, como ponto de fuséo, ponto de
evaporacao e capacidade térmica. (Brecht; Uteschil; Schmitz, 2019).

As curvas termogravimétricas dos compostos A-07DZ, B-17DZ, C-27DZ e D-
37DZ, apresentaram diferentes etapas de degradacdo. A primeira regido
compreendida entre 50 e 200 °C mostra a perda de umidade presente nas amostras.
Na segunda regido (200- 400 °C) é possivel observar a degradacao térmica de grupos
oxigenados e de grupos amida. A Ultima regido contida entre 400-800 °C representa
14,06% de residuos inorganico para a amostra A-07DZ e 27,82% de residuos
inorganicos para a amostra D-37DZ, que ndo se decompde até 800 °C. Também foi
possivel analisar a porcentagem de perda de massa de cada amostra. Esses
resultados estao dispostos na tabela 3, a seguir:

Tabela 3 - Resultados Termogravimétricos e Analise Térmica Diferencial

TG DTA
Compostos | Estagios Faixa de Massa | Eventos | Tyico
de Perda | Temperatura | (%)
(°C)
A-07DZ Primeira 56,04- 6,305 1 198,92
195,31
Segunda 77,85 2 300,28
195,31-
324,63
B-17DZ Primeira 163,94- 98,44 1 106,63
346,82
Segunda 42,21 2 180,00
346,82-
Terceira 456,24 12,14 3 298,75
456,24-
621,53
C-27Dz Primeira 199,13- 83,51 1 222,76
320,04
Segunda 3,957 2 314,02
320,04-

381,25
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D-37DZ Primeira 50,69- 4,038 1 67,64
181,53

Segunda 47,60 2 178,12
181,53-

Terceira 293,25 21,07 3 214,91

293,25-
476,14
Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

A figura 20 apresenta os gréaficos das curvas de termogravimetria (TG), de
termogravimetria derivada (DTG) e analise térmica diferencial das moléculas
sintetizadas: A-07DZ, B-17DZ, C-27DZ e D-37DZ.

Figura 20 - Graficos das Curvas TG/DTG e DTA
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Analisando os gréaficos de DTA e a tabela 3 foi observavel os eventos e picos
de temperaturas dos compostos sintetizados, nos quais obtiveram-se as seguintes
temperaturas maximas de fusédo: A-07DZ=198,92 °C; B-17DZ= 180,00°C; C-27DZ=
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222,67°C e D-37DZ= 178,12 °C. Essa faixa de fusdo € explicada pela falta de

cristalinidade desses compostos, visto que se trata de materiais mais amorfos.

5.4 Elucidacéao estrutural

A elucidacdo estrutural dos derivados N-fenilacrilamida e do derivado N-
acilidrazonico, foi feita por meio da utilizacdo das técnicas espectroscépicas de
ressonancia magnética nuclear de préton e carbono 13 (RMN 'H e 3C) e
infravermelho (1V), através das quais possibilitou-se comprovar as estruturas de cada
derivado, as andlises foram realizadas de acordo com PAVIA et al (2010).

5.4.1. Comprovacao estrutural do derivado (E)-N-(4-clorofenil) -2-ciano-3-
fenilacrilamida (A-07DZ)

Analisando o espectro de infravermelho do derivado (A-07DZ), figura 21, com
resultados expostos na tabela 4, pode-se observar: uma banda fina de pequena
intensidade em 3330,67 cm™ sugestiva de vibragdo de estiramento N—H de amida
secundaria. Bandas finas de média intensidade entre 1646,21 cm™* e 1541,43 cm
indicativa a vibragdo de dobramento N—H de amida secundaria. Banda de pequena
intensidade em 2225,55 cm™ suscetivel a vibragdo C=N. Banda fina de alta
intensidade em 1686,15 cm! sinalizadora da vibragdo C=0 de amida. Banda fina de
pequena intensidade em 3014,92 cm! sugerindo a vibragdo de estiramento C—H de
aromaticos. Banda fina de alta intensidade em 1607,21 cm™ e banda de média
intensidade 1475,65 cmindicando a vibragdo C=C de aromaticos. Banda fina de alta
intensidade em 831,00 cm™ sinalizadora da vibragdo de dobramento C—H de
aromaticos fora do plano. Bandas de alta, média e pequena intensidade entre 778,37
cm?a 646,81 cm sugestiva de vibragdo C—CI (PAVIA et al; 2010, p. 29, 67-71).

Tabela 4 - Resultados de IV do composto A-07DZ
Composto IV (cm?)

A-07DZ 3330,67 (v N-H); 3014,92 cm™ (v C—Ha); 2225,55 cm*
(v C=N); 1686,15 cm™ (v C=0); 1646,21 cm™ e 1541,43
cm? (v N-H); 1607,21 cm™* e 1475,65 cm? (v C=Ca);
831,00 cm (v C—Har); 778,37 cm™a 646,81 cm™ (v C—ClI).

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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Figura 21 - Espectro de IV do Composto A-07DZ
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Fonte: dados da pesquisa (2022).

Na tabela 5 estdo descritos os valores de deslocamento para o derivado A-
07DZ. De acordo com o espectro RMN H (600 MHz, DMSO) (tabela 5) (Figura 22),
foi possivel observar um sinal em forma de singleto com integral para um H e com
deslocamento em & 10,55, caracteristico de NH de amida. Os hidrogénios ligados a
um nitrogénio amida tém deslocamentos variaveis entre 5,0-9,0 ppm, depende da
temperatura, da concentracéo e do solvente (PAVIA et al., 2010, p.152). Nesse caso,
isso pode ser explicado devido ao efeito anisotropico causado pela presenca de um
sistema insaturado de elétrons 1 nas proximidades do proton em questdo. Além do
efeito eletronegativo do nitrogénio que produz blindagem diamagnética local,
substituintes eletronegativos ligados a um atomo de carbono retiram elétrons,
reduzindo a densidade eletrénica ao redor dos protons, que ficam desprotegidos e tém
um deslocamento quimico maior. O sinal em forma de singleto com integral para um
hidrogénio com deslocamento em & 8,30 é referente ao H que esta ligado ao carbono
sp? préximo do grupo cianeto, na figura 26 esta destacado em azul. Hidrogénios vinilas

simples (-C=C-H) tém ressonancia na faixa de 4,5 a 7 ppm, o deslocamento citado
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para esse proton deve-se ao efeito causado pelo anel diretamente ligado ao carbono
sp?, assim sendo temos o efeito da hibridizacéo e da anisotropia.
Tabela 5 - Dados de RMN H (DMSO, 600 MHz) do Composto A-07DZ

Composto | Deslocamento (& ppm)
A-07DZ 5 10.55 (s, 1H), 8.30 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.02 — 7.98 (m, 2H),
7.74 -7.70 (m, 2H), 7.66 — 7.58 (m, 3H), 7.44 (dd, J =8.7, 2.0
Hz, 2H).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Figura 22 Espectro de RMN de *H (DMSO) do Composto A-07DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Em relacdo ao espectro de 13C do composto A-07DZ (tabela 6) (Figura 23)
observou-se resultados dentro da faixa esperada, pois compostos com ligacoes
duplas carbono-carbono em anéis aromaticos geram deslocamentos entre 100 e 175
ppm (PAVIA et al., 2010, p.189). Segue abaixo uma tabela com os valores obtidos:

Tabela 6 - Dados de RMN de 13C (DMSO, 150 MHz) do composto A-07DZ
Composto \ Deslocamento (5 ppm)
A-07DZ 6 161.07, 151.54, 137.69, 133.02, 132.33,
130.56, 129.77, 129.24, 122.65, 107.62.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Como podemos observar (Figura 23) houve 12 diferentes picos dentro da faixa
de absorcdo do espectro de RMN 3C (150 MHz, DMSOQ), isso ocorre porque 0S
atomos de carbonos equivalentes aparecem no mesmo deslocamento quimico, além
de que segundo (Pavia et al.,, 2010, p.190): Quando estiverem presentes
substituintes idénticos, deve-se observar com atencdo a existéncia de planos de
simetria, que podem reduzir o numero de picos. O deslocamento de valor 161,07
ppm é referente ao carbono 1, o carbono 2 teve um deslocamento de 107,62 ppm,
ja o carbono 3 apareceu na faixa de 151,54. O carbono diretamente ligado a funcéo
amida pode ser visto no deslocamento de 137,69 ppm, para o carbonos que estéo
na posicdo orto a essa funcdo observou-se deslocamento de 122,65; para o0s
carbonos na posicdo meta o deslocamento foi de 129,16 ppm; em relacdo ao
carbono que se encontra na posicéo para ligado ao cloro, vé-se o deslocamento de
133,02. Se tratando do anel ligado ao carbono 3, observou o seguinte: deslocamento
de 130,56 para os carbonos na posi¢ao orto; para 0s carbonos na posicdo meta um
valor de 129,77 para o deslocamento, ja para o carbono na posi¢ao para o valor de
deslocamento observado foi de 128,57.

A analise dos dados de RMN 1H e 13C e comparacdo com dados da literatura
para compostos com o nucleo N-fenilacrilamida (Silva, 2020, p.64) foi possivel elucidar
a estrutura de A-07DZ como sendo (E)-N-(4-clorofenil) -2-ciano-3- fenilacrilamida (A-
07DZ) (Figura 15).
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Figura 23 - Espectro de RMN de 3C (DMSO, 150 MHz) do composto A-07DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

5.4.2 Comprovacdo estrutural do derivado (E)-N,3-bis(4-clorofenil) -2-
cianolacrilamida (B-17DZ)

Como visto na figura 24, com resultados descritos na Tabela 7, obtivemos a
seguinte analise a partir do espectro do derivado B-17DZ: banda fina de pequena
intensidade em 3334,11 cm indicativa a vibragdo de estiramento N—H de amida
secundaria. Bandas finas de média e pequena intensidade entre 1597,36 cm™ e
1545,9 cm* sugestivas da vibracédo de dobramento N—H de amida secundéaria. Banda
fina de pequena intensidade em 2227,74 cm* indicadora da vibragdo C=N. Banda de
média intensidade em 1687,41 cm™ reveladora da vibracdo C=O de amida. Banda
larga de pequena intensidade entre 3115,41 cm™a 3102,00 cm sugerindo a vibragéo
de estiramento C—H de aromaticos. Banda fina de alta intensidade em 1494,44 cm™
indicando a vibracdo C=C de aromaticos. Banda fina de pequena intensidade em
941,25 cm™ e banda fina de alta intensidade em 825,46 cm sugestiva da vibracdo de
dobramento C—H de aromaticos fora do plano. Bandas de pequena intensidade entre
748,28 cm™ a 709,68 cm™ revelando a vibragdo C—CI (PAVIA et al; 2010, p. 29, 67-
71).
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Tabela 7 - Resultados de IV do Composto B-17DZ
Composto | IV (cm?)

B-17DZ 3334,11 cm™? (v N-H); 3115,41 cm? a 3102,00 cm™ (v
C—Har); 2227,74 cm™ (v C=N); 1687,41 cm?* (v C=0);
1597,36 cm™ e 1545,9 cm™? (v N-H); 1494,44 cm? (v
C=Car); 941,25 cm™ e 825,46 cm™ (v C—Har); 748,28 cm™
a 709,68 cm (v C—ClI).

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Figura 24 Espectro de IV do Composto B-17DZ
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Fonte: dados da pesquisa (2022).

Na tabela 7 estdo descritos os valores de deslocamento para o derivado B-
17DZ. A partir do espectro *H NMR (600 MHz, DMSO) (Figura 25), foi possivel
observar um sinal em forma de singleto com integral para um H com deslocamento
em 0 10,56 caracteristico de NH de amida. Esse valor de deslocamento corrobora
com valores encontrados nos estudos de LAL et al (2020, pagina 3) e SILVA et al
(2022, pagina 5). O sinal em forma de singleto com integral para um hidrogénio com
deslocamento em & 8,28 ¢é referente ao H-8 (figura) que esta ligado ao carbono sp?

proximo do grupo cianeto. As diferencas de deslocamento sdo explicadas pelos
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efeitos explanados em (5.4.1). Ademais os valores encontrados para 0S outros
hidrogénios variam entre a faixa esperada para aromaticos (6,5-8,0 ppm).
Tabela 7 - Dados de RMN de *H (DMSO, 600 MHz) do Composto B-17DZ

Composto \ Deslocamento (& ppm)
B-17DZ 6 10.56 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.00 (d, J = 6.8 Hz,
2H), 7.70 (t, J = 9.7 Hz, 4H), 7.44 (d, J = 7.0 Hz,
2H).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Figura 25 - Espectro de RMN *H (DMSO, 600 MHz) do composto B-17DZ
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Como é possivel visualizar na (Figura 26) (tabela 8) cada carbono teve um valor
de deslocamento diferente para absor¢do no espectro de RMN 13C (150 MHz, DMSO).
Segue no quadro abaixo cada deslocamento detectado para os atomos de carbono
do composto B-17DZ:

Tabela 8 - Dados de RMN de 13C (DMSO, 150 MHz) do Composto B-17DZ
Composto | Deslocamento (& ppm)
B-17DzZ 0 160.88, 150.17, 137.61, 132.22, 131.63,
131.19, 129.93, 129.18, 129.08, 128.95, 128.63,
122.64, 120.35, 116.34, 115.73, 108.20.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Note que o valor do deslocamento atribuido ao carbono 11 € de 160,88 ppm
gue esta dentro da faixa de correlagéo para grupo carbonila de amidas com faixa: 155-
185 ppm, ja o carbono 7 com um deslocamento de 150,17 ppm foi atribuido por se
tratar de um carbono saturado (sp?) o qual varia entre 100-150 ppm na faixa de
correlacdo, enquanto os carbonos em aromaticos estéo na faixa de 110-175 ppm, para
0 grupo cianeto temos a faixa de variacdo entre 110-140 ppm atestando o valor de
115,73 atribuido ao carbono 10 (PAVIA et al., 2010, p. 170-171).

Os resultados de RMN 1H e 13C analisados para o espectro de carbono se
consolidam com os estudos de LAL et al (2020) e SILVA et al (2022). Portanto, foi
possivel elucidar a estrutura de B-17DZ como sendo (E)-N,3-bis(4-clorofenil) -2-
cianolacrilamida (B-17DZ) (Figura 16).

Figura 26 - Espectro de RMN 13C (DMSO, 150 MHz) do Composto B-17DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

5.4.3 Comprovacao estrutural do derivado (E)-3-(4-clorofenil) -2-ciano-N-
fenilacrilamida (C-27DZ)

A partir do espectro de infravermelho do derivado C-27DZ (figura 27), tabela 9,
obtivemos os seguintes resultados: banda fina de pequena intensidade em 3321,25
cm indicativa da vibragdo de estiramento N—H de amida secundéaria. Bandas fina de

média intensidade em 1545,9 cm sugestiva da vibragdo de dobramento N—H de
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amida secundaria. Banda fina de pequena intensidade em 2214,87 cm-* sinalizadora
da vibracdo C=N. Banda fina de alta intensidade em 1674,55 cm™ até banda fina de
média intensidade em 1623,09 cm reveladora da vibragdo C=0O de amida. Banda
larga de pequena intensidade em 3063,95 cm! sugerindo a vibracéo de estiramento
C—H de aromaticos. Banda fina de média intensidade entre 1494,44 cma 1468,71
cm? sinalizando a vibragdo C=C de aromaticos. Banda fina de pequena intensidade
em 915,52 cm e banda fina de alta intensidade em 696,82 cm revelando a vibracédo
de dobramento C—H de aromaticos fora do plano. Banda fina de alta intensidade entre
748,28 cm sugestiva da vibragdo C—CI (PAVIA et al; 2010, p. 29, 67-71).

Tabela 9 - Resultados de IV do Composto C-27DZ
Composto | IV (cm)
C-27Dz 3321,25 cm™? (v N-H); 3063,95 cm™? (v C—Har); 2214,87
cm? (v C=N); 1674,55cm™ e 1623,09 cm™ (v C=0); 1545,9
cm? (v N-H); 1494,44 cm" 1468,71cm™ (v C=Car); 915,52
cm? e 696,82 cm (v C—Har) 748,28 cm (v C—Cl).
Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Figura 27 - Espectro de IV do Composto C-27DZ
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Fonte: dados da pesquisa (2022).
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No espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO) do composto C-27DZ (Figura 27) e
(tabela 10), pode-se ver um sinal em forma de singleto com integral para um H com
deslocamento em & 10,43 caracteristico de NH de amida, os hidrogénios ligados a um
nitrogénio amida tém deslocamentos variaveis. Se observa variagbes como foi visto
nos trabalhos de Nafeesa et al (2017, paginas 4 e 5) e Guo et al (2020, pagina 7), nos
quais os valores atribuidos para o H caracteristico de amida variam na faixa entre 9-
12 ppm, consolidando os resultados encontrados nesse estudo. A motivacao dessa
irregularidade é relatada no item (5.4.1). O sinal em forma de singleto com integral
para um hidrogénio com deslocamento em & 8,29 é referente ao H que esta ligado ao
carbono sp? préximo do grupo cianeto. O deslocamento citado para esse préton deve-
se ao efeito causado pelo anel diretamente ligado ao carbono sp?, assim sendo temos
o efeito da hibridizacdo e da anisotropia.

Tabela 10 - Dados de RMN 1H (DMSO, 600 MHz) do Composto C-27DZ
Composto | Deslocamento (5 ppm)
C-27DZ 0 10.43 (s, 1H), 8.28 (s, 1H), 8.01 (d, J = 6.1 Hz,
2H), 7.69 (t, J = 8.9 Hz, 4H), 7.38 (t, J = 6.8 Hz,
2H), 7.15 (t, J = 7.4 Hz, 1H).

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Figura 28 - Espectro de RMN *H (DMSO, 600 MHz) do Composto C-27
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Podemos ver (Figura 29) (tabela 11) dentro da faixa de absor¢cdo do espectro
de RMN 13C (150 MHz, DMSO) do composto C-27DZ que os atomos de carbonos
equivalentes aparecem no mesmo deslocamento quimico, devido ao plano de simetria
presente nessa molécula, assim como vimos no composto A-17DZ. Segue na tabela
abaixo os deslocamentos encontrados para cada carbono:

Tabela 11- Dados de RMN 3C (DMSO, 150 MHz) do Composto C-27DZ

Composto \ Deslocamento (& ppm)
C-27Dz 6 160.77, 149.89, 138.65, 137.50, 132.18,
131.29, 129.93, 129.24, 124.90, 121.07, 116.45,
108.46.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Figura 29 - Espectro de RMN 13C (DMSO, 150 MHz) do Composto C-27DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Esses valores estdo de acordo com os esperados para cada tipo de carbono
visto que variam na faixa adequada de deslocamentos quimicos para carbonos
aromaticos (110-175 ppm), cianeto (110-140 ppm). O deslocamento de valor 160,77
ppm é referente ao carbono 1, o carbono 2 teve um deslocamento de 108,46 ppm, ja
o carbono 3 apareceu na faixa de 149,89. O carbono anel diretamente ligado a funcao
amida pode ser visto no deslocamento de 138,65 ppm, para os carbonos que estao
na posicao orto, observou-se deslocamento de 121,07; para os carbonos na posicao
meta o deslocamento foi de 124,90 ppm; em relacdo ao carbono que se encontra na
posicdo, vé-se o deslocamento de 129,24. Se tratando do anel ligado ao carbono 3,
observou o seguinte: deslocamento de 132,18 para os carbonos na posicao orto; para
os carbonos na posicdo meta um valor de 129,93 para o deslocamento, ja para o
carbono na posicdo para, ligado ao substituinte cloro o valor de deslocamento
observado foi de 137,50.

A partir da analise dos dados de RMN 1H e 13C e comparacdo com dados da
literatura Naafesa et al (2017) e Guo et al (2020), foi possivel elucidar a estrutura de
C-27DZ como sendo(E)-3-(4-clorofenil) -2-ciano-N-fenilacrilamida (C-27DZ) (Figura
17).
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5.4.4 Comprovacao estrutural do derivado (2E, N’E) -N’-(4-clorobenzilideno) -2-
ciano-N-fenilacrilohidrazida (D-37DZ)

Com a andlise do espectro (figura 30) e (tabela 12), verificou-se: banda fina de
pequena intensidade em 3291,2 cm™ indicativa da vibragdo de estiramento N—H de
amida secundéria. Bandas fina de média intensidade entre 1646,68 cm™ e 1554,59
cm-sugestiva da vibragdo de dobramento N—H de amida secundaria. Banda fina de
pequena intensidade em 2225,55 cm sinalizadora da vibragdo C=N. Banda fina de
alta intensidade em 1673 cm reveladora da vibragdo C=0 de amida. Banda larga de
pequena intensidade em 3041,23 cm! sugerindo a vibragao de estiramento C—H de
aromaticos. Banda fina de média intensidade entre 1607,21 a 1475,65 cm
sinalizando a vibragdo C=C de aromaticos. Banda fina de pequena intensidade em
936,25 cm revelando a vibragdo de dobramento C—H de aromaticos fora do plano.
Banda fina de alta intensidade entre 699,44 cm sugestiva da vibragdo C—CI (PAVIA
et al; 2010, p. 29, 67-71).

Tabela 12 - Resultados de IV do Composto D-37DZ
Composto IV (cm?)
D-37DZ 3291,2 cm? (v N-H); 3041,23 cm™ (v C—H); 2225,55 cm™!
(v C=N); 1673 cm (v C=0); 1646,68 cm™ a 1554,59 cm!
(v N-H); 1607,21 a 1475,65 cm™*(C=Car); 936,25 cm™ (v
C—H); 699,44 cm™ (v C—ClI).

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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Figura 30 - Espectro de IV do Composto D-37DZ
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Fonte: dados da pesquisa (2022).

No espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO) do composto D-37DZ (figura 31 e
tabela 13), pode-se observar um sinal em forma de multipleto com integral para um H
com deslocamento entre & 12,19-11,96 referente ao hidrogénio do NH ligado ao
carbono 1, esse valor pode ser esclarecido devido a anisotropia causada pelas
ligagdes 11 presentes no anel. O sinal em forma multipleto com deslocamento entre 6
8,72 — 8,25 se trata dos hidrogénios diretamente ligados aos carbonos sp?, 0s quais
se ligam ao carbono 3 e ao carbono com liga¢do dupla com o nitrogénio. O multipleto
com deslocamento entre & 8,08 — 7,90 é alusivo aos hidrogénios orto do anel com o
substituinte cloro. O sinal em forma de dupleto é referente aos hidrogénios que estéo
em posicdo meta do anel com o substituinte cloro. Ja o sinal em forma de multipleto
gerado no deslocamento entre 7,61-7,43 se trata dos hidrogénios do anel que néo tem

substituintes, o qual se liga ao carbono 3.
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Tabela 13 - Resultados *H NMR do Composto D-37DZ
Composto | Deslocamento (5 ppm)
D-37DZ 0 12.19-11.96 (m, 1H), 8.72 — 8.25 (m, 2H),
8.08 — 7.90 (m, 2H), 7.76 (d, J = 10.3 Hz, 2H),
7.61 —7.43 (m, 5H).

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Figura 31 - Espectro de RMN *H (DMSO, 600 MHz) do Composto D-37DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

A duplicidade de sinais pode ser esclarecida pela presenca dos diferentes
conférmeros (syn e anti) dos derivados acilidrazénicos, como mostrado no trabalho
desenvolvido por (RAMOS et al., 2022), no qual foi confirmado por meio dos espectros
de ressonancia magnética de hidrogénio que a amida gerou conférmeros, os autores
analisaram o0s espectros nas temperaturas de 60 °C e 90 °C e em temperatura
ambiente, nas temperaturas citadas foi observavel coalescéncia do sinal da fungéo
imina. Entretanto, ainda foi possivel observar a duplicidade de sinais da amida, o que
confirma o fato de que esses confémeros sédo estaveis a temperatura ambiente.

Conforme (RAMOS et al., 2022) a possibilidade de interagdes intramoleculares
pode justificar a formacéo de confébmeros estaveis em temperaturas mais baixas, e

sua coalescéncia ocorre apos o fornecimento de energia ao sistema, descartando a



68

possibilidade de misturas dos isémeros Z e E. Considerando a semelhanca estrutural
entre o derivado desse estudo (AMZ-BZ) e o derivado (D-37DZ), podemos prever que
o derivado (D-37DZ) aqui apresentado pode apresentar formas candnicas
semelhantes.

Se tratando do espectro de RMN *3C (150 MHz, DMSO) do composto D-37DZ
(Figura 32) € observavel picos dentro da faixa de absorcao esperada para carbonos
em anéis aromaticos com deslocamento entre & 110-175, assim como na faixa de
absorcao esperada para carbonila de grupo amida com deslocamento entre & 155-
185 (PAVIA et al; 2010, pagina 170). Segue na (tabela 14), os deslocamentos
encontrados para cada carbono.

Tabela 14 - Dados de RMN de 3C (DMSO, 150 MHz) do Composto D-37DZ
Composto \ Deslocamento (& ppm)
D-37DZ 0 160.97, 152.04, 148.65, 136.50, 133.33,
133.09, 132.32, 130.65, 130.48, 129.93, 129.77,
129.55, 129.45, 129.35, 127.81, 116.46, 105.92
Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Figura 32 - Espectro de RMN 13C (DMSO, 150 MHz) do Composto D-37DZ
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69

O deslocamento no valor de 160,97 ppm é referente ao carbono 1,
deslocamento de 152,04 ppm para o carbono 3, deslocamento de 148,65 ppm alusivo
ao carbono que se liga duplamente ao atomo de nitrogénio, deslocamento no valor de
116,46 ppm pertencente ao carbono do grupo ciano, deslocamento de 105,52 relativo
ao carbono 2. Os demais valores de deslocamentos pertencem aos carbonos dos
anéis aromaticos.

Além dos espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensional do
composto D-37DZ, foi efetuado o espectro bidimensional HMBC (do
inglés, Heteronuclear Multiple Bond Correlation) um experimento de duas dimensdes
gue apresenta as correlacdes entre os nucleos envolvidos que estdo distantes por
mais de uma ligacdo quimica. Através do qual possibilitou-se uma melhor elucidacao
estrutural do composto, visto que foi possivel atribuir os valores de deslocamento para
hidrogénios e carbonos analisando-se a relacdo entre os atomos vizinhos.

De acordo com (Furrer, J. 2011, pag, 295) o espectro HMBC é um experimento
ideal quando uma porcao carbonila ou outro grupo de carbono ndo protonado esta
envolvido, pois fornece uma riqueza de informacdes estruturais, que possibilitam
atribuicdo completa, por meio de correlagdo de longo alcance para pares de spin 13C
e 1H. Este experimento inclui carbonos quaternarios e heteronucleos, fornecendo uma
maneira de ligar diferentes fragmentos. Portanto, tornou-se rapidamente a maneira
padrdo de detectar a presenca de acoplamentos de longo alcance em moléculas de
tamanho pequeno e médio e para construir e verificar esqueletos moleculares.

No espectro de RMN 2D HMBC (DMSO, 150 x 600 MHz) do composto D-37DZ
(Figura 33), foi possivel observar a correlacdo do hidrogénio (29) com os carbonos C7
e C9. As correlagdes do hidrogénio (H34) com os carbonos C9 e C11. As correlagtes
do hidrogénio (H16) com os carbonos, C9, C14 e C21. Assim como podemos
visualizar que hidrogénios com valores de deslocamento referentes aos valores
indicados para H ligados aos anéis aromaticos se relacionam com valores de

deslocamentos de carbonos indicados para os anéis aromaticos.
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Figura 33 - Espectro de RMN 2D HMBC (DMSO, 150 x 600 MHz) do Composto
D-37DZzZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

A partir da analise dos dados de RMN 1H e 13C unidimensional e do espectro
HMBC bbidimensional e comparacdo com dados da literatura RAMOS et al (2022) e
PAVIA et al (2010), foi possivel elucidar a estrutura de D-37DZ como sendo (2E, N'E)
-N’-(4-clorobenzilideno) -2-ciano-N-fenilacrilohidrazida (D-37DZ) (Figura 18).

5.5 Docking molecular
5.5.1 Validacédo da metodologia por redocking

Ao retirar os ligantes co-cristalizados e realizar simulagdes de docking, foi
possivel obter valores de desvio médio quadratico do ligante (RMSD) de 0,69 A, 0,80
A,0,54 A e 1,84 A. que permitiram a validacéo da metodologia, visto que s&o inferiores
a 2,0 A (BELL e ZHANG, 2019). Esses valores estfo dispostos na tabela 15, como
também os valores da energia livre de ligagao (AG) e a constante de inibigao Kidos

ligantes complexados com seus respectivos alvos.



Tabela 15 - Validac&o por Redocking
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Enzima Ligante Cddigo (AG) Ki RMSD
co- (Kcal.molt) | (nM) (&)
cristalizado
Oxido Nitrico AR-C95791 3E7G -8,12 1120
Sintase (NOS) 0,69
Diidroorotato 2V6 40QV -8,27
Desidrogenase 868,74 0,80
(DHODH)
Fosfodiesterase -7,69 2320
4B Roflumilast 1XMU 0,54
Prostaglandinas -4,12 949,18
E sintase 1 755 5T36 1,84

Fonte: dados da pesquisa (2023).

Além disso, com o redocking, foram obtidas estruturas com disposicoes
espaciais bastante similares as estruturas cristalograficas, diferindo apenas nas
ligacdes sigma e grupamentos ligados a elas, visto que estas sdo mais flexiveis que
as outras. Podemos visualizar essas diferengas, entre os ligantes redocados (azul) e
os ligantes presentes na estrutura cristalogréafica (vermelho), na Figura 34 abaixo:

Figura 34 - Redocking dos Ligantes

Fonte: dados da pesquisa (2022).

5.5.2 Enzima é6xido nitrico sintase (PDB ID: 3E7G)

As quatro moléculas propostas foram submetidas a docagem molecular, sendo
suas interagdes testadas para a enzima 6xido nitrico sintase (encontrada sob o codigo
3E7G no PDB) e os resultados para cada uma delas e para o redocking do ligante co-
cristalizado (AR-C95791) inseridos na tabela 16, assim como os valores para suas
constantes de inibicdo estimadas. Levou-se em consideragdo os resultados de
energia livre de ligacdo, sendo mais favoravel a interagdo entre enzima e ligante
guanto mais negativo for este valor. A constante de afinidade também indica uma

maior afinidade do ligante a estrutura cristalografica quando seu valor € menor.



Tabela 16 - Redocking do ligante co-cristalizado AR-C95791

Caodigo (AG) Ki
(Kcal.mol?) (nM)
JMPR-01 -8,62 483,36
A-07DzZ -8,65 458,99
B-17DZ -9,0 252,45
C-27Dz -8,87 315,41
AMZ-BZ -8,86 322,78
D-37Dz -8,72 406,75
AR-C95791 -8,12 1120

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Analisando a tabela 16, é possivel observar que todos os valores obtidos para

a energia livre das moléculas propostas apresentaram resultados mais favoraveis em

relacdo ao ligante co-cristalizado AR-C95791. Sendo os melhores resultados: B-17DZ

> C-27DZ > AMZ-BZ. Estes valores para interacdo dos compostos com o alvo

possuem também constante de inibicdo inferiores ao ligante AR-C95791. A figura 35

mostra o docking e as interagcbes da molécula B-17DZ, a qual apresentou 0s

resultados mais promissores.

Figura 35 - Docking da molécula B-17DZ com enzima oxido nitrico sintase
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Com a figura 35 podemos visualizar que a molécula B-17DZ, que faz parte dos

derivados fenilacetamidas, interagiu com o alvo 3E7G fazendo as seguintes ligagoes:

1 ligacao de hidrogénio entre o residuo tirosina (A:347) e outra com tirosina (A:373),
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ambas com o nitrogénio do grupo cianeto, 1 ligacdo de hidrogénio entre o residuo
acido glutamico e a funcdo amida ligado ao anel aromatico; 1 ligagao 1r-anion entre o
residuo do &cido aspartico (A:382) e o anel da esquerda, o qual também interage com
residuo de arginina (A:381) por meio de ligagao t-alquil; o anel da direita também se
liga do tipo tr-alquil interagindo com residuo de prolina (A:350). Os atomos de cloros
presentes nos anéis interagem com residuos de arginina (A:381), fenilalanina (A:369)
e heme (A:901) por liga¢des do tipo alquil. Mostrando o beneficio desse substutuinte.

Segundo Zhang et al (2021) a inibicdo da expresséo de iINOS por drogas
direcionadas a 3E7G (INOS especifico) pode efetivamente reduzir a producédo de
oxido nitrico e, assim, reduzir a inflamacdo. Os autores destacam que a iINOS pode
estabelecer efeitos inibitrios por meio de interacdes  classicas,
incluindo hidrofobicidade , ligacéo de hidrogénio e forca de van der Waals entre o sitio
ativo da enzima alvo e o inibidor. O que pode ser visto no docking molecular do
derivado B-17DZ, quando comparamos as interacfes feitas pelo derivado e pelo
ligante co-cristalizado vemos que se mantém ligacdes de hidrogénio entre 0 mesmo
tipo de residuo, assim como ligagdes alquil e TT-alquil com residuo correspondente
entre eles. Com destaque para a ligacdo com o grupo heme, que no ligante era do
tipo TT-cétion e passa a ser do tipo alquil no derivado em B-17DZ, ja que ocorre entre
o cloro ligado ao anel, logo por se tratar de ligacBes semelhantes se explica sua
afinidade para inibicdo da enzima. O melhoramento da interagdo que ocorreu no
derivado B-17DZ pode ser justificado pela adicéo de hidrofobicidade do anel e adi¢cao
de &tomos de cloros, 0os quais possibilitaram novas interaces com outros residuos,

além de manter interacfes importantes.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hydrophobicity
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Figura 36 - Docking do Ligante e da Molécula B-17DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

5.5.3 Enzima diidroorotato desidrogenase (PDB ID: 40QV)

Assim como os testes realizados com a enzima 0xido nitrico sintase (PDB ID:
3E7G), as moléculas foram submetidas a testes com a enzima diidroorotato
desidrogenase encontrada sob o cédigo (PDB ID: 40QV), com os valores de energia
livre e constante de inibicdo descritos na tabela 17, a seguir:

Tabela 17 - Ligante co-cristalizado 2V6

Caodigo (AG) Ki
(Kcal.mol?) (nM)

JMPR-01 -9,65 84,24
A-07DZ -9,96 50,36
B-07DZ -10,26 30,35
C-27DZ -10,43 22,72
AMZ-BZ -10,35 25,95
D-37DZ -10,63 16,04
2V6 -8,27 868,74

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Apoés andlise da tabela 17, € possivel observar que todos os valores obtidos
para a energia livre das moléculas propostas apresentaram resultados mais favoraveis
em relacdo ao ligante co-cristalizado 2V6. Sendo os melhores resultados: D-37DZ >

C-27DZ > AMZ-BZ. Estes valores para interacdo dos compostos com o alvo possuem
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também constante de inibic&do inferiores ao ligante 2V6. A figura 37 mostra o docking
e as interacoes da molécula D-37DZ, a qual apresentou os resultados mais
promissores.

Figura 37 - Docking da Molécula D-37DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Como podemos visualizar na figura 37 que a molécula D-37DZ, derivado
acilidrazonico, interagiu com o alvo 40QV fazendo as seguintes ligacdes: 1 ligacao
de hidrogénio entre o residuo tirosina (A:356) e um grupo amino que gera uma ligacao
amida m-empilhada entre esse aminoacido e o anel ndo substituido, o citado grupo
amino estabelece ligacdo positivo-positivo desfavoravel com o residuo de histamina
(A:56), assim como ligacdo carbono-hidrogénio com o aminoacido treonina (A:360) ;
2 ligagdes 1r-sigma entre os residuos de valina (A:143) e (A:134) com o0 mesmo anel
nao-substituido; jA o anel com o substituinte cloro interage com metionina (A:43) e
alanina (A:59) por meio de ligagdes 1-sigma, a metionina (A:43) também interage
com o cloro por ligagéo alquil; j& o residuo de leucina (A:359) interage com o anel
substituido por ligagao do tipo - ™ empilhada; por fim o residuo de prolina (A:364)
interage com o atomo de cloro por interacdes de Van der Waals.

Esses resultados sao positivos pois nos estudos realizados por Yu et al (2020),
foi observado que ligacbes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas a enzima
diidroorotato desidrogenase ocorreram com acido ginkgélico, nesta investigacdo
também houve interacdo entre alanina e leucina como foi observado nesse presente

trabalho, além disso quando conferidos o docking do ligante (40QV) com o docking
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do derivado D-37DZ é possivel enxergar semelhancas entre interacdes com alguns

residuos de aminoacidos, essenciais a conexao entre a enzima e o respectivo alvo.

Figura 38 - Docking do Ligante e da Molécula D-37DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

5.5.4 Enzima fosfodiesterase 4B (PDB ID: 1XMU)

Além dos testes realizados com as enzimas 6xido nitrico sintase (PDB ID:
3E7G) e a enzima diidroorotato desidrogenase encontrada sob o cddigo (PDB ID:
40QV), as moléculas foram submetidas a testes com a enzima fosfodiesterase 4B de
codigo (PDB:1XMU) com os valores de energia livre e constante de inibicdo descritos
na tabela 18, abaixo:

Tabela 18 - Ligante Roflumilast

Caddigo (AG) Ki
(Kcal.mol?) (nM)
JMPR-01 -8,7 421,21
A-07DZ -9,22 175,32
B-07DZ -7,65 2490
C-27DZzZ -8,22 936,23
AMZ-BZ -8,33 779,19
D-37DzZ -8,36 751,08
Roflumilast -7,69 2320

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Verificando a tabela 18, é possivel observar que a maioria dos valores obtidos
para a energia livre das moléculas propostas apresentaram maior afinidade que o
ligante co-cristalizado Roflumilast, com exce¢éo de B-17DZ. Sendo os melhores
resultados: A-07DZ > JMPR-01 > D-37DZ > AMZ-BZ. Estes valores para interacao

dos compostos com o0 alvo possuem também constante de inibicdo inferiores ao
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ligante Roflumilast. A figura 39 mostra o docking e as intera¢cdes da molécula A-07DZ,
a qual apresentou os resultados mais promissores.
Figura 39 - Docking da Molécula A-07DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Na figura 39 podemos ver que a molécula A-07DZ da série de fenilacetamidas,
interagiu com alvo 1XMU da seguinte maneira: residuo isoleucina (A:410) e prolina
(A:396) por 2 ligagdes m-alquil, residuo asparagina (A:395) com ligacao de hidrogénio
com o nitrogénio do grupo cianeto, residuo metionina (A:347) por ligagao t-enxofre,
residuo prolina (A:396) por ligacdo carbono-hidrogénio, residuo acido aspartatico
(A:392) ligagao 1T-anion com o anel e uma ligacao aceptora de metal com o cloro, essa

ligacdo é importante ja que como descrito por Moussa et al (2018):

“O sitio ativo da enzima PDE-4B pode ser subdividido em trés bolsos: um
bolso de ligacdo de metal que contém ions de magnésio e zinco, além de
residuos hidrofébicos e polares altamente conservados que coordenam
os ions metdlicos (bolso M), um bolso lateral preenchido por solvente que
consiste principalmente de aminoacidos hidrofilicos &cidos e é preenchida
com uma rede de moléculas de agua na maioria dos complexos inibidores
(bolsa S), e uma terceira bolsa contendo a glutamina seletiva de purina
invariante e um par de residuos conservados que formam um grampo
hidrofébico (bolsa Q).

Além disso quando comparamos as interacdes do derivado sintetizado A-07DZ
com o ligante podemos observar que importantes ligacdes dos tipos ligacdo de
hidrogénio, carbono e hidrogénio e 1r-alquil foram realizadas pelo derivado em estudo,
assim como no ligante. Outra observacéo € que houve interacdo com o residuo de
metionina, mas de forma diferente, apesar do derivado conter um atomo de cloro como

o ligante, esse residuo interagiu por ligagao 1r-enxofre, enquanto no ligante interagia
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por ligagao alquil com o atomo de cloro e r-alquil entre o anel, dado a diferenca de
orientacdo dos anéis que estao intimamente ligados entre a interacdo da enzima e 0s
residuos. Assim como o residuo de asparagina que mantém interacdo do tipo de
ligacdo de hidrogénio, a qual se torna importante pois como ja citado a enzima possui
um bolso lateral constituido principalmente por aminoacidos hidrofilicos.

Figura 40 - Docking do Ligante e da Molécula A-07DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

5.5.5 Enzima prostaglandina E sintase (PDB ID: 5T36)

Por fim, acrescido aos testes realizados com as enzimas 0xido nitrico sintase
(PDB ID: 3E7G), a enzima diidroorotato desidrogenase encontrada sob o cédigo (PDB
ID: 40QV) e a enzima fosfodiesterase 4B de codigo (PDB:1XMU), as moléculas foram
submetidas a testes com a Enzima Prostaglandina E Sintase (PDB ID: 5T36) com os
valores de energia livre e constante de inibicdo descritos na tabela 19, abaixo:

Tabela 19 - Ligante co-cristalizado 755

Caddigo (AG) Ki
(Kcal.mol?) (nM)
JMPR-01 -4,17 884,45
A-07DZ -4.4 598,93
B-17DZ -4,48 519,10
C-27DZ -4,24 775,05

AMZ-BZ -4,28 728,35
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D-37Dz -4,33 665,53
755 -4,12 949,18
Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Verificando a tabela 19, é possivel observar que todos os valores obtidos para
a energia livre das moléculas propostas apresentaram maior afinidade que o ligante
co-cristalizado 755, exceto o derivado A-07DZ. Sendo os melhores resultados: B-
17DZ > D-37DZ > AMZ-BZ > C-27DZ. Estes valores para interacdo dos compostos
com o alvo possuem também constante de inibicdo inferiores ao ligante 755. A figura
41 mostra o docking e as interacdes da molécula B-17DZ, a qual apresentou os
resultados mais promissores.

Figura 41 - Docking da molécula B-17DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Na figura 41 podemos ver que a molécula B-17DZ da série de fenilacetamidas,
interagiu com alvo 5T36 da seguinte maneira: residuo de serina (A:127) com ligacao
de hidrogénio com o grupo amida, residuo glutationa (A:202) por ligagao 1-doador de
hidrogénio com o anel, residuo valina (A:128) por ligagao 1r-sigma com o anel e uma
ligacdo alquil com o atomo de cloro. Esses resultados sdo consideraveis pois
corroboram com os resultados obtidos por Thulasigam e Haeggstrom (2020), no qual
as autores salientam que todos os inibidores de mPGES-1 estudados até agora,
possuem um grupo principal ou o nucleo central dos respectivos inibidores esta
posicionado no sulco acima do cofator GSH e as caudas hidrofobicas se projetam da
cavidade do sitio ativo, sendo que esses compostos também estabelecem uma rede

de ligacbes de hidrogénio mediada por agua e as caudas hidrofébicas sao
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estabilizadas por interacGes hidrofébicas e van der Waals. Quando comparamos as
interacOes que ocorrem no ligante co-cristalizado com as interacdes do derivado B-
17DZ vemos que ambos interagem com residuos semelhantes, pelo mesmo tipo de
ligagéo e outras diferentes.

Figura 42 - Docking do Ligante co-cristalizado 755 e da Molécula B-17DZ
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Conforme os resultados obtidos com a avaliacdo dos dockings discutidos,
podemos afirmar que a molécula de codigo B-17DZ, de nome cientifico (E)-N,3-bis(4-
clorofenil) -2-cianoacrilamida, da série de derivados N-fenilacetamidas mostrou
melhor atividade anti-inflamatdria, pois foi a molécula com melhor interacdo com dois,
dos quatro alvos testados. Como evidenciado o alvo de codigo PDB:37EG, referente
a enzima Oxido nitrico sintase; e o alvo de cédigo PDB: 5T36, referente a molécula
prostaglandina E sintase. Além desses resultados, as moléculas sintetizadas A-07DZ
e B-17DZ, da série N-fenilacetamidas, mostraram melhores resultados quando
comparadas com o composto protétipo JMPR. E a molécula D-37DZ, da série N-
acilidrazénico, mostrou melhor resultado em comparagdo com 0 composto prototipo
AMZ-BZ. Como o melhor resultado foi da molécula B-17DZ, acredita-se que adi¢cao
dos a&tomos de cloro, nos dois anéis aromaticos foi pertinente pois oportunizou

resultados positivos com o aumento da reatividade dessa molécula planejada. Ja que
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as outras moléculas (A-07DZ e D-37DZ) possuem apenas um atomo de cloro
adicionado a um dos anéis aromaticos de sua estrutura.

Ademais segue os dockings de todos os derivados N- fenilacetamidas e do
derivado N-acilidrazénico com as quatro enzimas ja descritas anteriormente, no

apéndice A.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados desta pesquisa foi possivel comprovar a sintese de 3
novos compostos da classe N-fenilacetamida: (E)-N-(4-clorofenil)-2-ciano-3-
fenilacrilamida, de cédigo A-07DZ; (E)-N,3-bis(4-clorofenil)-2-cianoacrilamida, de
codigo (B-17DZ); (E)-3-(4-clorofenil)-2-ciano-N-fenilacrilamida, de codigo C-27DZ; e
um composto da classe N-acilidrazbnico: (2E, N’E)-N’-(4-clorobenzilideno)-2-ciano-3-
fenilacrilohidrazida, de codigo D-37DZ. Nomes cientificos de acordo com as Regras
da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada-IlUPAC.

Através das técnicas espectroscopicas de infravermelho (IV) e Ressonancia
Magnética Nuclear Unidimensional (1D), RMN H e 3C e bidimensional RMN (2D),
(HMBC), foi realizada a elucidacao estrutural desses derivados, confirmando suas
estruturas, com padrbes de deslocamento e absorbancia em acordo com a literatura.
Evidenciando que as ferramentas de simplificacdo molecular e bioisosterismo néo
classico; assim como o planejamento de farmaco baseado em fragmentos (FBDD), e
a descoberta de drogas baseado em estrutura (SBDD) foram viaveis satisfazendo a
construcdo de novos derivados a partir dos scalffolds promissores.

Com os dockings realizados foi possivel identificar quais das moléculas
planejadas e sintetizadas foram mais promissoras frente a cada alvo testado. Para a
enzima oxido nitrico sintase (encontrada sob o cédigo 3E7G no PDB), a molécula com
resultado mais promissor foi a de cédigo B-17DZ. Para a enzima Diidroorotato
Desidrogenase (PDB ID: 40QV), a molécula com resultado mais promissor foi a de
codigo D-37DZ. Ja com a enzima fosfodiesterase 4B de cédigo (PDB:1XMU), a
molécula mais promissora foi a de codigo A-07DZ. Enquanto, para a enzima
Prostaglandina E sintase (PDB:5T36), a molécula com resultado mais promissor foi a
molécula B-17DZ. Tendo essas moléculas mostrado maior afinidade com o ligante co-
cristalizado, energia livre de ligacédo e constante de inibicdo melhores. Dessa maneira,
demonstrado que o substituinte cloro trouxe resultados positivos para as novas
moléculas sintetizadas, com destaque para o derivado B-17DZ, o qual demonstrou ser
um composto promissor para o desenvolvimento de estudos envolvendo a avaliagéao
de atividade anti-inflamatoria (in vitro e in vivo) e teste de toxicidade in vitro, para

prosseguimento de candidato a farmaco.
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APENDICE B - Docking molecular: interagdo A-07DZ com 3E7G
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APENDICE K - Docking molecular: interacdo AMZ-BZ com 40QV
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APENDICE L - Docking molecular: interacdo D-37DZ com 40QV
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APENDICE N - Docking molecular: interacdo A-07DZ com 1XMU
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APENDICE O - Docking molecular: interacdo B-17DZ com 1XMU
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APENDICE Q - Docking molecular: interacdo AMZ-BZ com 1XMU
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APENDICE R - Docking molecular: interagdo D-37DZ com 1XMU
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APENDICE T - Docking molecular: interacdo A-07DZ com 5T36
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APENDICE U - Docking molecular: interag&o B-17DZ com 5T36
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APENDICE V - Docking molecular: interagcdo C-27DZ com 5T36
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APENDICE W - Docking molecular: interacdo AMZ-BZ com 5T36
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APENDICE X - Docking molecular: interacdo D-37DZ com 5T36
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APENDICE Z - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE H
DA MOLECULA A-07DZ (DETALHES)
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APENDICE AA - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 13C
DA MOLECULA A-07DZ
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APENDICE CC - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H
DA MOLECULA B-17DZ (DETALHEYS)
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APENDICE DD - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 3C
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APENDICE EE - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H
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APENDICE FF - ESPESCTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE H
DA MOLECULA C-27DZ

o
-
~
BT L~ = in
STi— : oot . T
e \ %901 ~
o
-
~
w
- o
~
5
~
n
-
L8 L~ gﬁ _ ~
8EL— ; 57 0 | o
6L~ gilw
~
1
L
S
~
o
-
~
n
-
~
o
L O
~
L
-0
~
m—\\
9l ey 8
oLt— ﬁ\ A ™
—_
3
~ &
—
e
(=]
- @
~
L
]
~
o
o
~
a
~
10'8~— o - 8
zog— e 9 | @
(T3]
]
[e2]
o
-
(=]
L
-
(=]
&
[ea]
L
- o
— [=2]
78— \\\ Or 81T
= ot L&
\ P
L
]
(=]
(=]
-
[ea]

C-27DZ

thi_11.07.2022.9.fid g



122

APENDICE GG - ESPESCTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
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APENDICE Il - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 13C
DA MOLECULA D-37DZ (DETALHES)
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APENDICE JJ - ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 3C
DA MOLECULA D-37DZ
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ANEXO A - GRAFICOS DE TG/DTG E DTA DO DERIVADO A-07DZ
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ANEXO B - GRAFICOS DE TG/DTG E DTA DO DERIVADO B-17DZ
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ANEXO C - GRAFICOS DE TG/DTG E DTA DO DERIVADO C-27DZ
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ANEXO D - GRAFICOS DE TG/DTG E DTA DO DERIVADO D-37DZ
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