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RESUMO

A Obesidade e o Diabetes do tipo 2 sdo doengas cronicas com alto indice de
prevaléncia no mundo todo e estdo intimamente associadas ao desenvolvimento
da sindrome metabdlica. Logo, a compreensao da etiologia e fisiopatologia
dessas doencas € importante para a aplicagao de estratégias profilaticas, além
da identificagdo de alvos terapéuticos. Por exemplo, as enzimas lipase
pancreatica e a-amilase estdo envolvidas na modulacdo de lipidios e
carboidratos, respectivamente. O presente trabalho teve por finalidade sintetizar
derivados da Boc-alanina com variagao isomérica (L, D, e D, L) conjugados aos
derivados alquilados da N-piperazina e, posteriormente, avaliar a acdo destes
através de um ensaio in vitro frente a lipase pancreatica e a-amilase, por meio
da espectrofotometria. Foram sintetizados oito derivados da Boc-alanina
conjugados aos derivados alquilados da N-piperazina, dentre eles, quatro L-
enantidbmeros, dois D-enantidmeros e duas misturas racémicas, sendo estes
estruturalmente, compostos inétidos. Todos apresentaram efeito sobre as
enzimas lipase pancreatica e a-amilase, destaque para os compostos 3b (L), 3¢
(L) e 4b (D) que apresentaram valores de IC50: 26,48 + 4,04; 96,20 + 2,04 ¢ 12,68
+ 1,53 yg/mL, respectivamente, sendo estes, inferiores ao do Orlistate (295,30 +
11,22 yg/mL). Para os ensaios da a-amilase destaque para o composto 4b (D)
que apresentou valor de IC50 de 134,50 £ 1,55 pg/mL, valor este, inferior ao da
Acarbose (448,30 + 13,26 pg/mL). Portanto, os resultados demonstraram que os
derivados da Boc-alanina foram capazes de inibir a atividade da lipase e a-
amilase. O composto 4b foi efetivo para ambas as enimas, representando um
agente terapéutico promissor para o controle do impacto das desordens

metabdlicas, inclusive da sindrome metabdlica.

Palavras-chave: Derivados da Boc-alanina. Lipase pancreatica. a-amilase.

Obesidade. Diabetes tipo 2. Sindrome Metabdlica.



ABSTRACT

Obesity and type 2 Diabetes are chronic diseases with a high prevalence rate
worldwide and are closely associated with the development of metabolic
syndrome. Therefore, the understanding of their etiology and pathophysiology of
these diseases is important for the application of prophylactic strategies, in
addition to the identification of therapeutic targets. For example, pancreatic lipase
and a-amylase enzymes are involved in the modulation of lipids and
carbohydrates, respectively. This present work aimed to synthesize Boc-alanine
derivatives with isomeric variation (L, D, and D, L) conjugated to the alkylated
derivatives of N-piperazine and, subsequently, to evaluate their action through an
in vitro assays against pancreatic lipase and a-amilase enzymes, through
spectrophotometry. Eight derivatives of Boc-alanine were synthesized in
conjunction with the alkylated derivatives of N-piperazine, among them, four L-
enantiomers, two D-enantiomers and two racemic mixtures, these being
structurally, new compounds. All of them had an effect on the pancreatic lipase
and a-amylase enzymes, with emphasis on compounds 3b (L), 3¢ (L) and 4b (D)
that presented IC 50 values: 26,48 + 4,04; 96,20 + 2,04 and 12,68 + 1,53 ug/mL,
respectively, which are lower than that of Orlistat (295,30 + 11,22 ug/mL). For the
a-amylase tests, the highlight was compound 4b (D), which presented an IC50
value of 134,50 = 1,55 pg/mL, which is lower than that of Acarbose (448,30 +
13,26 ug/mL). Therefore, the results demonstrated that Boc-alanine derivatives
were able to inhibit lipase and a-amylase activity. Compound 4b was effective for
both enzymes, representing a promising therapeutic agent for controlling the

impact of metabolic disorders, including metabolic syndrome.

Keywords: Boc-alanine derivatives. Pancreatic lipase. a-amylase. Obesity.

Diabetes. Metabolic Syndrome.
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1 INTRODUCAO

As enzimas digestivas sdo produzidas e secretadas pelo sistema
gastrointestinal para degradar gorduras, proteinas e carboidratos, realizar a
digestdo e, posteriormente, a absorgdo de nutrientes (IANIRO et al, 2016).
Especificamente, a a-glicosidase e a-amilase sao as principais enzimas
envolvidas na hidrolise de carboidratos e a lipase pancreatica de lipidios
(ERCAN; EL, 2016).

A a-amilase € uma enzima essencial do sistema digestivo, pois catalisa o
passo inicial da hidrélise do amido, degradando-o em uma mistura de
oligossacarideos menores - maltose, maltotriose e a-(1-6) e a-(1-4) oligoglicanos
- e estes por sua vez, sofrem agao das a-glicosidases que os degradam ainda
mais em glicose, e que por absorgéo, entra na corrente sanguinea, em seguida,
a degradacao prossegue rapidamente levando ao aumento da hiperglicemia pos-
prandial (KAJARIA et al, 2013; SUDHA et al, 2011).

O controle dos niveis poés-prandiais de glicose no plasma €& muito
importante no tratamento precoce do Diabetes (TAN; CHANG; ZHANG, 2017).
Logo, inibidores da a-glicosidase e da a-amilase s&o capazes de atrasar a
absorgao e, consequentemente, a digestdo de carboidratos, diminuindo assim,
as quantidades de glicose pos-prandial (OBOH et al, 2016; TASLIMI et al, 2018).
Acarbose, Voglibose e o Miglitol sdo inibidores da a-amilase e usados no
tratamento do Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (RAFIQUE et al, 2020).

Outra enzima digestiva importante é a lipase pancreatica, isso porque, ela
desempenha um papel fundamental na digestdo e absorgcao de gorduras, sendo
responsavel pela hidrélise de cerca de 50 a 70% do total de gorduras da dieta
(LIM et al, 2014). Consequentemente, a inibicdo dessa enzima é um passo
importante para a prevengao da obesidade e de doengas também relacionadas
a obesidade (OMBRA et al, 2018).

Um inibidor comumente utilizado é o Orlistate, um medicamento
comercializado e aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para perda
de peso (GLISAN et al, 2017).
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A obesidade é um contribuinte patogénico dominante para o diabetes,
doengas cardiovasculares e a combinagdo desses fatores de risco, para a
sindrome metabdlica (SM), que é caracterizada por um conjunto de condig¢oes,
incluindo aumento de agucar no sangue e/ou pressao arterial, excesso de
gordura corporal e niveis anormais de colesterol ou triglicerideos. Além de estar
intimamente ligada a obesidade e ao sedentarismo, bem como, a resisténcia a
insulina (HUNG et al, 2017).

Nesse contexto, o historico familiar de doencas metabdlicas, o estilo de vida
sedentario e a ingestdo excessiva de alimentos altamente caléricos constituem
os principais fatores de risco relacionados ao desenvolvimento da SM
(FERNANDO et al, 2020).

Nota-se que, todos esses disturbios estao interligados, logo, os fatores de
risco também estdo relacionados, e uma das estratégias adotadas para o
gerenciamento desses disturbios, esta na redugdo e/ou no controle desses

fatores, abrangendo, portanto, todo o universo dessas desordens.

Visto que, o Orlistate apresenta muitos efeitos colaterais, como
esteatorreia, inchago, manchas oleosas, urgéncia fecal, incontinéncia fecal, além
de efeitos adversos hepaticos (DUARTE et al, 2020). Somado a isso, os efeitos
indesejaveis atribuidos ao uso da Acarbose, Voglibose e do Miglitol, como

flatuléncia, inchaco, dor de estdmago e diarreia (BUKHARI, 2017).

Logo, ha uma necessidade no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos. Desta forma, este trabalho abordou como uma das estratégias para
a diminuigdo do impacto desses disturbios, a busca de novos agentes que
possam apresentar influéncia nas atividades das enzimas lipase e a-amilase,
podendo representar possivelmente, novos inibidores. O estudo direcionou-se

na sintese de derivados da alanina, com base na sua quiralidade.

BLASKOVICH (2016) destaca que os aminoacidos tém desempenhado um
papel significativo na descoberta moderna de farmacos, pois, possuem um bloco
de construgdo disponivel com dois grupos funcionais, que podem ser
modificados quimicamente (via acilagéo, alquilagdo ou amidagéo), com um ou

dois elementos de diversidade diretamente no mesmo centro estereogénico.
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De maneira geral, a quiralidade pode ser definida como o potencial de uma
molécula ocorrer em duas formas assimétricas que sao imagens invertidas nao
espelhadas umas das outras sem alterar a composi¢cdo atbmica, as conexdes
atomo-atomo ou as ordens de ligagéo. Esse fendbmeno geralmente ocorre devido
a uma diferenca na orientagao tridimensional dos quatro substituintes diferentes
ligados a um unico atomo central, criando o que pode ser considerado uma
versao esquerda e outra direita da mesma molécula (BROOKS; GUIDA; DANIEL,
2011). Essas duas versdes da molécula sdo conhecidas como enantidmeros
(BROOKS; GUIDA; DANIEL, 2011; NGUYEN; HE; PHAM-HUY, 2006).

Embora enantibmeros sejam constitucionalmente idénticos, existem
diferencas topoldgicas que fazem com que esses apresentem interagdes
diferenciadas com macromoléculas quirais e, portanto, desempenham atividades
biolégicas também diferenciadas (SANGI, 2016).

Derivados de aminoacidos duplamente protegidos - com uma variedade de
Boc-aminoacidos e aminas diferentes - foram sintetizados anteriormente por
nosso grupo de pesquisas (Figura 1) e avaliados em ensaios in vitro, para a

determinacao do efeito inibitorio frente a a-amilase, a-glicosidase e lipase.

Figura 1 - Derivados de aminoacidos duplamente protegidos
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A partir dos resultados observou-se que os derivados apresentaram
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influéncia significativa sobre a atividade dessas enzimas, inclusive, destacando-
se quando comparado aos inibidores de referéncia, como a Acarbose e o
Orlistate, nas condicbes de ensaio utilizadas. O estudo foi realizado no
Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Juiz de Fora, em colaboragdo com professor Dr.

Orlando Vieira de Sousa.

E assim, impulsionando a continuidade do estudo, agora explorando a
esteroquimica, e assim, abordando a sintese de novos derivados, a partir da
alanina duplamente protegida com variagao isomérica (L, D, € D, L). Observe que,
no estudo anterior foi utilizado a isoleucina e aminas e/ou diaminas alifaticas, ja
no presente estudo, a piperazina, uma diamina heterociclica, foi usada devido

suas propriedades quimicas e/ou bioldgicas ja descritas na literatura.

A alanina foi escolhida como o aminoacido protétipo, por apresentar um
centro estereogénico, e ainda, por ser estruturalmente um dos o mais simples
dentre os 20 aminoacidos existentes. O presente estudo consistiu inicialmene na
sintese dos derivados da Boc-alanina, e principalmente, na aplicagdo destes,
além da exposicdo de aspectos gerais de temas relevantes, através de uma
revisdo da literatura, que sdo essenciais para o entendimento da proposta do

trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA OBESIDADE E O PAPEL DA LIPASE
PANCREATICA

2.1.1 Obesidade

Sobrepeso e a obesidade sado definidos pelo o acumulo anormal ou
excessivo de gordura que pode representar um risco a saude, e sao
caracterizados pelo o indice de Massa Corporal (IMC) (CHU et al, 2018), que é
calculado pela a razao entre o peso corporal em quilogramas (Kg) e o quadrado
da altura em metros (m?) (CHOOI; DING; MAGKQOS, 2019).

Em adultos, as diretrizes atuais da OMS define a faixa normal de IMC entre
18,5 a 24,9, enquanto um IMC = 25 kg/m? é considerado sobrepeso e um IMC 2
30 kg/m? é classificado como obeso, e obesidade grave definida com IMC = 40
kg/m? (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019). Uma tendéncia crescente na
prevaléncia da obesidade desde o inicio da década de 1980 representou uma

carga significativa para saude em todo o mundo (INOUE et al, 2018).

A obesidade é uma doencga multifatorial que resulta do desequilibrio
energético, ou seja, quando o gasto energético € menor que 0 consumo
energético da dieta (ALMASRI, 2020), e o excesso de energia € convertido em
triglicerideo, que é armazenado no tecido adiposo, resultando em aumento da

gordura corporal e, portanto, ganho de peso (ADEYEMI et al, 2020).

Nota-se que, muitos fatores incluindo a genética, epigenética e fatores do
estilo de vida, tém sido implicados na patogénese da obesidade. A interagéo
desses fatores pode variar ao longo do tempo e entre os individuos (LONGO et
al, 2020). E ainda, estar relacionada a muitas doengas com risco de vida,
incluindo Diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiacas, hipertensdo, céancer
(BLUHER, 2019; SHEIKHPOUR et al, 2020).

Além disso, esta associada a aceleragao do processo de envelhecimento,
reducdo da longevidade, depressédo e redugdo da qualidade de vida
(SHEIKHPOUR et al, 2020). Em pessoas com obesidade, foi relatado o acumulo
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de dano no DNA e sugerido que esse dano esteja envolvido no desenvolvimento
de doencas relacionadas a obesidade (WLODARCZYK; NOWICKA, 2019). E
recentemente, foi descrito que a obesidade aumenta exponencialmente o risco
de mortalidade dos pacientes com Coronavirus 2 da Sindrome Respiratéria
Aguda Grave (SARS-Cov-2) (PETRAKIS et al, 2020).

A fisiopatologia distinta entre as pessoas com obesidade resulta de
potentes mecanismos homeostaticos que impedem a perda e promovem o
ganho de peso e, esses mecanismos alterados podem explicar o porqué de
comportamentos em curto prazo ou intervengdes médicas frequentemente nao
serem suficientes para a perda de peso (BLUHER, 2019). A homeostase do peso
corporal envolve o eixo intestino-cérebro, um sistema complexo e altamente
coordenado de horménios periféricos do apetite e regulagdo neuronal mediada
centralmente (LEAN; MALKOVA, 2016).

Existem muitos horménios envolvidos na regulacdo e fisiopatologia da
obesidade e, os principais hormonios reguladores sao: Grelina, Adiponectina,
Colecistocinina (CCK), Leptina, Peptideo YY (PYY) e o GLP-1 (Glucagon-like
peptide). A grelina é um hormdnio peptidico circulante derivado do estdmago, é
0 unico hormdnio orexigénico de acgao periférica conhecido, e é responsavel por
estimular o apetite (KAILA; RAMAN, 2008).

Todos os outros estéo relacionados com a saciedade. De maneira geral, a
adiponectina leva a uma sensibilizagdo corporal total a insulina sem alterar a
quantidade circulante de insulina (MCCAFFERTY:; HILL; GUNN, 2020). A CCK
€ produzida principalmente nas células L do duodeno e intestino delgado, em
resposta a alimentagdo, regula o esvaziamento gastrico; além de, afetar a
motilidade gastrointestinal, e ter fungdo secretora exdcrina de enzimas
pancreaticas e da vesicula biliar (ADAMSKA et al, 2014).

A leptina € um polipeptideo de 16 kDA produzida principalmente nos
tecidos adiposos brancos e secretado na circulagao. Seus niveis circulantes sdo
proporcionais a massa de gordura corporal, servindo assim como um sinal de
adiposidade do estoque total de energia corporal, logo, € necessaria para a

manutengdo da homeostase energética e do peso corporal (ZHOU; RUI, 2013).
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Como o PYY possui liberacdo pés-prandial pelas células L intestinais,
acredita-se que esse peptideo seja um sinal da saciedade, que ajusta seu efeito
para reduzir a ingestao de alimentos (HOLZER; REICHMANN; FARZI, 2012). Os
efeitos fisiolégicos do hormoénio gastrointestinal GLP-1 sdo a melhoria do
controle glicémico, bem como uma redugao do apetite e, consequentemente, a
ingestao de alimentos (EVERS et al, 2017). Os principais mecanismos de agao
do GLP-1 envolvem o estimulo da secrecédo de insulina pelas células 8 nas
ilhotas de Langerhans e a inibicdo da secrecdo de glucagon pelas células a
(ADAMSKA et al, 2014).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) relatou que em 2016, 18% das
criangcas e adolescentes e 39% dos adultos (aproximadamente 1,9 bilhdo)
apresentavam sobrepeso ou obesidade, e isto por sua vez, € um importante fator

de risco para o desenvolvimento da sindrome metabdlica (HUANG et al, 2020).

Além disso, ha uma estimativa que o numero de adultos com 18 anos ou
mais com sobrepeso ou obesidade seja elevado para aproximadamente 3,3
bilhdes até 2030 (cerca de 1,7 vezes) e de acordo com essa tendéncia atual, o
O6nus econOmico da obesidade (custos diretos e indiretos de assisténcia médica,
incluindo monitoramento da saude, suplementos nutricionais e gerenciamento

cirargico) deve crescer a cada ano (KIM et al, 2016).

Apesar das melhorias na compreensao da fisiopatologia e do aumento do
numero de terapias para a obesidade, sua prevaléncia continua crescente, isso
pode estar relacionado ao fato de ser uma doenca multifatorial, e que requer
diferentes formas de tratamento entre eles: ndo farmacologico que inclui,
intervengdes alimentares e/ou atividade fisica, e ainda, modificagcao
comportamental além do tratamento farmacolégico (MCCAFFERTY; HILL;
GUNN, 2020).

A Tabela 1 representa os principais medicamentos antiobesidade
atualmente utilizados: Lorcaserina, Fentermina+Topiramato, Naltrexona+
Bupropiona e o Liraglutido, recentemente aprovados nos EUA (OH, 2019;
SINGH; SINGH, 2020) e na Europa. No entanto, podem causar varios efeitos
adversos (MARRELLI; STATTI; CONFORTI, 2020).
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Tabela 1 - Exemplos de medicamentos antiobesidade

Medicamento Mecanismo Efeitos adversos

Complicacoes

Disturbios
Gastrointestinais (Gl);

Orlistate Inibidor da} I_|pase
pancreatica
Dor de cabecga,
tontura, boca seca,
nausea;

Agonista de 5HT*
(*receptor especifico de
Serotonina)

Lorcaserina

Parestesia, tontura e
(Gl);

Fentermina+
Topiramato

Simpaticomimético
e antiepilético

Antagonista e

. . Nausea, dor de
antidepressivo

Naltrexona/

Bupropiona opidide cabeca, tontura e (Gl);
Agonista do Nausea, dor de
Liraglutido gGLP-1 cabeca, hipoglicemia,

(Gl) e fadiga;

Insuficiéncia
hepatica, nefropatia;

Sindrome da
serotonina, efeitos
depressivos;
Eventos
cardiovasculares
teratogénicos;
Risco de convulséo;
evitar o uso de
alcool;
Pancreatite, suicidio,
cancer na tireoide,
insuficiéncia renal;

Fonte: Adaptado de MCCAFFERTY; HILL; GUNN (2020).

2.1.2 A lipase pancreatica

A lipase pancreatica (triacilglicerol hidrolase; EC 3.1.1.3) € uma
glicoproteina de 50 KDA (KAWAGUCHI et al, 2018) composta por uma cadeia
polipeptidica de 449 aminoacidos dobrada em dois dominios estruturais: um
dominio N-terminal maior (residuos 1-336) € um dominio C-terminal menor
(residuos 337-449) (ACHOURI et al, 2020).

O dominio N-terminal pertence as dobras a/B-hidrolase e contém a triade
catalitica formada por Serina (Ser), Acido aspartico (Aps) e Histidina (Hist). J& o
dominio C-terminal permite a interagcdo com a coenzima anfifilica, denominada
de colipase, e essa interagao facilita a ancoragem entre a enzima e a interface
oleo/agua (MUKHERJEE, 2014).

E considerada uma enzima essencial para a hidrélise de triglicerideos no
trato gastrointestinal (HUANG et al, 2020). A lipdlise descreve a hidrolise de
triacilglicerois (gorduras) e por ser um ciclo catalitico é capaz de fornecer acidos
graxos livres (AGLs) de acordo com a necessidade metabdlica e os remover
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quando estdo em excesso. Os AGLs sdo essenciais como substratos para a
producdo de energia e a sintese da maioria dos lipidios, incluindo lipidios de
membrana e os envolvidos na sinalizagao celular (ZECHNER et al, 2012). Dos
principais constituintes gordurosos da dieta, 90% s&o triacilglicerideos (éster
derivado de uma unica molécula de glicerol e trés acidos graxos), e para serem
absorvidos devem ser hidrolisados (BUCHHOLZ; MELZIG, 2015).

A degradagéo da gordura pela lipase lingual é muito pequena e a hidrolise
em acidos graxos livres e monoacilglicerol é realizada por agédo da lipase gastrica
(decomposicao de 10-30%) e da lipase pancredtica (50-70%) no trato
gastrointestinal e no intestino delgado. Posteriormente, o colesterol e a
lipoproteina s&o formados no corpo, e as particulas mistas de lipidios, com acido
biliar, sdo absorvidas pelo intestino delgado e ocorre a re-sintese do triacilglicerol

armazenando na forma de energia no tecido adiposo (LIU et al, 2020).

A lipase utiliza a colipase, como cofator, para facilitar a atividade lipolitica,
a fosfatidilcolina inibe o complexo substrato-lipase e, a colipase reverte essa
inibicdo, permitindo a interacdo entre a lipase e a superficie do substrato,
estabilizando sua conformacéao (LUNAGARIYA, 2014).

O mecanismo lipolitico (Esquema 1) envolve a interagdo do residuo com
carga negativa do Asp com o residuo His, e este atuara como uma base que
pode remover um préton do grupo hidroxil do sitio ativo Ser. E a nucleofilicidade
do residuo hidroxil da Ser é aprimorada, atacando o grupo carbonila do
acilglicerol formando um intermediario tetraédrico (acil-enzima), que ¢é
estabilizado por um "oxaniénico" (MENDES; OLIVEIRA; DE CASTRO, 2012).

Em seguida, ocorre uma desacilagao que é controlada pela nucleofilicidade
das moléculas que estado na interface, nesse processo, um nucledfilo (H20) ataca
a enzima acilada, promovendo a liberagdo do acido graxo de cadeia longa e

regeneracgao do sitio catalitico (REIS et al, 2009).

Esquema 1 - Mecanismo catalitico da lipdlise mediado pela lipase
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Fonte: Adaptado de MENDES; OLIVEIRA; DE CASTRO (2012).

As lipases sao adaptadas para operar nas interfaces de sistemas bifasicos,
fendbmeno conhecido como ativacao interfacial, em que a caracteristica do
substrato € um agregado de moléculas de éster, micelas ou filme
monomolecular, que interagem com o meio aquoso (MENDES; OLIVEIRA; DE
CASTRO, 2012). Os locais ativos da enzima s&o protegidos do solvente por uma
estrutura movel, uma “tampa” ou “aba”, que é deslocada apds a interagédo com o
substrato na interface 6leo/agua, a fim de obter uma conformacgédo da enzima
ativa com o centro catalitico acessivel aos substratos (ALBAYATI et al, 2020;
LOTTI; ALBERGHINA, 2007).

O processo inicia-se com a adsorcao da enzima soluvel em agua (E) na
interface oleo/agua levando a enzima a um estado energético mais favoravel
(E*), posteriormente, a enzima presente na interface se liga ao substrato (S),
resultando na formagdo de um complexo enzima-substrato (E*S), apdés o
processo catalitico bidimensional o produto (P*) é gerado e solubilizado na fase

aquosa (REIS et al, 2009). Resumidamente:
K1

E+S < ES —> E+P
K-1

2.1.2.1 A inibicdo da lipase pancreatica e seus efeitos
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A lipase pancreatica € considerada um modulador primario do metabolismo
lipidico e o alvo mais adequado de agente antiobesidade, a inibicdo dessa
enzima reduz a absorgéo de lipidios por meio de mecanismo gastrointestinais,

sem alterar nenhum mecanismo central (PARK et al, 2019).

O Oirlistate, aprovado em 1999 pelo FDA, € o unico medicamento
antiobesidade de acao periférica (OH, 2019). Por muitos anos, foi o uUnico
medicamento usado a longo prazo, trata-se de um potente inibidor da lipase, com
capacidade de impedir a absor¢do de gordura da dieta em aproximadamente
30%. Entretanto, possui muitos efeitos colaterais, como diarreia, incontinéncia
fecal, flutuléncia e inchago (MARRELLI; STATTI; CONFORTI, 2020).

De acordo com RAJAN et al (2020) exerce seu efeito ao ligar-se covalente
e irreversivelmente ao sitio ativo da lipase pancreatica e formar um complexo
estavel, e este por sua vez, induz a alteracdo conformacional dessa enzima,
expondo assim o sitio catalitico (Esquema 2). Sua eficacia esta associada a sua
estrutura anfifilica, podendo ser encontrado na interface 6leo/agua e em micelas
mistas com surfactantes (BENAROUCHE et al, 2014).

Esquema 2 - Mecanismo de acao do Orlistate sobre a lipase
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Fonte: Adaptado de BENAROUCHE et al (2014).

O anel B-lactona do Orlistate sofre um ataque nucleofilico pelo residuo de

serina do sitio ativo da enzima, levando a formag¢ao do complexo covalente acil-
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enzima de longa duragcédo, em seguida, este sofre uma hidrélise liberando a
enzima e fornecendo como produto o acido B-hidroxi carboxilico
(BENAROUCHE et al, 2014).

2.2 ASPECTOS GERAIS DO DIABETES E O PAPEL DA a-AMILASE
PANCREATICA

2.2.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) é um disturbio metabdlico complexo cuja principal
caracteristica clinica diagndstica € hiperglicemia (ZACCARDI et al, 2016) crénica
acompanhada de maior ou menor comprometimento do metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas (BAYNES, 2015).

Pode ser classificada principalmente em diabetes mellitus tipo 1 (DM T1) e
diabetes mellitus do tipo 2 (DM T2), o DM T1 esta tipicamente associado a uma
falha na producgao de insulina resultante da destruicdo de células B pancreaticas
por autoimunidade mediada por células T. Por outro lado, o DM T2 é
caracterizado pela resisténcia a insulina e a reducéo de sua producao (TAN et
al, 2019).

De acordo com a Federagdo Internacional de Diabetes (IDF), estima-se
atualmente que o numero de pessoas com diabetes seja em torno de 425
milhdes, e com a previsdo de aumento para 629 milhdes até 2045, e esse
numero esta aumentando acentuadamente em paises de baixa e média renda
(AZHARUDDIN et al, 2020).

O DM T2 representa aproximadamente 90% do total de casos (BAYNES,
2015; SAEEDI et al, 2019). Com uma tendéncia crescente, que pode ser
atribuida ao envelhecimento da populagao, a um rapido aumento da urbanizagao
e de ambientes obesogénicos, além isso, nota-se um crescente numero de
adultos jovens com DM T2 nos ultimos anos; o indice de DM T1 também é
crescente devido a uma melhor sobrevivéncia (em algumas populagdes) de

pessoas com diabetes, pois contam com uma deteccdo precoce e melhor
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controle da doenca (SAEEDI et al, 2019).

O DM T1 é um disturbio cronico causado por niveis insuficientes de insulina
como resultado da destruicdo autoimune de células B pancreaticas. O inicio da
doenca geralmente ocorre na infancia, mas também pode ocorrer na fase adulta,
e esta entre as doengas cronicas mais frequentes em criancas (TAHERI et al,
2020).

Sua etiologia pode estar relacionada com uma predisposigcdo genética
ligada ao antigeno especifico leucocitario humano (HLA) e aos alelos (DR e DQ)
(KHURSHEED et al, 2019). Estes estdo presentes em cerca de 90% dos
pacientes com DM T1, um ou mais fatores ambientais levam ao reconhecimento
de componentes das células B como autoantigenos que o sistema imunolégico
reconhece erroneamente como estranhos, levando a um ataque autoimune,
esses autoantigenos sdo apresentados pelos principais complexos de
histocompatibilidade (MHC) | e Il das células apresentadoras de antigenos
(APCs) as células T autorreativas diabetogénicas (GIWA et al, 2020).

As células TCD** autorreativas estimulam APCs, incluindo células B a
produzirem autoanticorpos de alta afinidade contra células B, essas células
também ajudam as células TCD?" diabetogénicas a adquirir atividade citolitica e
atacar as células 3 através da liberagdo de citocinas (incluindo TNF-a e IFN-y).
Estas, por sua vez, também estimulam os macrofagos e outras células a danificar
ainda mais as células B, produzindo um loop de feedback positivo (GIWA et al,
2020).

Como o DM T1 é uma doenca crénica que leva a completa perda de insulina
devido a destruicao das células B, a de reposicao de insulina é atualmente a

opgao terapéutica de primeira linha para o seu tratamento (PATHAK et al, 2019).

O DM T2 esta principalmente ligado a resisténcia a insulina, e a obesidade
€ um dos fatores que pode desencadear essa resisténcia (TAN et al, 2019; YE,
2013).

Isso estd associado a circulagdo de acidos graxos nao esterificados
(AGNE) em um ambiente com condigdes hiperglicémicas podendo levar a

expressao reduzida do gene da insulina. Além disso, lipoproteinas de baixa
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densidade (LDL) que sofrem oxidagdo podem diminuir a expressao da pré-pro-
insulina das células B, enquanto as lipoproteinas de densidade muito baixa

(VLDL) podem induzir a apoptose dessas células (TAN et al, 2019).

Na obesidade, ha uma inflamacao crénica e de baixo grau que esta
envolvida na patogénese de varias doengas crénicas, como exemplo, o DM T2
(YE, 2013). O tecido adiposo visceral (IVA) esta intimamente ligado a uma
incidéncia crescente de resisténcia a insulina e a uma alta producdo de
adipocitocinas pro-inflamatérias. Assim, observar-se que o excesso caldrico
cronico causa um aumento da massa de gordura visceral devido a hipertrofia de
adipocitos e hiperplasia dos precursores dos adipdcitos, consequentemente,
esses adipocitos liberam a proteina quimioatraente de mondcito 1 (MCP-1) e o
TNF-a, que modulam uma resposta inflamatdéria no tecido adiposo
(ORMAZABAL et al, 2018).

O MCP-1 inicia a migracdo de mondcitos para o IVA e promove sua
diferenciacdo em macréfagos, e estes por sua vez, secretam grandes
quantidades de TNF-a, aumentando a lipdlise e reduzindo o transporte de glicose
estimulado pela insulina; a biossintese de triglicerideos e 0 armazenamento de
adipdcitos, resultando em um aumento nos niveis circulantes de triglicerideos.
Este evento pode resultar na deposicao lipidica ectdpica de espécies de acidos
graxos toxicos (ou seja, diacilglicerol, ceramida) em tecido extra-adiposo
(ORMAZABAL et al, 2018).

Para alcancar um bom controle metabdlico do diabetes e manté-lo em
longo prazo, é necessaria uma combinacao de fatores que incluem mudancgas
no estilo de vida (alimentacdo e/ou atividade fisica), além da introdugdo da
farmacoterapia (MARIN-PENALVER et al, 2016). A Tabela 2 representa os

principais agentes antidiabéticos e suas respectivas acoes e efeitos.

Tabela 2 - Exemplos de medicamentos antidiabéticos

Medicamento(s)

Mecanismo de acao
(Classe) ¢

Efeitos/complicacoes
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Nausea, vomito ou diarreia

Sensibilizagéo a insulina  (alteragdes de eletrolitos/ pH);
(ativagéo da expresséo do deficiéncia de vitamina B2,
receptor de insulina) que pode causar anemia e
neuropatia;

Metformina (Biguanida)

Infeccao do trato

Lingliptina, Sitagliptina, . ~ o .
Vidagliptina, Saxagliptina '”'b'ga%g%ﬁ?:ada%o respiratorio superior por

(Inibidores da DPP-4) pancreatite;

Aumento do risco de
doenca cardiovascular (em
geral, devido a
hipoglicemia);

Aumenta a secrec¢ao de
insulina no pancreas,
bloqueando os canais de

Glimepirida, Glicazida
(Sulfonilureias)

K*aTp
o Sensibilizagéo a insulina Tefapla comblnada com
Pioglitazona (aumento da captagao de insulina exégena pode
(Tiazolidinediona) glicose nos tecidos adiposo, causar insuficiéncia
muscular e hepatico); cardiaca;

Fonte: Adaptado de CHAUDHURY et al (2017).

A Metformina € o medicamento de primeira escolha para o tratamento de
DM T2, enquanto as Sulfonilureias, em geral, sdo de segunda escolha (MARIN-
PENALVER et al, 2016), entretanto, podem ser recomendadas como primeira
opgao, caso o paciente ndo seja obeso ou sensivel a insulina. A Tiazolidinediona
(TZD) pode ser como estratégia de tratamento de segunda ou terceira linha,
porém, ndo é muito utilizada por causa de seus efeitos colaterais (KHURSHEED
et al, 2019).

Inibidores da dipeptidil peptidase 4 (DDP-4) podem ser usados em
monoterapia/combinados a Metformina, Sulfonilureias ou TZD (CHAUDHURY et
al, 2017). Os inibidores do cotransportador de sédio e glicose (SGLT2)
(Canagliflozina, Dapagliflozina) sdo novos agentes que atuam bloqueando a

reabsorcéo de glicose no sangue pelos rins (KHURSHEED et al, 2019).

2.2.2 A a-amilase pancreatica

A a-amilase € uma metaloenzima que contém o ion célcio (Ca*?) (HAMEED

et al, 2019; SHAMIM et al, 2020) composta por 512 aminoacidos em uma unica
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cadeia de oligossacarideos com massa molecular de 57,6 kDA, (SOUZA;
MAGALHAES, 2010), pertencendo a familia dos glicosideos hidrolases 13
(GH13) (YOUSUF et al, 2020). Esta famlia também é conhecida como “familia
a-amilase”, cuja principal caracteristica estrutural € o centro catalitico em forma
de barril (B/a)s, outras enzimas de importancia biolégica também fazem parte
dela, como por exemplo, a a-glicosidase (JANECEK; SVENSSON;
MACGREGOR, 2007).

Estruturalmente, a a-amilase apresenta trés dominios caracteristicos: A, B
e C, sendo o dominio A aquele que contém os residuos cataliticos e € o dominio
mais conservado, com uma estrutura em forma de barril (8/a)s composto por oito
folhas B paralelas em cadeia cercadas por oito hélices a, ja o dominio B esta
inserido entre a terceira cadeia 3 e a terceira hélice a do barril (B/a)s; enquanto
o dominio C se dobra em oito fitas 8 antiparalelas, e esta conectado ao dominio
A por loops. O sitio ativo localiza-se em uma cavidade aberta entre os dominios
A e B, contendo um acido carboxilico invariavelmente (Asp206, Glu230 e
Asp297), sendo essencial para a catélise, atuando como nucledfilo e como acido
geral e estabilizador do estado de base e de transicdo, respectivamente
(SARIAN et al, 2017).

Cada aminoacido possui uma fungao: o Asp206 situado no 84 do barril
(B/a)s atua como um nucledfilo catalitico, o Glu230 localizado em 85 € um doador
de préotons e o Asp297 (em B7) € responsavel por estabilizar o estado de
transicdo durante a catdlise. Os ions Ca?* estdo associados em manter a
integridade estrutural e a conexdo entre os dominios A e B, e podem ainda
interagir com ions de Ca?' livres aumentando a taxa catalitica e/ou
termoestabilidade (PINTO; DORN; FELTES, 2020).

O amido é a maior fonte de carboidratos para os seres humanos e consiste
em dois tipos de moléculas: amilose (polimero linear de unidades de a-D-glicose
unidas por ligagcoes a-1,4) e amilopectina (polimero ramificado de mondémeros
de a-D-glicose unidas por ligagbes a-1,4 e a-1,6). Inicialmente a a-amilase
salivar age de maneira bastante eficiente sobre o amido, mas é rapidamente
degradada no ambiente acido do estbmago, desta forma, a maior parte da

hidrélise é realizada pela amilase pancreatica, que € liberada no intestino
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delgado, a a-amilase (1,4 a-D-glicano hidrolase, E.C.3.2.1) degrada o amido
(ataque endo) nas ligagbes a-(1,4) em polimeros (amilose e amilopectina). Os
produtos finais dessa hidrolise sao principalmente maltose, maltotriose e
maltotetraose (SINGH; DARTOIS; KAUR, 2010).

Portanto, as enzimas que removem os residuos de carboidratos por
hidrolise de ligagdes glicosidicas sdo chamadas de glicosideo hidrolases (GHs)
(SHAMSI KAZEM ABADI et al, 2017).

A clivagem da ligagéo glicosidica envolvendo a ou B-glicosidases pode
ocorrer por dois mecanismos via substituicdo nucleofilica biomolecular (Sn2)
direta por molécula de agua no carbono anomérico C-1 da glicose, com inversao
de estereoquimica (I) ou por Sn2 com formagao de intermediario covalente, que
resulta em retencdo de configuragao (Il) (Esquema 4) (MELO; CARVALHO,
2006).

Esquema 3 - Proposta de mecanismo da hidrdlise da ligagao glicosidica
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Fonte: Adaptado de MELO; CARVALHO (2006).

No mecanismo |, um grupo carboxilico age como acido e outro como base,
em |l, um grupo de acido carboxilico age como acido e base e o outro, como

nucledfilo. No entanto, algumas evidéncias tém sugerido a geragao de ion no



36

estado de transicdo, pelo mecanismo Sn1, com participacdo de ambos os
aminoacidos do sitio catalitico contendo grupos carboxilicos, com clivagem da
ligagdo entre o carbono anomeérico e o oxigénio glicosidico, gerando espécies
carregadas positivamente, como carbocation (A) e ion oxocarbénio (B). O estado
de transig¢ao é caracterizado pela orientagdo pseudo-axial da ligagédo C-O a ser
quebrada e conformacao distorcida “skew” (MELO; CARVALHO, 2006).

Esquema 4 - Formacgéo do carbocation (A) e do ion oxocarbénio (B) durante a

clivagem da ligacao glicosidica pela agéo de glicosidases
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Fonte: Adaptado de MELO; CARVALHO (2006).

2.2.2.1 A inibigdo da a-amilase e seus efeitos

A amilase pancreatica humana é a principal enzima responsavel pela
digestao do amido e, portanto, um alvo importante para a regulagao da glicemia
pos-prandial (XIE et al, 2020). Os inibidores dessa enzima podem ser usados
para no tratamento do diabetes tipo 2 (YOUSUF et al, 2020) e também da
obesidade (HAMEED et al, 2019).

Por exemplo, a Acarbose (Figura 2A) constituida por uma molécula de
maltose ligada ao grupo acarviosina, a valienamina (ciclitol insaturado). As
porcoes 4,6-didesoxiglicose estao ligadas através de um atomo de nitrogénio (N)
(LI et al, 2005).

Pode ser obtida através de um processo de fermentacédo do Actinoplanes
sp, sendo responsavel por atrasar a produgdo de monossacarideos,

principalmente a glicose, uma vez que inibe a acdo da a-amilase. Isso pode
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ajudar a melhorar a resisténcia a insulina e o controle do indice glicémico
(SELLAMI et al, 2017). Apesar de sua eficiéncia, € comum relatos de efeitos

colaterais, como flatuléncia, dor abdominal e diarreia (YOUSUF et al, 2020).

A Figura 2A destaca a estrutura da acarviosina e as trés caracteristicas que
a distinguem da maltose equivalente, que incluem uma espécie de anel
insaturado distorcido, um grupo metil no lugar do grupo hidroximetil exociclico, e
uma ligagao glicosidica ligada ao N. Além disso, os subsitios (-1 e +1) de ligacéo
no sitio ativo da a-amilase foram identificados de acordo com a convencao
indicados na (Figura 2B), e ainda, a Figura 2C destaca o modo de ligacao

esperado para um substrato normal do amido (LI et al, 2005).

Figura 2 - Estrutura da Acarbose e o modo de ligagao da a-amilase

Acarviosina
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Fonte: Adaptado de LI et al (2005).

Devido a presenca do nitrogénio intramolecular, a Acarbose liga-se ao local

de ligagdo normalmente ocupado pela a enzima, por exemplo, a-glicosidase, no
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carboidrato, com uma afinidade muito maior do que substrato normal. Desta
forma, a reagdo enzimatica é interrompida, pois a ligacao C-N na unidade de
acarviosina nao pode ser clivada (LI et al, 2018) e, enquanto o inibidor
permanece ligado a enzima, ndo ha hidrdlise do amido e, consequentemente, a
glicose, por exemplo, ndo é formada, logo, ndo ha absorcdo e, a cinética da

inibicdo ocorre de forma competitiva e reversivel (BISCHOFF, 1994).

2.3 ASPECTOS GERAIS DA SINDROME METABOLICA

A sindrome metabdlica (SM) é um conjunto de anormalidades clinicas que
incluem hipertenséo, resisténcia a insulina, dislipidemia, obesidade, regulagao
deficiente da glicose. Além disso, contribui para um risco aumentado de diabetes
(CICERO; COLLETTI, 2016).

Sao os principais critérios para a manifestacdo da SM de acordo com a
Federagao Internacional de Diabetes (FID): I) obesidade central (circunferéncia
da cintura 2 90 cm em homens e = 80 cm em mulheres - origem asiatica), além
de dois ou mais dos seguintes: i) pressao arterial 2130 mmHg e/ou =285 mmHg;
ii) Niveis de triglicerideos 2150 mg/dl; ii) niveis de colesterol da lipoproteina de
alta densidade 240 mg/dl para homens e 250 mg/dl para mulheres e iv) glicemia
de jejum =100 mg/dl (ANJUM; BATHLA; PANCHAL, 2019).

A SM afeta entre 20-30% da populacédo adulta na maioria dos paises, essa
taxa aumenta com a idade. Apresenta prevaléncia de 5% entre individuos com
peso normal, 22% entre individuos com sobrepeso e 60% entre obesos e, as
causas dessa sindrome sdo complexas e resultam de uma associagao entre

fatores genéticos, ambientais e epigenéticos (AWWAD et al, 2020).

A obesidade, o diabetes e a hipertensao sao doengas que estdo associadas
ao crescente numero da morbimortalidade e, portanto, a compreensdo da
etiologia e fisiopatologia destas € de grande importancia para o desenvolvimento
de estratégias preventivas e identificagao de alvos terapéuticos, uma vez que, a
fisiopatologia da SM esta associada a principalmente ao fluxo excessivo de
lipidios e a resisténcia a insulina (FERNANDO et al, 2020).
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Visto que, a obesidade abdominal é marcada por um aumento de acidos
graxos livres no sangue promove a producédo de adipocinas e citocinas pro-
inflamatodrias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6,

levando a uma inflamacéao crénica de baixo grau (AWWAD et al, 2020).

A superprodugdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos tecidos
adiposos leva a perda de sua homeostase redox e contribui para um estado pré-
inflamatdrio. A obesidade e a inflamacéao cronica associadas iniciam um estado
de resisténcia a insulina através da interrupcdo da cascata de sinalizagéo
causando um ciclo vicioso que leva ao DM T2 a médio prazo (AWWAD et al,
2020). O controle inicial da SM envolve modificagdes no estilo de vida, incluindo
atividades fisicas e controle da dieta - baixa em calorias - (CICERO; COLLETTI,
2016).

Consequentemente, a perda de peso, o controle da hiperglicemia,
dislipidemia e da hipertensao arterial, constituem em medidas que possam evitar
o surgimento do DM T2, eventos cardiovasculares e/ou outros problemas
relacionados a sindrome (AGUILAR-SALINAS; VIVEROS-RUIZ, 2019).

2.4 ASPECTOS GERAIS DOS AMINOACIDOS

Aminoacidos (AAs) sdo compostos organicos que contém os grupos
funcionais, amino (-NHz) e carboxila (-COOH), ligados a uma cadeia lateral
(grupo R) que € unica para cada aminoacido (AZAD, 2018; CANAJ et al, 2018).

Existem cerca de 500 aminoacidos naturais que podem ser classificados
de acordo com a polaridade, nivel de pH e o tipo de grupo da cadeia lateral
(alifatico, aciclico, aromatico, contendo hidroxila ou enxofre) e, os AAs com os
grupos amino e acido carboxilico ligados ao primeiro atomo de carbono séo
conhecidos como a-aminoacidos, e estes sdo importantes, pois contém os 22
AAs proteinogénicos ("construcao de proteinas"), que se combinam em cadeias
de peptideos ("polipeptideos") para formar o blocos de construgdo de uma vasta
gama de proteinas (AZAD, 2018; BISCHOFF; SCHLUTER, 2012).

Os AAS estao na forma de zwitterion na qual a amina é protonada e
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carregada positivamente (se o pH for inferior ao valor de pKa), e o &acido
carboxilico é desprotonado e carregado negativamente (pH estiver acima do
valor de pKa) (CANAJ et al, 2018).

Todos os AAS, exceto a glicina, sdo moléculas quirais. Eles existem em
duas formas assimétricas opticamente ativas (enantidmeros), um D-enantibmero
e o outro L-enantibmero (AZAD, 2018; GRISHIN et al, 2020). E estes, tém
diferentes atividades fisiolégicas e biologicas, e na natureza, prevalecem
principalmente os L-enantidmeros, que também sao chamados de aminoacidos
proteinogénicos (GRISHIN et al, 2020).

Ressalta-se que, o meio celular € uma mistura de biomoléculas
opticamente ativas (aminoacidos, carboidratos e lipidios) e a base molecular dos
processos biologicos envolve interagdes proteina-ligante, em que a maioria das
proteinas é especifica apenas para um estereoisbmero do seu respectivo
ligante/substrato e inerte para o outro (KUNCHA; KRUPARANI;
SANKARANARAYANAN, 2019).

De acordo com GHOSH; BRINDIS, 2015 composto a base de peptideos
podem ser consideradas um importante ponto de partida para a descoberta de
medicamentos, especialmente no projeto de inibidores de enzimas, devido a sua

alta afinidade e especificidade em relacao as fungdes bioldgicas.

De acordo com CASTRO et al (2020) os AAS séo interessantes compostos
na sintese organica e seu uso apresenta algumas vantagens: baixo custo (de
origem natural), facil acesso, a presengca de um/mais estereocentros, além de

uma dupla funcionalidade (por¢des amino e carboxila).

Dessa maneira, os derivados de aminoacidos parecem representar uma

alternativa para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
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Avaliar através de um ensaio in vitro a acdo dos derivados sintéticos da
Boc-alanina com variagao isomérica (L, D, € D, L) conjugados aos derivados da

N-piperazina alquilada frente as enzimas lipase pancreatica e a-amilase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Protegeral, De D, L-alanina na extremidade N-terminal com o dicarbonato
de di-tert-butila (t-Boc);

= Sintetizar e caracterizar derivados da piperazina: decanopiperazina,

tetradecanopiperazina, hexadecanopiperazina e octadecanopiperazina;

= Sintetizar e caracterizar derivados da Boc-alanina acoplados aos

derivados piperazinicos;

= Determinar e analisar o percentual de inibicdo e a IC50 dos derivados de
Boc-alanina conjugados aos derivados piperazinicos frente as atividades

das enzimas lipase pancreatica e a-amilase.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PARTE EXPERIMENTAL QUIMICA
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A sintese e analise dos compostos foram realizadas no laboratério do
Grupo de Pesquisas em Metodologias Sintéticas - GPMS (Departamento de
Quimica - Instituto de Ciéncias Exatas) Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF). Todos os reagentes e solventes utilizados para a sintese dos compostos

foram adquiridos comercialmente: Alphatec® e Sigma Aldrich®.

Este trabalho desenvolveu-se a partir de uma sintese convergente, onde
foi necessario sintetizar dois intermediarios-chave e, posteriormente, conjuga-
los. O plano de sintese (Esquema 5) resume-se em: 1) Protecédo da alanina na
por¢cao N-terminal com o grupo protetor dicarbonato de di-tert-butila (--BOC); 2)
Alquilagédo da piperazina e 3) Acoplamento dos derivados da Boc-alanina com

os derivados da N-piperazina alquilada.

Esquema 5. Sintese dos derivados: da Boc-alanina, alquilados da N-piperazina

e da Boc-alanina conjugada aos derivados alquilados da N-piperazina

Alanina Piperazina
CH3,
/—~—~——NH
H N/‘ﬁ(OH HN——/
2
o XN
Na,CO3z/Boc,O MeOH, X= Cl ou Br
H,0O/1,4-Dioxano Refluxo, 48h
o CH n 2an=9
AP /~ N 2pnsas
o N OH HN——— 2c n=15
H o 2a-d 2d n= 17
1a-c
1a L-alanina
1b D-alanina
1c D,L-alanina
1) EDC.HCI
CH,Cl, 0°C, 40 min
2) 10 mol % (+/-)-CSA
CH,Cly, t.a., 24h
3a-d 4a-b 5a-b
o CH, N/@{ L-alanina D-alanina D,L-alanina
)J\ N/>/\/ 3an=9 4a n=13 5a n=13
o N 3b n=13 4b n=15 5b n=15
H o 3c n=15
3d n=17

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.1.1 Técnicas utilizadas para a caracterizagao dos compostos sintetizados

A caracterizacdo dos compostos sintetizados foi realizada por meio das
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técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia na regido
do infravermelho (IV), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase
Estacionaria Quiral (CLAE-FEQ), Faixa de Fusdo (FF) e Espectrometria de
Massas de Alta Resolucéo (EMAR).

4.1.1.1 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H, '3C e 2D (Bidimensional) foram obtidos em
um espectrometro Bruker Avance Ill (500 MHz), com frequéncia de 500 MHz
para 'H e 125 MHz para '3C, do Departamento de Fisica do Instituto de Ciéncias
Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). As amostras foram
dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCI3), e o registro dos deslocamentos
quimicos foram expressos em & (ppm), tendo como referéncia o tetrametilsilano

(TMS) e as constantes de acoplamento dadas em Hertz (Hz). As analises dos

®

espectros foram realizadas com auxilio do programa MestReNova™ versao 6.0.

4.1.1.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (V)

Os espectros na regiao do infravermelho dos compostos sintetizados foram
obtidos em um espectrofotbmetro HYPERION 300-Infranred Microscope,
compreendendo a regiéo entre 4000 e 400 cm™!, com frequéncias de absorgéo
expressas em cm™' (“filme em NaCl”). O estudo foi realizado no Departamento
de Fisica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de
Fora. As analises dos espectros foram realizadas por meio do programa Origin

versao 8.0.

4.1.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Estacionaria Quiral
(CLAE-FEQ)

A anadlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase
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Estacionaria Quiral (CLAE-FEQ) foi realizada com trés derivados da Boc-alanina
acoplados aos derivados aos da N-piperazina alquilada (L, D e D, L). A coluna
cromatografica utilizada foi do tipo IA empacotada com particulas de 5 um. A
fase movel foi o hexano-isoprapanol, 90/10% (v/v) com fluxo da bomba de 0,5
mL min" e volume injetado de 5 uL. A andlise foi efetuada no Laboratério de

Quimica Analitica do Departamento de Quimica da UFJF.

4.1.1.4 Espectrometria de massas de Alta Resolugdo (EMAR)

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de massas
de alta resolugdo microTOF QII/ESI-TOF (Bruker Daltonics), mediante uso da
ionizagao por electrospray (ESI), a analise foi realizada na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP). As
amostras foram dissolvidas em diclorometano e submetidas para analise por
meio de bomba de infusdo (modo positivo e negativo com adi¢cdo de acido
férmico ou hidroxido de amdnio, quando necessario). Os espectros foram obtidos

no modo positivo e os valores expressos em m/z tedricos.

4.1.1.5 Faixa de Fuséao (FF)

A Faixa de Fusao (FF) foi obtida por meio do Aparelho digital MQAPF-302
Microquimica, medida em graus Celsius (°C) e foi realizada no Laboratério de

Quimica Orgénica, Departamento de Quimica da UFJF.

4.1.2 Procedimento para o preparo dos compostos

4.1.2.1 Sintese dos derivados da alanina contendo o grupo Boc

A obtencdo dos derivados da terc-butdxicarbonil-alanina seguiu o
procedimento descrito por DE CASTRO (2016). Em um baléao de fundo redondo

foram adicionados 1 equivalente do aminoacido L-alanina (24,0 mmol) e 1,4
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equivalentes de carbonato de sddio (34,0 mmol), além de agua destilada. A esta
mistura foi acrescentada uma solugédo de 1,4-dioxano (10 mL) contendo
dicarbonato de terc-butila (36,0 mmol; 1,5 equivalentes). A mistura de reacéo
permaneceu sob agitacdo magnética por uma hora a 0 °C, seguido por mais 24
horas de agitacdo a temperatura ambiente. O progresso da reacdo de
preparagao da N-Boc-L-alanina foi monitorado por CCD - silica gel - eluente
diclorometano/metanol (9:1 v/v). A revelacdo das placas cromatograficas foi

realizada empregando ninidrina como revelador.

Apos o término da reagao, a mistura foi transferida para um funil de
separacgao utilizando agua destilada e acetato de etila para remover o excesso
de dicarbonato de tert-butila na fase organica (FO). Apos ajuste do pH da fase
aquosa (FA) com solucédo de HCI 10% (m/v), a FA foi extraida com acetato de
etila (3x20mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase orgénica resultante
foi seca com sulfato de sédio, filtrada e o solvente foi evaporado sob presséo
reduzida, resultando no produto desejado, sem a necessidade de purificagao por

cromatografia em coluna.

4.1.2.2 Sintese dos derivados alquilados da N-piperazina

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 4 equivalentes de
piperazina (23,2 mmol) solubilizada em metanol (10 mL), e em seguida, foi
acrescentado 1 equivalente de brometos ou cloretos de alquila (5,8 mmol). A
reacao permaneceu durante 48 horas sob agitacao e refluxo, e monitorada por
CCD, eluente diclorometano/metanol (9:1 v/v), revelada com ninidrina. Apds o
término da reacgao, a mistura foi transferida para um funil de separacéao e a fase
organica foi lavada com solugdo saturada de NaCl, seca com sulfato de sodio
anidro e concentrada sob pressao reduzida, resultando no produto desejado,
sem a necessidade de purificagdo por cromatografia em coluna. A sintese seguiu
o procedimento descrito por DE CASTRO et al (2018).

4.1.2.3 Sintese dos derivados da Boc-alanina acoplados derivados alquilados da

N-piperazina
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A obtencgao dos derivados seguiu o procedimento descrito por CASTRO et
al (2017). Em um baldo de fundo redondo adicionaram-se 1 equivalente da Boc-
alanina (1,5 mmol), previamente preparada, 10 mL de diclorometano anidro, e
1,1 equivalente de 1-etil-3-(dimetilaminopropil) carbodiimida [EDC.HCI] (1,65
mmol). A reacdo permaneceu durante 30 minutos a 0 °C, sob agitacao.
Posteriormente, a mistura foi deixada em temperatura ambiente, sob agitacao,
quando foram acrescentados 2,5 equivalentes da N-piperazina alquilada (3,75

mmol), previamente preparada, e 10 mol % de (+/-)-acido canforsulfénico.

A reacdo permaneceu por mais 24 horas e monitorada via CCD, eluente
CH2Cl2/MeOH (9:1 v/v), revelada com ninidrina. Apdés o tempo de reacgao, foi
realizada uma extragédo do bruto de reagdo com agua destilada e diclorometano,
a fase organica foi adicionado sulfato de sddio anidro, que foi filtrada e o solvente
foi removido sob pressao reduzida. O bruto de reacao foi submetido a purificacéo
por Cromatografia em Coluna de Silica - (eluente: gradiente de CH2Cl2/MeOH

v/v).

4.2 PARTE EXPERIMENTAL BIOLOGICA

A avaliagao in vitro do efeito dos compostos sintetizados sobre a lipase
pancreatica e a-amilase foi realizada no Laboratério de Farmacologia de
Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz

de Fora, com colaboragao do professor Dr. Orlando Vieira de Sousa.

Para a avaliagao foi utilizado a técnica espectrofotométrica (Equipamento
Thermo Plate®, TP-READER). A Tabela 3 representa os reagentes, solventes e
enzimas utilizadas para a execucao dos testes biologicos in vitro fentes as

enzimas lipase pancreatica e a-amilase.

Tabela 3. Representagao dos componentes utilizados nos ensaios in vitro

Solucao Lipase a-amilase



47

Controle Orlistate (Sigma®) Acarbose (Sigma®)
Tampao TRIS-HCI (0,05 mol/L) pH 8 TRIS-HCI (0,05 mol/L) pH 7
TRITON-X 100 TRITON 0,5 % (p/v) -
Substrato p-nitrofenolpalmitato (8 mmol/L) Amido 1 %
Enzimatica Lipase pancreatica suina a-amilase pancreatica suina
(10 g/L) (1 mg/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.2.1 Determinacao da atividade inibitéria sobre as enzimas

4.2.1.1 Preparo das amostras e dos controles positivos

A partir de 2 mg da amostra, preparou-se uma solugao estoque diluida em
2 mL de dimetilsulféxido (DMSO) - Sigma Aldrich®, com o intuito de obter uma
concentracdo de 1 mg/mL. Em seguida, a solugdo foi homogeneizada até
dissolucdo completa. Foi utilizada como controle positivo da a-amilase, a
Acarbose (Sigma®) e para a lipase pancreatica o Orlistate (Sigma®), e esses
controles foram preparados na mesma faixa de concentragao das amostras (25,
50, 100, 150, 200 pg/mL).

4.2.1.2 Ensaio de inibicdo da lipase pancreatica

O ensaio in vitro seguiu o procedimento descrito por PEREIRA et al (2011).
Em um baldo volumétrico (1000mL) foi preparada uma solugdo tampéo TRIS-
HCI 0,05 mol/L (pH 8,0), contendo solugao de CaClz2 com concentracao de 0,010
mol/L e de NaCl com concentragdo de 0,025 mol/L, previamente preparadas.
Separadamente, foi preparada uma da enzima lipase pancreatica suina
(Sigma®) na concentragao de 10 g/L em tampao TRIS-HCI 0,05 mol/L (pH 8,0).



48

Em seguida, preparou-se a solugdo de TRITON-X 100 0,5 % (p/v) que foi
utilizada para o preparo da solugao substrato de p-nitrofenolpalmitato (8 mmol/L).
Posteriormente, a partir da solugao estoque de cada amostra foram preparadas
diluicbes em concentragbes crescentes (25, 50, 100, 150, 200 pg/mL)
solubilizadas em DMSO.

4.2.1.3 Ensaio de inibicdo da a-amilase

O ensaio in vitro seguiu o procedimento descrito por PEREIRA et al (2011).
Em um baldo volumétrico (1000 mL) foi preparado uma solugdo tampao TRIS
0,05 mol/L, acrescida de solugdo de CaCl2 (0,010 mol/L) e NaCl (0,025 mol/L),
preparadas previamente, ao final, a solugdo teve seu pH ajusta para 7 (pH 7). A
parte em um baldo volumétrico (250 mL) foi preparada uma solugédo de amido 1
% (substrato) em solugdo tampao TRIS 0,05 mol/L (pH 7) e, em seguida,
preparou-se uma solugdo da enzima a-amilase pancreatica suina -Sigma® (1
mg/mL) em tampao TRIS 0,05 mol/L (pH 7). Por fim, os testes seguiram o mesmo

procedimento descrito para a lipase.

4.2.1.4 Preparo da microplaca

Os ensaios foram realizados em microplacas com 96 pogos, em formato U,
com capacidade de 0,2 mL/pocgo e, para cada ensaio e amostra foi realizada uma
mistura com 100 pL da solugdo enzimatica, 50 pL da solugdo substrato e 50 uL
de amostra, a microplaca foi incubada em estufa a 37 °C, por quatro periodos de
tempo (10, 20, 30 e 40 minutos) e as absorbancias dos produtos presentes no

meio reacional foram medidas em espectrofotdmetro a 405 nm.

4.2.1.5 Determinagéo da Porcentagem (%) inibitoria e 1C50

A porcentagem de inibig&o (/%) foi obtida a partir da elaborac&o de graficos
(absorbancia versus tempo). O estudo permitiu ainda, a determinagéo da IC50 a
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partir do grafico de concentragdo versus resposta. Segundo PEREIRA et al
(2011) por meio de analises de regressao linear, pode-se determinar as
equacdes das retas, bem como, os coeficientes angulares, que foram utilizados

no calculo da inibicdo das atividades enzimaticas conforme a equacgao:
I%= 100x (A-a) — (B-b)/(A-a)
Onde:

A: valor do coeficiente angular da leitura: enzima + substrato;
a: valor do coeficiente angular da leitura: substrato;
B: valor do coeficiente angular da leitura: enzima + substrato + amostra;

b: valor do coeficiente angular da leitura: enzima + amostra.

4.2.1.6 Analise estatistica

Os testes foram realizados em triplicata e os dados obtidos expressos em
média £+ E.P.M (n=3). As anadlises foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism versao 5.0, e as diferengas estatisticas calculadas usando a
Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey em relagao ao inibidor
padrao das respectivas enzimas, e as diferencas estatisticas estabelecidas com

grau de significancia p < 0,001.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE EXPERIMENTAL QUIMICA
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Os compostos sintetizados sao estruturalmente semelhantes (ANEXO) e,
portanto, a caracterizagao e a discusséo foram efetuadas por meio da selegao
de um produto obtido de cada etapa do processo, e toda a analise foi baseada
nos meétodos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia
Vibracional na Regiéo do Infravermelho (1V), Espectrometria de Massas de Alta
Resolucdo (EMAR) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase
Estacionaria Quiral (CLAE-FEQ). E para o melhor entendimento, a numeragao
das estruturas para a atribuicdo dos sinais de 'H e '3C foi realizada de forma

unicamente didatica.

5.1.1 Sintese e caracterizagao dos derivados da Boc-alanina

5.1.1.1 Sintese dos derivados da Boc-alanina

A protecdo de um grupo funcional pode ser essencial na quimica de
moléculas polifuncionalizadas, quando uma reagao deve ser realizada em uma
das partes do composto, evitando a formacado de outras substancias nao
desejadas durante o processo (CHERAIET et al, 2012).

O dicarbonato de di-tert-butil (Boc-anidrido) € um reagente amplamente
utilizado na sintese orgéanica, e tem sido usado na conversdo de aminas em
isocianatos, carbamatos e derivados de ureia (AUGUSTINE et al, 2009). E
extremamente eficiente por introduzir o grupo protetor (Boc) na substancia de
interesse (MOHAPATRA; DATTA, 1999; AUGUSTINE et al, 2009). Além disso,
o N-Boc é bastante estavel em meio basico e inerte a reagentes nucleofilicos

(INGALE et al, 2018).

Com isso, a introducdo de um grupo protetor (Boc) na extremidade N-
terminal da alanina (Esquema 6) foi necessaria, para que a porgéo do grupo do
acido carboxilico ficasse livre para sofrer uma condensacdo com os derivados
N-piperazina alquilada e, consequentemente, formar os compostos finais de

interesse.
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Esquema 6. Sintese da Boc-alanina

CH3 1) BOCzo, N32C03 0 CH3
N o H,0/1,4-Dioxano . >< )J\ OH
H3N 2) HCI O ”
(o) (o)

1a-c

1a = L-alanina 93%
1b = p-alanina 87%
1c = p,L-alanina 98%

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os compostos desejados foram obtidos e isolados sem grandes
dificuldades e com excelentes rendimentos, e ainda, sem a necessidade de
purificacdo por CCS, evitando desta forma, inicialmente um uso significativo de
solventes e/ou perda do produto durante a execugao do processo. Os resultados
e a forma de isolamento deste estudo corroboram com os dados descritos por

DE CASTRO (2016) na sintese da Boc-L-isoleucina, por exemplo.

O Esquema 7 mostra uma proposta de mecanismo para a formagao da
Boc-alanina. Onde mostra o ataque nucleofilico da amina a carbonila do Boc
anidrido, resultando na ligacdo amida (VISWANADHAM et al, 2017). Nota-se
ainda, a saida do carbamato de tert- butil, que posteriormente se decompde em
diéxido de carbono (CO2) e tert-butdxido (subprodutos). O carbonato de sddio
atua como base, que ataca o hidrogénio da amina protonada, formando assim a

Boc-alanina.

As aminas protegidas com o grupo N-BOC sao frequentemente
encontradas em  moléculas farmacéuticas  biologicamente  ativas
(VISWANADHAM et al, 2017).

Esquema 7. Proposta de mecanismo da sintese da Boc-alanina
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><<° j\ >L >< 3 j\ >L o
Boc,0, Na,CO; /\ >L
oroe o /N
H,0/1,4-Dioxano O/ho o / JL

.. Boc-anidrido
R—NH,

CH,

R= Ho)\”“{ <C°2 v _O‘é
o

N_© + €032 Base

H;‘V\H ~_ ~

>< o CH,
)J\ )\H/OH * HO‘% + CO,

o N

H o

Boc-alanina tert-butanol

Fonte: Adaptado de VISWANADHAM et al (2017).

5.1.1.2 Caracterizagéo da Boc-L-alanina

Os produtos 1a, 1b e 1c foram obtidos como sdélidos brancos com
rendimento de 93, 87 e 98%, respectivamente e com faixas de fusao: 77,3-77,9
°C; 77,3-78,3 °C e 77,6-78,8 °C. Como exemplo, a seguir sera descrita a
caracterizagdo do composto 1a (tert-butdxicarbonil-L-alanina) e a identificagéo

estrutural foi realizada por meio da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Desta forma, a partir dos espectros de RMN de 'H (Figura 3) observa-se a
presenca de um simpleto em & 5,06 ppm (s, 1H), referente ao hidrogénio do do
grupo N-H. Além disso, foram observados sinais na regido em 64,38 - 4,32 ppm
que corresponde ao hidrogénio metinico (mutipleto). Os grupos metila do grupo
Boc20 estdo representados como um pico agudo em o 1,45 ppm (s, 9H). Além
de, um dupleto centrado na regiao 6 1,42 ppm (d, 3H, J=5 Hz) sobreposto a este

simpleto, referente aos hidrogénios metilicos ligados ao carbono a.

Figura 3. Espectro de RMN de 'H da Boc-L-alanina (500 MHz, CDClIs)
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No espectro de RMN de '3C (Figura 4) observam-se sinais em § 177,7 ppm

que corresponde as carbonilas do acido carboxilico (C2) e em 6 155,5 ppm a

carbonila da amida (C5).

Tem-se ainda, sinais em 6 80,3 ppm referente ao carbono (C6) e um sinal

(28,3 ppm) mais intenso devido ao numero de hidrogénios (9H) que corresponde

ao carbono do grupo Boc. O sinal em & 49,1ppm corresponde ao carbono a (C-

H), ligado a este carbono esta o grupo metil (CH3) que aparece com sinal em &

18,3 ppm.

Figura 4. Espectro de RMN de 3C da Boc-L-alanina (125 MHz, CDCl3)
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5.1.2 Sintese e caracterizagao dos derivados alquilados da N-piperazina

5.1.2.1 Sintese dos derivados alquilados da N-piperazina

Os anéis heterociclicos apresentam uma ampla gama de aplicagbes em
diversas areas, como na quimica organica, medicinal, farmacéutica e industrial.
Entre os heterociclicos que contém nitrogénio, a piperazina se destaca, pois é
amplamente usada como base estrutural de alguns medicamentos
comercializados ou ainda, candidatos a novos medicamentos (HALIMEHJANI;
BADALI, 2019). Trata-se de um composto heterociclico com dois atomos de
nitrogénio em posi¢cdes opostas em um anel de seis membros (SHAH et al,
2016). Ela é considerada um suporte basico para o projeto de muitas moléculas
bioativas, além disso, compostos que contém a piperazina, apresentam baixa
toxicidade; capacidade de formagédo de multiplas ligagdes de hidrogénio, de
modular a constante de equilibrio acido-base e do coeficiente de particao
Oleo/agua do farmaco (TAHA; WADOOQD, 2018).

Os derivados piperazinicos possuem as seguintes propriedades:
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antidepressivo, antineoplasico, antibacteriano, antifungico, antimalarico,
anticonvulsivante (SHAQUIQUZZAMAN et al, 2015) e antiobesidade
(HALIMEHJANI; BADALI, 2019). Diante do exposto, a piperazina foi utilizada
neste trabalho como base para o desenvolvimento dos derivados N-

piperazinicos (Esquema 8).

Esquema 8. Reacao de alquilacédo da piperazina

n
/~——NH MeOH/Refluxo /\/—N/H\
HN—— = HN——~
48hs
2a-d

piperazina X/HQ X= Br, Cl
2an=9 78%
2b n= 13 82%
2c n=15 92%
2d n=17 94%

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os derivados foram obtidos em uma unica etapa de reagao e isolados a
partir da extracdo liquido-liquido (CH2CI2/H20). A formacdo do produto de
interesse foi acompanhada por CCD, eluente diclorometano/metanol (9:1 v/v),
revelada com ninidrina. A Tabela 4 resume os derivados piperazinicos obtidos,

bem como, suas respectivas caracteristicas.

Tabela 4 - Derivados alquilados da N-piperazina

Composto n Aspecto Faixa de fusao (°C) Rendimento (%)
2a 9 Oleo - 78
2b 13 sélido 47,8 - 50,1 82
2c 15 sélido 50,5 - 52,6 92
2d 17 solido 53,5-54,8 94

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

As forcas de dispersdo de London sdo um tipo de interacdo de van der
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Waals, onde sao criados dipolos induzidos decorrentes da polarizagao eletrénica
entre os atomos (ADAIR; SUVACI; SINDEL, 2001).

De acordo OUELLETTE; RAWN (2015) os alcanos interagem apenas por
forcas fracas de London, e sdo essas forcas que governam as propriedades
fisicas desses compostos organicos. Desta forma, com o aumento da massa
molecular, ha um aumento dessas interagdes e, consequentemente, maior a
superficie de contato entre as moléculas, tornando as forgas de London mais
fortes. Logo, isso pode explicar ao aumento da faixa de fusdo com o aumento da

cadeia carbébnica entre os derivados alquilados da N-piperazina.

A reacao de formacéao dos derivados alquilados da N-piperazina seguiu o
mecanismo de Substituicdo Nucleofilica Bimolecular (Sn2) (Esquema 9). Neste
mecanismo, ocorre o ataque nucleofilico do lado posterior, o que significa que o
nucledfilo se aproxima do substrato a partir de uma posigao a 180° do grupo de
saida. Esta abordagem minimiza a repuls&o estérica e eletrénica do substrato e
do nucledfilo de entrada. O processo ocorre em uma etapa sem a formacgao de
um intermediario. A ligacao Carbono-Nucledflo € formada quando a ligagao
Carbono-Haleto € quebrada gerando um estado de transi¢do pentacoordenado,
se o nucledfilo for neutro, o produto sera carregado positivamente (SMITH,
2013).

Esquema 9. Proposta de mecanismo da alquilagéo da piperazina

H
../—\\ A~ HN*\ H ) +
S~ NH + R \-6 R - N/\(\% ‘o
HN— Hye | N-----C----Cl l?l
(CHZ)ZCH3 H C\\‘\\ \ HN
2
(CHz)CHy Grupo de
Nucledfilo (Nu) Haleto - - saida

Fonte: Adaptado de OUELLETTE; RAWN (2014).

5.1.2.2 Caracterizagéo dos derivados alquilados da N-piperazina
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Os derivados da piperazinicos foram caracterizados por meio da
Ressonancia Magnética Nuclear. No espectro de RMN de 'H (Figura 5) observa-
se a formacao de um tripleto (t, 4H) centrado em &6 2,89 ppm, que pode

corresponder aos hidrogénios H1 ou H2, sem distin¢gdo, da piperazina.

Nota-se um mutipleto na regiao entre 6 2,40-2,28 ppm (m, 4H) corresponde
aos hidrogénios H1 ou H2 da piperazina, também sem distingdo. Observa-se
também um simpleto alargado em & 1,76 ppm correspondente ao hidrogénio H3,
e ainda, na regidao de 0 1,49-1,43 ppm um multipleto correspondente ao
hidrogénio do grupo N-H. Além de um sinal intenso entre 6 1,29-1,25 ppm (s,

28H) que corresponde aos hidrogénios metilénicos (H4 ao H17).

Segundo PAVIA et al (2012) o hidrogénio a (-CH-N-) é levemente
desblindado por causa da eletronegatividade do nitrogénio. E ainda, em cadeias
longas, todas as absorg¢des de metileno (CH2) se sobrepdem em um unico pico
sem resolugdo. Nota-se ainda, um tripleto na regido 6 0,89-0,86 ppm (t, 3H, J=5

Hz) corresponde ao hidrogénio H18.

No espectro de RMN de '3C (Figura 6) observar-se um sinal em & 59,51
ppm correspondente ao carbono C3 (-C-N) por estar diretamente ligado ao
nitrogénio, desta forma, apresentando um maior deslocamento quimico. Pode-
se observar ainda, os sinais em 6 54,61 e 46,0 ppm, que correspondem aos
carbonos C1 e C2, sem distingédo, da piperazina.

Nota-se ainda, sinais na regidao entre 6 31, 93 e 26,65 ppm, que
corresponde aos carbonos da cadeia alquil C4 a C16. Neste caso, ndo ha
distincdo entre eles. Além disso, nota-se um sinal em 6 22,7 ppm correspondente
ao carbono C17 (metilénico), e outro sinal em &6 14,12 ppm correspondente ao

carbono metilico (C18).

Figura 5. Espectro de RMN de "H do composto 2¢ (500 MHz, CDClIs)



58

45000

7

FGSES

2.90
2.89
2.88
2.40
2.32
231
229
229
228
—1.76
1.49
14
~1.30
1.29
127
0.8
0.86

€
1
%
Ly

HN\J/\ 3 § 7 I L A T 1 -40000

4 6 5 W0 12 m 1| 18 L e

30000
H1/H2 H1/H2 H3 H18

2.40
2.32
2.29

{2

=3
3
ed

2.28

FG5043 S22
~
Rk [ =

1

. - - 20000
i & 3
- o™ o

o
o

1.76

25000

—089
-087
—0.86

15000

T T T T T T T T
24 2.3 2.2 1.75 0,90 0.85
f1 (ppm) (ppm) (ppm} - 10000

H18
H1/H2

2.60 :
1 (ppm)

- 5000

3.64 =
4.52 -

—-5000

2327
132 -
28.46,
295 =

~-10000

7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Figura 6. Espectro de RMN de "*C do composto 2¢ (125 MHz, CDCIs)
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5.1.3 Sintese e caracterizagao dos derivados da Boc-alanina conjugados

derivados alquilados da N-piperazina

5.1.3.1 Sintese dos derivados da Boc-alanina conjugados aos derivados

alquilados da N-piperazina

Os compostos heterociclicos conjugados a aminoacidos ou peptideos
representam uma importante classe de agentes terapéuticos, como por exemplo,
antimicrobiano, anti-helmintico e anticancer (ANIL et al, 2020). Além disso,
farmacos a base de aminoacidos ou peptideos apresentam baixa toxicidade,
ampla biodisponibilidade e permeabilidade, poténcia moderada e boas
propriedades metabdlica e farmacocinética, portanto, esses derivados sao
essenciais para o desenvolvimento de estratégias sintéticas que possam levar a

descoberta de novos compostos bioativos (WANG el al, 2018).

Neste contexto, os derivados da Boc-alanina foram conjugados aos os
derivados alquilados da N-piperazina, levando assim, a formacao dos produtos

finais de interesse (Esquema 10).

Esquema 10. Sintese dos derivados da Boc-alanina acoplados aos derivados

alquilados da N-piperazina

o H 2) 10 mol % (+/-)-CSA O N

(0] He H
HN%N o}

CH,Cl, t.a, 24h

O CH; 1) EDC.HCI e
>< S )\H/OH CH,Cl, 0°C, 30 min ‘>< j\ )C\H;/N%N

L-alanina D-alanina D,L-alanina
3a n=9 99 4an=13 71% 5an=13 82%
3b n=13 33% 4bn=15 74% 5b n=15 88%

3c n=15 65%
3d n=17 77%

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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As amidas sao usualmente sintetizadas pela unido de acidos carboxilicos
e aminas, entretanto, a conjugacao destes dois grupos funcionais nao ocorre de
maneira espontdnea a temperatura ambiente, uma vez que, € preciso a
eliminacdo de agua, o que ocorre em altas temperaturas (160-180 °C) e perda
de agua, condicbes estas, em geral, prejudiciais aos substratos.
Consequentemente, € necessaria uma prévia ativagao do acido, que consiste,
na conversdo da hidroxila (-OH) do carbono acila em um bom grupo
abondonador antes do tratamento com a amina, e entre os agentes ativadores
(ou de acoplamento) utilizados, estdo as carbodiimidas (SANTOS, 2015). O EDC
(1-etil-3-dimetilaminopropil carbodiimida) € um dos agentes ativadores mais
utilizados na conjugacédo de compostos que possuam grupos carboxilicos e/ou
aminas (GONCALVES BRASIL JUNIOR, 2010).

O Esquema 11 representa uma proposta de mecanismo para reacao entre
os derivados da Boc-alanina conjugados aos derivados N-piperazina alquilada.
Inicialmente ocorre uma reagado acido-base (SANTOS, 2015) entre o EDC
(agente ativador) e o grupo acido carboxilico da Boc-alanina para formar o
intermediario O-acilisoureia (MONTALBETTI; FALQUE, 2005), e este por sua
vez, pode ser identificado/acompanhado por cromatografia em camada delgada
durante a reagdo (DE CASTRO et al, 2017). Este intermediario apresenta
elevada reatividade, o que promove o ataque nucleofilico da amina na carbonila
do éster formado, resultando na ligagdo amida, com liberagdo de ureia
(GONCALVES BRASIL JUNIOR, 2010).

A reagao ocorreu na presenga do CSA [(+/-)-acido canforsulfénico], um
acido de Br@nsted, que é utilizado como catalisador da reagdo quimica (DE
CASTRO et al, 2017). A catalise por acidos de Brgnsted é capaz de acelerar
reagcdes organicas de duas maneiras distintas: i) através da ativacdo de um
substrato por ligacdo de hidrogénio (podendo ser mono ou bifurcada) ou ii) por
meio de uma protonacao de um substrato, esta ultima, pode proceder através de
uma protonagao revesivel do eletrofilo em uma etapa de pré-equilibrio, anterior
ao ataque do nucledfilo (catalise acida especifica) ou por meio da transferéncia
de proton no estado de transicdo na etapa determinante da velocidade de reacao
(DE CASTRO, 2016).
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Esquema 11. Proposta de mecanismo para reagao entre os derivados da Boc-

alanina conjugados aos derivados alquilados da N-piperazina

o o
X EDC.HCI \
Xoku%(g'* + /\N:C:N/\/\T/ - XOXHJ\WO\KN\/\/N
o \\_/ © HNTT

intermediario O-acilisoureia

OH
R= o 7
Zé 5N
S o
(¢

atalisador

i \
XO*NJ\(O\K/N\/\/N\
I l®
H o HN\/
© OH
OQS/
/ \o

)/NJ/\)"\
o \+j o ‘ /@")"\
N \ N N
XO)'LN \_94 (:N\/\/N\ XC*N ( ° /N\/\/N\ + HN%

| A |l| o

H :0J HN___-

o

HN ° N,k\)n\ o r;//JN/(A)n\ ),L
~ XOJLNJH?;{;—:/ I XOKNJHTN . — N u/\/\"“/
H
H o
o

O%’/Ni\/\/N\
H

Produto isoureia

Fonte: Adaptado de MONTALBETTI; FALQUE (2005).

Os produtos foram obtidos com rendimentos entre 9 a 88%, na forma de
Oleo 3a e solidos 3b-3d, 4a-4b e 5a-5b. Note que, os baixos rendimentos obtidos
(ou seja, nao corrigidos), se devem inicialmente pela investigagao da proporgao
do eluente CH2Cl2/MeOH empregado na CCS, além da baixa resolugao da CCD
revelada com ninidrina, usada no acompanhamento da CCS, dificultando assim,
a identificacdo do produto final e consequentemente, até mesmo a perda da
quantidade do mesmo. Ressalta-se que, a partir da elucidagdo da proporcéo
adequada, os rendimentos tornaram-se mais satisfatérios. O direcionamento dos
testes em maior quantidade em relagao aos derivados da Boc-L-alanina, se deve

ao fato por ser um enantibmero puro e de baixo custo e mais acessivel.

5.1.3.2 Caracterizagéo dos derivados da Boc-alanina conjugados aos derivados
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alquilados da N-piperazina

A identificacdo, bem como, a elucidacao estrutural dos derivados da Boc-
alanina conjugados aos derivados N-piperazina alquilada foi realizada por meio
das técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): 1D e 2D,
Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (1V), Espectrometria de
Massas de Alta Resolugao (EMAR) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). O composto 3b (L-enantidbmero) foi utilizado como exemplo de
caracterizacdo dos derivados da Boc-alanina conjugados aos derivados

piperazinicos.

No espectro de RMN de "H (Figura 7) do composto 3b nota-se a formagao
de um dupleto centrado em 6 5,56 ppm (d, 1H, J= 10 Hz) correspondente ao
hidrogénio ligado ao nitrogénio (N-H), além da formacao de um quinteto centrado
em 0 4,54 ppm referente ao hidrogénio a (H4), resultado do acoplamento entre
o hidrogénio do N-H e os hidrogénios do grupo metil (CHs) também ligados ao
carbono a. Na regido entre 6 3,61 e 3,41 ppm ha a presenga de um multipleto
correspondente aos hidrogénios H1 ou H2, sem distingéo, essa relagédo também
se repete na regido entre ¢ 2,38 e 2,34 ppm. Nota-se ainda, que o hidrogénio H9
acopla com os hidrogénios H10 formando, assim, um tripleto centrado em & 2,27
ppm (t, 2H, 3J= 5 Hz). Observar-se ainda, que os hidrogénios H9 por estarem
mais proximos ao nitrogénio (esta ha trés ligagbes do nitrogénio), portanto,
apresenta um maior deslocamento quimico diferentemente dos hidrogénios da
cadeia alquila (H10-H21).

O hidrogénio H8 do grupo Boc20 apresentou deslocamento quimico entre
0 1,39-1,37 ppm, formando um pico unico, ou seja, um simpleto, enquanto, o
hidrogénio H5 (metilico) apresentou deslocamento quimico na mesma regiao 6
1,24-1,19 ppm dos outros hidrogénios metilicos H10-H21, formando também um
unico pico. Finalmente, nota-se a presenga de um tripleto na regiao entre 6 0,83-

0,80 ppm, resultado do acoplamento em 3J entre os hidrogénios H22 e H21.
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H do composto 3b (500 MHz, CDCls)
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Em RMN de '3C, os carbonos dos grupos carbonila tém os maiores
deslocamentos quimicos, pois a hibridizagdo sp? e um oxigénio eletronegativo
estao diretamente ligados ao grupo carbonila, desblindando-o ainda mais. Além
disso, carbonos com hibridizacdo sp® e com efeito da eletronegatividade
(carbono ligado diretamente a um elemento eletronegativo) apresentam maiores

deslocamentos quimicos PAVIA et al 2012.

Desta forma, no espectro de RMN de '3C (Figura 8) do produto 3b observa-
se um sinal na regido 6 155,0 ppm, correspondente a carbonila do grupo amida
(-CONH-) conjugada a porg¢ao N-piperazina (C3). Além do sinal em 6 170,9 ppm
atribuido a carbonila acoplada ao grupo Boc20 (C6). Observe que os carbonos
com hibridizagdo sp3 C7 (terciario e ligado diretamente ao oxigénio) e C9
(primario e ligado diretamente ao nitrogénio) apresentam respectivamente os
seguintes deslocamentos quimicos: 6 79,38 ppm e 58,54 ppm. Nota-se ainda,
que os sinais em 6 52,80 e 42,0 ppm correspondentes aos carbonos C2 e C1
respectivamente, estdo duplicados, pois sdo da piperazina. O C2 possui maior
deslocamento quimico, pois estd mais préximo ao grupo amida (-CON-), logo,

maior efeito da eletronegatividade.

Assim, os deslocamentos quimicos de carbonos com hidridizagdo sp? e
com menor efeito da eletronegatividade sdo menores. Portanto, os carbonos C4
(642,05 ppm), C8 (6 31,93 ppm), C11 a C21 (6 29,66 a 26,78 ppm), C5 (6 19,44
ppm) e C22 (6 14,10 ppm) apresentaram menores deslocamentos.

Ja no espectro de DEPT-135 (Figura 9) pode-se observar um sinal em 6
46,05 ppm correspondente ao carbono metinico C4 (-CH), além de outros sinais
que correspondem aos carbonos metilicos (-CHz) C8 (6 28,38 ppm), C5 (6 19,44
ppm) e C22 (6 14,10 ppm). Nota-se que estes sinais apresentam picos positivos,
enquanto os sinais dos carbonos metilénicos (-CH2) tanto cadeia alquil quanto
da piperazina estdo em fase oposta. Além disso, percebe-se a auséncia do
carbono C7 (carbono nao hidrogenado), o que é esperado para espectro de
DEPT-135.



Figura 8. Espectro de RMN de "3C do composto 3b (125 MHz, CDClIs)
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Figura 9. Espectro de DEPT-135 do produto 3b (125 MHz, CDCls3)
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Além da caracterizagdo por RMN de 'H e 3C, também foi realizada uma
analise bidimensional (2D) para identificacdo/formagédo do composto 3b, e

consequentemente, consolidar a elucidagao da sua estrutura.

De acordo com KAISER (2000) as técnicas 2D permitem correlacionar
hidrogénios e/ou carbonos que possuem alguma relagdo escalar ("JuH; "JH.c €
nJc.c) entre si e, assim, € possivel fazer um mapeamento estrutural mais preciso,
principalmente na analise de estruturas mais complexas. Neste estudo, foi

utilizado as seguintes técnicas:

= COSY "H-"H (Homonuclear COrrelation SpectroscopY)
» HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation)

* HMBC (Heteronuclear Multiplet-Bond Correlation)

No mapa de contorno COSY 'H-'H (Figura 10) pode-se observar a
correlagcdo entre os hidrogénios do composto 3b. Desta forma, nota-se a
correlagdo em 3J entre o hidrogénio H4 e o hidrogénio do grupo amida (-CONH-
) da Boc-alanina. Também nota-se, a correlagdo em 3J entre os hidrogénios H4
e H5.

Enquanto no mapa de contorno HSQC "H-"3C (Figura 11) pode-se observar
a correlagcao entre os hidrogénios e os carbonos do composto 3b. Assim,
destaca-se a correlagdo em 2J entre o hidrogénio H2 e o carbono C1, da mesma

forma, a correlagdo entre o hidrogénio H1 e o carbono C1. J

Ja o mapa de contorno de HMBC 'H -13C (Figura 12) também mostra a
correlacdo entre hidrogénios e carbonos. Destaque para a correlagdo entre o
hidrogénio do grupo amida ligado ao grupo Boc20 e o carbono C6 da carbonila
do grupo Boc20, demonstrando assim, a protecdo desse grupo protetor na
porcao N-terminal da alanina (sinal mais fraco). Outra correlagdo importante
ocorre entre o hidrogénio H2 da piperazina e o carbono do grupo amida ligado a

piperazina, indicando a formagao do composto de interesse.



Figura 10. Mapa de contorno COSY 'H - 'H do composto 3b (CDCI3)
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Figura 11. Mapa de contorno HSQC "H -"3C do composto 3b (CDCl3)
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Figura 12. Mapa de contorno HMBC 'H -13C do composto 3b (CDCl3)
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O infravermelho € um método espectroscépico de analise que fornece
informagdes quanto aos grupos funcionais que podem estar presentes na
estrutura das substancias (RIBEIRO; SOUZA, 2007; RODRIGUEZ; CREWS;
JASPARS, 2012). Assim, espera-se que com essa analise, o aparecimento de
bandas de absorcdo caracteristicas de aminas secundarias e carbonilas, por

exemplo, que sao grupos presentes nos derivados de interesse.

A Figura 13 representa o espectro no infravermelho do composto 3b, onde
nota-se a presencga da deformag&o axial N-H com absorgéo de 3313 cm™ e a
formacdo apenas de uma banda, caracteristico de amidas secundarias.
Observa-se também, o surgimento das bandas de absorgao entre 2927 e 2852
cm' que correspondem aos estiramentos Csp®-H, e ainda, absorgdes em 1711 e
1651 cm’, representando o estiramento (C=0). Além disso, ha o aparecimento
da banda de absorgdo em 1463 cm™' que corresponde ao dobramento N-H e
estiramento C-N em 1365 cm-".

Figura 13. Espectro no infravermelho do composto 3b

1,0

0,9 - 3313 m
;\3 E stiramento

N-H

.© 0,8
E [Fp)
£ g 8
€ = = 2
g 074 = W '
e 2852 = \ Estiramento
T © Dobramento c-N

0,6 - C -3H N-H

S
2924 c=o0
0,5 T T T T T T T T T T . . . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda ( cm™)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



72

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma técnica analitica
utilizada para a separagéo, identificagdo e quantificagdo de cada constituinte de
uma mistura (THAMMANA, 2016).

Para a separagcao de enantidmeros € necessario um tipo especifico, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Estacionaria Quiral (CLAE-
FEQ). Basicamente existem dois tipos: i) o primeiro tipo consiste em pequenas
moléculas opticamente ativas, que em geral, sdo imobilizadas em um gel de
silica ou gel de polimero organico como suporte aquiral e ii) o segundo tipo
consiste em polimeros opticamente ativos (sintéticos ou naturais), esses
polimeros sdo em geral revestidos em gel de silica a fim de melhorar a eficiéncia
de resolugéo e a forgca mecanica (OKAMOTO; IKAI, 2008).

A Figura 14 representa os cromatogramas da CLAE-FEQ dos compostos
5a, 4a e 3b, demonstrando suas configura¢cdes quimicas (D, L; D; L),

respectivamente.

Figura 14. a) Cromatograma do composto 5a. b) Cromatograma do composto
4a e c) Cromatograma do composto 3b
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A espectrometria de massa (EM) depende da formacgao de ions na fase
gasosa (carregados positivae ou negativamente) que podem ser isolados
eletricamente (ou magneticamente) com base em sua razao massa/carga (m/z).
Em um espectro de EM, a coordenada x representa os valores m/z, enquanto o
eixo y indica a contagem total de ions. Fornece informagdes importantes sobre
os analitos, incluindo sua estrutura, pureza e composicao. (EL-ANEED; COHEN;
BANOUB, 2009). A Espectrometria de Massas de Alta Resolugao (EMAR), alta
resolugdo devido a capacidade de resolugdo de banda larga > 10.0002
Apresenta uma ampla faixa de massa, velocidade de varredura rapida, alta
sensibilidade (modo de varredura completa), resolugao de alta qualidade e peso

molecular preciso (LIN et al, 2015).

O Esquema 12 representa uma proposta de mecanismo das fragmentagdes
do composto 3b via rearranjo de McLafferty, com a formagéo dos principais ions

moleculares e, consequentemente, os valores da razdo massa/carga (m/z).

Esquema 12. Proposta de mecanismo das fragmentacgdes do derivado da Boc-

alanina (composto 3b) via rearranjo de McLafferty
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Fonte: Adaptado de BABU et al (2016).
Os espectros de massa com ions positivos obtidos a partir da ionizagao por
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electrospray (ESI) de compostos que com grupo protetor Boc, formam os
seguintes ions moleculares: [M + H]*, [M + Na]* e [M + H - Boc + H]" e, este
ultimo é formado a partir de um rearranjo do tipo McLafferty envolvendo uma
migragdo do hidrogénio (y-H) do grupo terc-butil para o oxigénio carbonil na
porcdo Boc-N seguido da perda do 2-metil-prop-1-eno (CsHs) e perda
subsequente de didxido de carbono (COz2) do ion molecular [M + H]* (BABU et
al, 2016). Posteriormente, ha um novo rearranjo com formagao do fragmento da

N-piperazina alquilada com razdo m/z 283,30.

De acordo com PAVIA et al (2012) a EMAR é capaz de determinar a massa
exata do ion molecular, além de permitir que se saiba a férmula molecular exata

da substancia analisada.

A Figura 15 mostra uma boa relagéo entre o valor da massa calculado m/z
454 ,4003 e o encontrado m/z 454,4009, consequentemente, apresentando como
férmula molecular: [C26H52N303] ([M+H]*) e razdo m/z: 454,4009.

Figura 15. Espectro de Massa de Alta Resolugdo do composto 3b
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5.2.1 PARTE EXPERIMENTAL BIOLOGICA
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5.2.1 Determinagdo da atividade inibitoria in vitro sobre as enzimas lipase

pancreatica e a-amilase

Ressalta-se que esta parte do trabalho foi interrompida devido a suspensao
das atividades académias presenciais em decorréncia da pandemia COVID-19,
de acordo com as RESOLUCOES N° 10/2020, 11/2020 e 17/2020 do Conselho

Superior da Universidade Federal de Juiz de Fora.

A sintese dos derivados da Boc-alanina acoplados aos derivados
alquilados da N-piperazina foi desenvolvida com base na quiralidade do
aminoacido alanina e, consequentemente, todos os derivados, apresentam a

mesma estrutura quimica, porém, apresenta diferentes arranjos espaciais.

Segundo GOGOI (2019) as proteinas, aminoacidos e outros elementos
basicos da vida, sado quirais, e ainda, que os enantibmeros de um composto
quiral interagem de maneira diferente com o receptor ou molécula enzimatica
complementar em um ambiente bioldgico, sendo altamente estereosseletivo ou

enantiosseletivo.

Além disso, o uso de alguns grupos como bloco de construgdo dos
derivados da Boc-alanina se justifica devido suas propriedades biologicas e/ou
fisico-quimicas. De acordo com SHAMIM et al (2020) os compostos
heterociclicos sdo os suportes-chave para muitas avaliagdes bioldgicas, e tém
sido implicados na descoberta de novas moléculas biologicamente importantes.
Por exemplo, heterociclos com atomo (s) de nitrogénio e/ou enxofre estdo sendo

usados na sintese de agentes antidiabéticos (SHAMIM et al, 2020).

Compostos com o grupo carbamato desempenham um papel importante
na descoberta de medicamentos e na quimica medicinal, estruturalmente, sua
funcionalidade esta relacionada as caracteristicas hibridas de amida-éster e, em
geral, apresentam boas estabilidades quimicas e proteoliticas, além da
capacidade de modular interagdes inter ou intramoleculares com as enzimas ou
receptores-alvo (GHOSH; BRINDIS, 2015).
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A sintese visou o desenvolvimento de moléculas que possam apresentar
algum efeito inicialmente sobre a enzima lipase pancreatica e, posteriormente,
sobre a a-amilase, a fim de produzir inibidores capazes de atuar na minimizacao
e/ou no gerenciamento nao s6 do diabetes e/ou obesidade, mas considerando

também o conjunto desses disturbios.

Desta forma, acentua-se que a sindrome metabdlica € um conjunto de
anormalidades que incluem obesidade visceral, dislipidemia, tolerancia a glicose
diminuida e hipertensdo e, esta associada aos fatores de risco de doencgas
cardiovasculares e diabetes tipo 2 (WANG et al, 2020). Portanto, o
desenvolvimento de novos inibidores dessas enzimas sdo essenciais para o

manejo da homeostase desses disturbios.

A partir dos resultados dos ensaios de inibicdo das enzimas a-amilase e da
lipase pancreatica, foram obtidos valores da porcentagem (%) de inibigéo e IC50

para cada composto testado.

A concentragao inibitéria semimaxima (IC50) € a medida mais amplamente
utilizada e informativa da eficacia de um agente terapéutico, e indica a
quantidade de uma substancia necessaria para inibir um processo biologico pela
metade, fornecendo uma medida de poténcia (AYKUL; MARTINEZ-HACKERT,
2016).

5.2.1.1 Ensaio de inibigdo da lipase pancreatica

A inibicdo enzimatica foi determinada a partir das inclinagdes das retas do
grafico (absorbancia x tempo), a inclinagédo € decorrente da velocidade de
formacéo de produto por minuto de reagao e, a presencga do inibidor ocasiona
uma diminuicao dessa inclinagao, a partir disso, os valores de absorbancia foram
convertidos em pymol de produto por meio de uma curva padrao de p-nitrofenol
(PEREIRA et al, 2011). Os ésteres de p-nitrofenol sdo usados como substrato
cromogénico para a determinacdo da atividade da lipase pancreatica
(POHANKA, 2019).
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A hidrolise de ésteres de p-nitrofenol (incolor) libera a fragcdo de acido
graxos livre correspondente e o cromogénio p-nitrofenol (amarelo) (BLAKE;
KOKA; WEIMER, 1996) que pode ser detectado por espectrofotometria, com

absorvancia em 405 nm.

Os acidos graxos derivados do p-nitrofenol (acido palmitico/laurico), por
exemplo, sdo comumente utlizados nos ensaios (HASAN; SHAH; HAMEED,
2009) (Esquema 13).

Esquema 13. Hidrdlise do p-nitrofenolpalmitato

0COC5H34 OH
lipase
+ H0 =——m——— *  C45H3,COOH
N02 N02
p-nitrofenolpalmitato p-nitrofenol  acido palmitico

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Alguns parametros precisam ser adotados para a determinagdo da
atividade inibitéria in vitro, por serem considerados essenciais para atividade da
lipase pancreatica, como por exemplo: pH, surfactantes, temperatura, forca
idnica, entre outros (MCCLEMENTS; LI, 2010).

A catalise da lipase em solugcado tampao é necessaria, pois uma mudanca
no pH resulta em alteragdes conformacionais da enzima, também pode alterar a
concentracdo de substrato na interface, a ionizacdo do substrato livre e a
ionizacdo do complexo lipase-substrato; a temperatura também pode provocar a
desnaturacado de proteinas, alterar o estado de ionizacdo de proteinas e a
solubilidade dos substratos, desta forma, em uma temperatura especifica, a
hidrolise geral se torna maxima e essa sera o padrao (GOSWAMI; DE; BASU,
2012).
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Um outro aspecto importante é a presenca de ions metalicos, os cations de
sais inorganicos formam sais com acidos graxos, removendo-os da interface
Oleo/agua e, consequentemente, a disponibilidade da area interfacial em relagcao
a lipase aumenta, a formagéo do complexo acido graxo-lipase permanece baixa
e a hidrolise aumenta (GOSWAMI; DE; BASU, 2012; MENDES; OLIVEIRA; DE
CASTRO, 2012).

Além disso, ions monovalentes e multivalentes presentes no trato
gastrointestinal podem ser simulados usando solugdes de NaCl e CaClz, esses
ions podem criar uma forca ibnica e afetar as interacdes eletrostaticas do sistema
e, consequentemente, alterar as propriedades fisico-quimicas, a solubilidade e
o estado de agregacdo dos componentes do sistema, auxiliando no processo
digestivo de triglicerideos (MCCLEMENTS; LI, 2010).

A lipase pancreatica é secretada como parte do suco pancreatico com pH
aproximadamente igual a 8 (BROWNLEE et al, 2010), isto justifica o fato das
solucdes preparadas e usadas nos testes terem seus pH ajustados em 8 e serem
solubilizadas em tamp&o TRIS-HCI, e ainda, a microplaca contendo as amostras
foi incubada em estufa a 37 °C, por quatro periodos de tempo (10, 20, 30 e 40

minutos), simulando a temperatura do corpo humano.

O TRITON X-100 é um surfactante ndo idbnico comumente utilizado para
induzir a alteragao da conformagéo da enzima (MESA et al, 2018). Em geral, os
surfactantes sao aplicados em reacdes catalisadas por lipase, porque aumentam
a area interfacial agua-6leo, ou seja, melhorando a estabilidade da emulséo,
também aumentam a solubilidade do substrato, isso é importante, pois esses
substratos nao sdo soluveis em agua e a reacado é catalisada na interface
oleo/agua, portanto, 0 mecanismo catalitico envolve uma ativagéo interfacial
(GUNCHEVA; ZHIRYAKOVA, 2011).

A ativacao interfacial resulta principalmente de altera¢gdes da conformacéao
da “tampa” ou “aba” presente ao redor do sitio ativo da enzima em resposta ao
solvente do meio, isso expde o sitio ativo e fornece uma superficie hidrofébica
para interacdo com o substrato lipidico, aumentando assim, sua permeabilidade
(SAIFUDDIN; RAZIAH, 2008).
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O Orlistate foi utilizado como inibidor de referéncia (controle positivo), e
preparado na mesma faixa de concentragdo das amostras (25, 50, 100, 150, 200
pMg/mL). Atualmente, apenas o Orlistate atua como inibidor da enzima lipase
pancreatica, e € usado para tratamento a longo prazo da obesidade, a inibigdo
dessa enzima impede a absorgéo de aproximadamente 30% da gordura da dieta
(SEYEDAN et al, 2015).

Apesar do seu bom perfil de seguranga, seu uso é limitado por seus efeitos
adversos gastrointestinais, incluindo fezes/manchas oleosas, flatuléncia e
urgéncia fecal, além de ser recomendado a utilizacdo de suplemento
multivitaminico diario para compensar a absor¢cado reduzida de vitaminas
lipossoluveis (GADDE et al, 2018).

A Figura 16 representa as estrutura do Orlistate (16A) e a dos dervados da
Boc-alanina conjugados aos derivados da N-piperazina alquilada (16B), que
mostra em destaque o grupo carbamato e o heterociclo As Figuras 17 e 18
representam os graficos de concentragdo versus resposta dos compostos

analisados.

Figura 16 - Estrutura do Orlistate (16A) e dos derivados da Boc-alanina

conjugados aos derivados alquilados da N-piperazina alquilada (16B)

N
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N
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Figura 17 - Gréficos de concentragao versus resposta dos compostos 3a, 3b,

3c e 3d frente a lipase pancreatica
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020)

5a e 5b frente a lipase pancreatica
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Graficos de concentragao versus resposta dos compostos 4a, 4b,
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O estudo realizou testes com diferentes enantibmeros, inclusive misturas
racémicas, uma vez que se trata de um ensaio incipiente, portanto, uma
investigacao geral dos efeitos benéficos ou até mesmo sinérgicos, para assim,
posteriormente, a partir de resultados satisfatorios, realizar estudos
complementares, que poderéo viabilizar o uso desses derivados como inibidores

das enzimas lipase pancreatica e/ou a-amilase.

Os valores da porcentagem (%) maxima de inibicdo de cada derivado da
Boc-alanina estao representados na Tabela 5. Nota-se que todos os valores da
% inibitéria foram obtidos na concentracdo de 200 ug/mL, exceto, para os
compostos 4b e 5a que tiveram sua % de inibicado obtida na concentragao de

100 pg/mL, demonstrando, um excelente efeito sobre a lipase.

Tabela 5 - Valores da % de inibigdo dos compostos testados frente a lipase

Goiiesiy T Variagao % de inibicdo
Isomérica Composto Orlistate
3a 9 L 48,71 43,30
3b 13 L 65,38 43,30
3c 15 L 65,38 43,30
3d 17 L 91,91 43,30
4a 13 D 71,53 25,97
4b 15 D 81,73 43,30
5a 13 D.L 100 25,97
5b 15 DL 81,81 43,30

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Observar-se que, todos os compostos apresentaram efeito sobre a lipase
pancreatica, e ainda, que apresentam % de inibicdo superior ao do Orlistate,

exceto, o composto 3a, para a condigao de ensaio realizada.

E ainda, que os enantibmeros dos derivados da Boc-alanina apresentaram
diferentes % de inibicdo entre si. Destaque, para o composto 3d, um enantiébmero
puro, apresentou um valor de inibigdo de 91,91 %, na concentracdo de 200

pg/mL.
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O composto 5a, um racemato, na concentragao de 200 ug/mL, foi capaz de
inibir 100,0 % da atividade da lipase pancreatica, e por ser uma mistura
racémica, inicialmente ndo seria o mais indicado a um novo candidato a inibidor,
devido as caracteristicas da mistura racémica, ja que trata-se de um ensaio de

investigacéo preliminar.

Ressalta-se que, a quiralidade é uma propriedade extremamente
importante de uma molécula quiral, especialmente para medicamentos ou
candidatos a medicamentos, porque os enantidmeros (ABRAM; JAKUBIEC;
KAMINSKI, 2019) exibem diferencas marcantes em suas propriedades
farmacodinémicas, farmacocinéticas, toxicologicas e bioldégicas (LAPLANTE et
al, 2011).

Logo, um enantidmero de um medicamento quiral pode ser efeciente para
uma determinada doencga, enquanto, o outro ndo pode ser apenas inativo, como
também toxico (JAYAKUMAR; VADIVEL; ANANTHI, 2018). Portanto, os
derivados 3d (L) e 4b (D) que apresentaram uma maior % de inibicdo foram

considerados os mais efetivos inicialmente.

Nota-se ainda que, a taxa de inibicdo foi diretamente proporcional ao
aumento da concentracéo, ou seja, dose-dependente. Entre os L-enantiomeros,
nota-se que com o aumento da cadeia carbbnica lateral (derivados N-
piperazinicos) a porcentagem de inibigdo também aumentou, e que o composto
3d, na concentragao de 200 ug/mL, inibiu 91,91 % a atividade da lipase; nao

houve diferenca sigificativa entre os compostos 3b e 3c.

Entre os D-enantioméros, também observou-se o mesmo. Diante do
exposto, temos que os enantibmeros, ou seja, tanto a forma L quanto a D,
demonstraram ter efeito sobre a atividade da lipase, logo os dois, sao
possivelmente sédo ativos, sendo o 3d (L) com a maior capacidade inibitoria.
Naturalmente as proteinas sdo constituidas exclusivamente a partir de L-
isébmeros (PUNDIR; LATA; NARWAL, 2018). Com isso, espera-se que,

resultados mais promissores entre os L-enantibmeros.
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A partir dos resultados obtidos foi possivel realizar o calculo dos valores de
IC50, expressos em pg/mL (Tabela 6). Nota-se que, os derivados apresentaram
valores de IC50 inferiores ao inibidor padrao, nas condi¢des de ensaio utilizadas,
e destaque para os compostos 3b, 3c e 4b que apresentaram os seguintes
valores de IC50: 26,48 + 4,04; 96,20 + 2,04 e 12,68 + 1,53, respectivamente e,

consequentemente, sdo potenciais inibidores da lipase.

Tabela 6 - Valores de IC50 dos compostos frente a lipase pancreatica

Composto n Variagao Isomérica IC50 (ng/mL)
3a 9 L 194,10 £ 12,21

3b 13 L 26,48 £ 4,04

3c 15 L 116,00 + 5,32

3d 17 L 96,20 + 2,04

4a 13 D 119,7 £ 5,04

4b 15 D 12,68 + 1,53

5a 13 DL 53,15+ 0,09

Sb 15 DL 157,4 + 15,44
Orlistate - - 295,30 + 11,22

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os compostos 3b, 4a e 5a que sao enantibmeros demonstraram diferentes
perfis de inibicdo (Tabela 7), e que o L-enantidbmero apresentou o menor valor
de IC50, enquanto a D, L-enantibmero demonstrou ser capaz de inibir 100,0 %
da aitvidade da lipase pancreatica e que o D-enantibmero possui 0 maior valor

de IC50, mas ainda assim, menor do que apresentado pelo o Orlistate.

Em uma analise preliminar, o L-enantidmero parece ser o mais efetivo

frente a lipase pancreatica entre os outros derivados da Boc-alanina.

Tabela 7 - Resumo dos resultados dos enantidbmeros frente a lipase
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Lipase pancreatica

Composto n Variagao isomérica % de inbbicdo _ 1C50 (ug/mL)
3b 13 L 65,38 26,48 + 4,04
4a 13 D 71,53 119,7 + 5,04
5a 13 D, L 100 53,15 £ 0,09

Orlistate - - 43,30 295,30 £ 11,22

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Com base nos valores de porcentagem inibitéria e de IC50 dos compostos
3b (L), 3c (L) e 4b (D) demonstraram maior capacidade de inibir a atividade da
lipase pancreatica. Sendo o composto 4b, um D-enantidbmero, o mais efetivo,
pois apresentou um excelente valor de 1C50: 12,68 £ 1,53, portanto, o composto
mais promissor a um novo inibidor da lipase pancreatica, e possivelmente, um

candidato a agente antiobesidade.

Visto que, um enantibmero pode interagir com mais eficacia a um
determinado local alvo do que o outro, devido a diferenga na configuragao
espacial, assim, o isbmero que gera uma resposta terapéutica pela interagao
com o local-alvo é chamado de eutébmero. Ja o que se liga menos eficazmente
ao local-alvo é referido como o distdbmero (pode n&o exibir atividade); ser menos
ativo; exibir uma atividade antagbnica, ou ainda, outra atividade por meio da
interacdo com outros locais-alvo, ou até mesmo efeitos toxicos (DE KLERCK;
MANGELINGS; VANDER HEYDEN, 2012).

SEKHON (2013) destaca algumas vantagens dos farmacos (enantidmeros
puros) como: nivel de toxicidade (administracdo de doses menores); mais
simples e mais seletivo perfil farmacodinamico; menos complexo perfil
farmacocinético; menos efeitos colaterais (eliminagdo de distdbmeros); redugéo
das interacbes medicamentosas, menos efeitos adversos, uma forma € mais
propensa a interagcdes adversas; carga metabdlica reduzida ao longo o sistema
enzimatico; potencial para um melhor indice terapéutico e relacionamento menos

complexo entre a concentragao plasmatica e o efeito.

A inibicdo da lipase € um dos mecanismos mais amplamente estudados
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para a descoberta de agentes antiobesidade (ALMASRI, 2020). Uma vez que,
essa enzima é responsavel pela a digestdo de aproximadamente 50-70 % do
total de lipidios da dieta (JARADAT et al, 2017). Além disso, possui uma serina
no sitio ativo que participa diretamente da reacdo de hidrdlise, e um inibidor
covalente que tem como alvo esse sitio € o Orlistate, que possui um anel G-
lactona (GHOSH et al, 2019).

Inibidores seletivos e covalentes potentes para os membros da familia da
serina hidrolase baseiam-se em um suporte de carbamato que resulta na
carbamilagcao irreversivel do nucledfilo serina do sitio ativo, o quimiétipo de
carbamato emergiu como um suporte privilegiado para inibidores potentes da
serina hidrolase devido a sua eletrofilicidade moderada e estabilidade hidrolitica
apo6s a carbamilagdo (JOHNSON; WEERAPANA; CRAVATT, 2010).

A acao dos derivados da Boc-alanina sobre a lipase pancreatica pode ser
explicada a principio pela a interagédo entre o grupo carbamato do composto teste
e a hidroxila (-OH) dos residuos de serina no sitio catalitico da lipase, formando
também um complexo estavél, e de mesma maneira como ocorre no mecanismo
do Orlistate, levando a inativagdo da enzima. E ainda, sugere que o D-
enantidmero foi mais suscetivel ao ataque da serina devido a possivelmente a
sua configuragdo espacial e, consequentemente, o mais efetivo. Assim, um

estudo de docking poderia ser conduzido para corroborar com isso.

Os derivados da Boc-alanina conjugados aos derivados alquilados da N-
piperazina sintetizados neste trabalho sdo moléculas estruturalmente inéditas e,
consequentemente, ndo ha ensaios publicados relacionados a inibicdo da

atividade da lipase pancreatica e a-amilase.

Portanto, limita comparagdes e/ou discussdes entre estudos anteriores e o
presente trabalho de forma direta e coerente. Recentemente um estudo
realizado por EMIMMAL; SANKAR (2019) pbéde ser associado ao tema, foi
avaliado trés séries de ésteres fenacilicos de aminoacidos N-substituidos
sintéticos quanto a atividade inibitéria frente a lipase pancreatica, e todos os

derivados apresentaram efeito sobre essa enzima.
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5.2.1.2 Ensaio de inibigdo da a-amilase

A partir dos resultados satisfatérios com os derivados da Boc-alanina
conjugados aos derivados alquilados da N-piperazina alquilada em relagao a
atividade da lipase, estes foram submetidos a avaliagdo do perfil de inibicao
frente a a-amilase pancreatica. Alguns parametros essenciais para atividade

dessa enzima foram considerados.

Por exemplo, o pH ideal para a atividade hidrolitica da amilase pancreatica
suina € em torno da neutralidade (pH 7), o ion célcio (Ca?*) é essencial para sua
atividade e estabilidade, ou seja, € necessario para manter sua integridade
estrutural e, consequentemente, a remog¢ao desse ion leva a reducdo da
termoestabilidade e/ou atividade enzimatica (GOPAL; MURALIKRISHNA, 2009).

De acordo com MAURUS et al (2008) a a-amilase pancreatica humana, é
ativada alostericamente por ions cloreto (Cl), a ligacado com cloreto modula a

atividade maxima e pH 6timo dessa enzima.

Para a realizagao dos testes, justificou-se o uso da solugao da enzima a-
amilase pancreatica suina (Sigma®) em tamp&o TRIS 0,05 mol/L (preparado em
solugéo de CaCl2 0,010 mol/L e NaCl 0,025 mol/L) com pH ajustado em 7, a fim

de garantir a atividade 6tima da enzima.

A Acarbose foi utilizada como inibidor padrdo (controle positivo), e
preparada na mesma faixa de concentragao das amostras (25, 50, 100, 150, 200

pg/mL).

As Figuras 19 e 20 representam os graficos de concentragdo versus
resposta dos derivados, e os valores da % maxima de inibicdo de cada derivado

sintético estao representados na Tabela 8.
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Figura 19 - Gréficos de concentragao versus resposta dos compostos 3a, 3b,

3c e 3d frente a a-amilase pancreatica
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Figura 20 - Graficos de concentragao versus resposta dos compostos 4a, 4b,

5a e 5b frente a a-amilase pancreatica
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Tabela 8- Valores da % de inibicado dos compostos testados frente a a-amilase

Composto  n Variagéo % de inibicao
Isomérica Composto Acarbose
3a 9 L 100 43,30
3b 13 L 97,58 43,30
3c 15 L 97,70 43,30
3d 17 L 97,70 43,30
4a 13 D 96,28 43,30
4b 15 D 99,09 43,30
5a 13 DL 93.80 43,30
5b 15 DL 78,76 43,30

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Apesar de nao haver semelhangas/caracteristicas estruturais entre a
Acarbose e os derivados da Boc-alanina, nota-se que ainda sim, estes

demonstraram efeito sobre a atividade da a-amilase.

Observar-se que, a taxa de inibicdo foi diretamente proporcional ao
aumento da concentragdo, ou seja, dose-dependente. E ainda, que entre os L-
enatibmeros (pouco expressiva) e a mistura racémica, a % inibitoria diminuiu

com o aumento da cadeia carbdnica lateral (derivados N-piperazinicos).

Assim, o composto 3a (menor cadeia carbénica lateral), na concentragao
de 200 pg/mL, inibiu 100,0 % a atividade da a-amilase, ndo havendo diferenca
sigificativa entre os compostos 3c e 3d. Entretanto, entre os D-enantibmeros o
aumento da % inibitéria foi proporcional ao aumento da cadeia carbdnica lateral,
e o composto 4b apresentou maior poscentagem de inibicdo de 99,09 %, na

concentragéo de 200 pg/mL.

A partir dos resultados obtidos dos graficos (concentragéo versus resposta)
foi possivel realizar o calculo dos valores de IC50, expressos em ug/mL (Tabela
9). Os valores sao apresentados como média £ E.P.M (n = 3). p < 0,001 apés

analise de variancia seguida do teste de Tukey em relacdo a Acarbose.
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Tabela 9 - Valores de IC50 dos compostos frente a a-amilase

Composto n Variagao Isomérica IC50 (ug/mL)
3a 9 L 192,00 £ 4,20
3b 13 L 232,00 £ 12,45
3c 15 L 222,07 £ 11,32
3d 17 L 100,70 £ 0,54
4a 13 D 180,80 £ 17,91
4b 15 D 134,50 £ 1,55
5a 13 D.L 259,90 + 28,74
5b 15 D.L 285,70 £ 32,53
Acarbose - - 448,30 + 13,26

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nota-se que a partir dos graficos a faixa de concentragao utilizada no
ensaio para os compostos 3a, 3b, 3c, 3d e 5a foram ineficientes para analise e
calculo da IC50, logo, sendo necessario a utilizagdo de uma faixa de

concentragdo mais ampla (5,10, 25, 50, 100, 150 e 200 pg/mL, por exemplo).

Desta forma, para analise da IC50, foi considerado os resultados obtidos
dos compostos 4a, 4b e 5b, que apresentaram respectivamente os seguintes
valores de IC50: 180,80 £ 17,91, 134,50 + 1,55 e 285,70 + 32,53 pug/mL. Todos
inferiores ao do inibidor padrao, nas condi¢cdes de ensaio utilizadas. Destaque
para o composto 4b (D) que apresentou o menor valor de IC50 (134,50 + 1,55

Mg/mL). E consequentemente um potencial inibidor da a-amilase pancreatica.

Ressalta-se que, uma abordagem promissora para o controle do diabetes,
em especial do diabetes tipo 2, € diminuir a hiperglicemia pés-prandial pela
inibicdo das enzimas que hidrolisam os carboidratos no trato gastrointestinal (LI
et al, 2018).

A a-amilase pancreatica € uma endo-hidrolase que degrada o amido em
varios oligossacarideos, liberando agucares mais simples que sdo convertidos
em glicose por outras enzimas (a-glicosidases) para absorgao intestinal,
portanto, a inibicdo da atividade da a-amilase resulta na diminuicdo da

biodisponibilidade de oligossacarideos e agucares absorviveis e,
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consequentemente, na diminuicdo da hiperglicemia pds-prandial. E inibidores
dessa enzima, como a Acarbose, atuam de forma competitiva e reversivel
(MATTIO et al, 2019). Uma vez que, sao estruturalmente semelhantes aos
oligossacarideos naturais (ROSAK; MERTES, 2012).

Apesar de ser comumente utilizada para o tratamento do diabetes tipo 2, o
uso da Acarbose, esta relacionado a alguns efeitos colaterais, que incluem
flatuléncia e dores abdominais e, assim, havendo uma necesssidade em
desenvolver moléculas potentes e com menos efeitos colaterais, ou seja, com
melhor custo beneficio (HAMEED et al, 2019).

Desta maneira, com base nos valores de % inibitoria (99,09 %) e de IC50
(134,50 £ 1,55 pg/mL), nota-se que o composto 4b (D) demonstrou maior
capacidade de inibir a atividade da a-amilase, portanto, o composto mais
promissor a um novo inibidor da a-amilase, e possivelmente, um candidato a

agente antidiabético.

A capacidade dos derivados da Boc-alanina de inibir a a-amilase, pode
estar relacionada inicialmente pela a presenga do heterociclo que contém dois
atomos de nitrogénios, que poderiam evitar a ligagdo enzima-substrato e,

consequentemente, a clivagem em oligossacarideos.

BRAYER et al (2000) destacam que a forte inibicdo das amilases pela a
Acarbose ¢é atribuido tanto a planaridade parcial da valienamina, que
provavelmente imita o anel achatado de glicose no oxocarbénio semelhante a
ion estado de transigdo durante a clivagem do amido, e para a presenga de fortes
interagbes eletrostaticas entre o grupos carboxila no sitio ativo e o nitrogénio

protonado do inibidor.

Nota-se que, os enantibmeros apresentaram diferentes resultados frente
as enzimas lipase pancreatica e a-amilase, e o D-enantibmero foi mais efetivo
para ambas as enzimas. E ainda, que as diferencas estruturais entre os
derivados da Boc-alanina e a Acarbose por si s6 nao influenciaram na
capacidade de inibigdo, sugerindo que ha outros aspectos envolvidos no

mecanismo de acao e, consequentemente, no perfil de inibicdo da enzima.
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Um aspecto importante dos resultados obtidos foi a efetividade de um unico
derivado da Boc-alanina tanto para a lipase quanto para a a-amilase,
simultaneamente, ja que o estudo visa o controle das desordens metabdlicas de

uma maneira geral, inclusive a sindrome metabdlica.

A Tabela 10 resume os resultados do composto 4b (D-enantidmero) que
apresentou acao para as duas enzimas, com excelentes resultados, inclusive em

relagdo aos inibidores de referéncia, nas condi¢des de ensaio utilizadas.

Embora D-aminoacidos (D-AAs) n&o existam na natureza amplamente
como seus L-enantibmeros, os que ocorrem naturalmente possuem fungdes
diferentes e especificas em diferentes organismos, como o papel estrutural como
componentes do peptideoglicano da parede celular de bactérias, além de
neuromoduladores no cérebro de mamiferos (POLLEGIONI; ROSINI; MOLLA,
2020).

Os D-AAs estdo se tornando cada vez mais importantes blocos de
construcdo de produtos farmacéuticos e quimicos finos, além de serem
componentes-chave em antibidticos B-lactamicos, insumos para fertilidade,
anticoagulantes e pesticidas; antibidticos semissintéticos, como ampicilina e
amoxicilina, que contém D-fenilglicina e D-p-hidroxi-fenilglicina, respectivamente
(POLLEGIONI; ROSINI; MOLLA, 2020).

Tabela 10 - Resumo dos resultados do composto 4b frente a lipase e a-amilase

Composto Lipase a-amilase
% de inibicdo 1C50 (ug/mL) % de inibicdo 1C50 (ug/mL)
4b 81,73 12,68 £ 1,53 99,09 134,50 £ 1,55
Orlistate 43,30 295,30 £ 11,22 - -
Acarbose - - 43,30 448,30 £ 13,26

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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6 CONCLUSAO

= Foram sintetizados 15 compostos: 3 derivados da Boc-alanina (1a-c), 4
derivados da N-piperazina alquilada (2a-d) e 8 derivados da Boc-alanina

conjugada aos derivados da N-piperazina alquilada (3a-d; 4a-b e 5a-b);

= Os derivados da Boc-alanina com variagdo isomérica (L, D e D, L)
conjugados aos derivados da N-piperazina-alquilada s&o moléculas

estruturalmente inéditas (sitio de busca SciFinder) até a presente data;

= Os métodos utilizados para o preparo tanto para os derivados da Boc-
alanina quanto para os derivados da piperazina mostraram-se eficiente e

com bons rendimentos, como segue:

|. derivados da Boc-alanina: L-alanina, D-alanina e D, L-alanina foram

obtidos com rendimento de 93, 87 e 98%, respectivamente;

Il. derivados da piperazina: com rendimentos que variaram entre 78 a
94%;

= A técnica utilizada para o preparo dos derivados da Boc-alanina
conjugados aos derivados alquilados da N-piperazina também se mostrou

eficiente e reprodutiva;

= A partir da analise das técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (1D e
2D); Infravermelho e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase
Estacionaria Quiral foi possivel efetuar a caracterizagcdo e,
consequentemente a elucidagao estrutural do composto 3b, utilizado

como exemplo para analise total,

= Além da Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢cdo que definiu a

massa molecular e a férmula estrutural exatas do composto em questao;
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Todos os derivados da Boc-alanina apresentaram efeito sobre a atividade
da lipase pancreatica, com base nos valores de IC50 (12,68 + 1,53 ug/mL)
e de porcentagem inibitéria (81,81 %) e por ser um enantibmero puro,
acredita-se que o derivado 4b seja um potente inibidor da lipase

pancreatica e promissor candidato a agente antiobesidade;

Acredita-se que acao dos derivados da Boc-alanina sobre a lipase pode
estar relacionada com a interagdo entre o grupo carbamato destes
derivados e a hidroxila (-OH) dos residuos de serina no sitio catalitico da
lipase, formando também um complexo estavél, levando a inativagao da

enzima;

Todos os derivados da Boc-alanina apresentaram efeito sobre a atividade
da a-amilase, destaque para 4b (D) com porcentagem de inibigdo de 99,09
% e 1C50 de 134,50 £ 1,55 ug/mL), portanto, o composto mais promissor
a um novo inibidor da a-amilase, e possivelmente, um candidato a agente

antidiabético.

Acredita-se que a acao dos derivados da Boc-alanina sobre a a-amilase,
pode esta associada a presencga da piperazina (composto heterociclico
com dois atomos de nitrogénio em posi¢des opostas em um anel de seis
membros), e estes poderiam influenciar na ligagdo enzima-substrato, e

assim, impedindo a clivagem do amido em oligossacarideos;

O composto 4b, um D-enantibmero, apresentou efetividade para ambas
as enzimas e, assim, um promissor candidato tanto a agente

antiobesidade e antidiabético;

Consequentemente, representando um promissor candidato para a
minimizagcdo e/ou controle do impacto das desordens metabdlicas de

maneira geral, inclusive a sindrome metabdlica;

O estudo demonstra toda a versatilidade dos aminoacidos na sintese (a
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partir da insergdo de grupos com propriedades fisico-quimicas e
biolégicas importantes) e, consequentemente, no desenvolvimento de

novos agentes terapéuticos, inclusive antiobesidade e antidibéticos;

Ressalta-se que, ha necessidade de estudos complementares que
possam verificar mais especificamente o perfil de efetividade de cada

derivado da Boc-alanina, como por exemplo:

» Investigacéo da estabilidade frente ao fluido gastrico;
» Toxicidade celular e/ou ensaio in vivo,
» Avaliacdo da afinidade dos derivados da Boc-alanina a lipase

pancreatica e a-amilase por meio de estudo de docking molecular.
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8 ANEXO

8.1 Caracterizagao dos derivados da Boc-alanina
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Boc-L-alanina (1a)

Aspecto: sélido branco; Rendimento: 93%; Faixa de Fusao (°C): 77,3-77,9;
RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 5,06 (s, 1H); 4,38 - 4,32 (m, 1H); 1,45 -
1,42 (m, 12H); RMN de '3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm):177,6; 155,4; 80,3; 49,1;
28,3 e 18,3; IV (NaCl, cm): 3334, 2981, 2934, 1717, 1395, 1369, 1165. Féormula

molecular: CsH1sNOa4

Espectro de RMN de 'H da Boc-L-alanina (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Espectro de RMN de '3C da Boc-L-alanina (125 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



116

O CH,
254 J 2 oH
o) u/\m/

(o)

Boc-D-alanina (1b)

Aspecto: solido branco; Rendimento: 87%; Faixa de Fusao (°C): 77,3 - 78,3;
RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 5,12 (s, 1H); 4,32 - 4,16 (m, 1H); 1,44 -
1,42 (m, 12H); RMN de 13C (125 MHz, CDCIl3) & (ppm):177,6; 155,4; 80,2; 49,1;
28,3 e 18,3. Féormula molecular: CsH1sNO4

Espectro de RMN de 'H da Boc-D-alanina (500 MHz, CDCls)

Fosust DA o B 399
NN 1o} <+ < -
3200
~ I (| ~—
3000
2800
2600
2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200
- el
1000
800
F600
400
J +200
| |
,J< : Fo
i i ég
3 3 2 F-200
o ~ —
. . . . . . . . . . . . . . .
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro de RMN de 3C da Boc-D-alanina (125 MHz, CDCl3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

O H CH;

Sl o

H o

Boc-D,L-alanina (1¢)

Aspecto: solido branco; Rendimento: 87%; Faixa de Fusao (°C): 77,6 - 78,8;
RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) d (ppm): 5,02 (s, 1H); 4,32 - 4,17 (m, 1H); 1,51 -
1,42 (m, 12H); RMN de '3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm):177,6; 155,4; 80,2; 49,1;
28,3 e 18,3. Formula molecular: CsH1sNO4

Espectro de RMN de 'H da Boc-D,L-alanina (500 MHz, CDCIs)
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Espectro de RMN de 3C da Boc-D,L-alanina (125 MHz,

Elaborado pelo autor (2020).

CDCl3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

8.2 Caracterizacao dos derivados da N-piperazina alquilada
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HN\//\NW

decanopiperazina (2a)

Aspecto: 6leo; Rendimento: 78%; RMN de 'H (500 MHz, CDClI3) & (ppm): 2,92-
2,90 (t, 4H); 2,43-2,30 (m, 4H); 1,87 (s, 2H); 1,49 (S, 1H) 1,29-1,27 (s, 28H); 0,91-
0,88 (t, 3H); RMN de '3C (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 59,5; 54,6; 46,0; 31,9; 29,6
29,3; 27,6; 26,6; 22,6; 14,1; IV (NaCl, cm™): 3257, 2920, 2850, 1550, 1467.

Formula molecular: C14H30N2.

Espectro de RMN de 'H do composto 2a (500 MHz, CDCls)

(o2}
FGS026 Q ) 45000

N~

2.92
2.91
2.90
2.43
2.33
2.31
2.30
—1.87
—1.49
1.29
1.27
0.91
0.89
0.88

Vat

L
{o.

L
\
/2.
Y

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

6.29]

© B2o =

~
«n
~
o
-
o
-
=3

T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3
f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro de RMN de '*C do composto 2a (125 MHz, CDCl3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro no infravermelho do composto 2a
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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iN%

tetradecanopiperazina (2b)

HN

Aspecto: sdlido branco; Rendimento: 82%; Faixa de Fusao (°C): 47,8 - 50,1
°C; RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 2,92-2,90 (t, 4H); 2,42-2,30 (m, 4H);
1,86 (s, 2H); 1,51-1,48 (S, 1H) 1,33-1,27 (s, 28H); 0,91-0,88 (t, 3H); RMN de '3C
(125 MHz, CDCls) & (ppm): 59,5; 54,6; 46,1; 31,9; 29,68 29,67; 29,65; 27,67;
26,6; 22,6; 14,1; IV (NaCl, cm™): 3244, 2919, 2852, 1558, 1541, 1466, 1458.

Formula molecular: C1sH3zsN2

Espectro de RMN de 'H do composto 2b (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro de RMN de 3C do composto 2b (125 MHz, CDCl3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro no infravermelho do composto 2b
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Transmitancia ( %)
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720

Hexadecanopiperazina (2c)

HN

Aspecto: solido branco; Rendimento: 92%; Faixa de Fusao (°C): 50,5 - 52,6
°C; RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 2,90-2,88 (t, 4H); 2,40-2,28 (m, 4H);
1, 76 (s, 2H); 1,49-1,47 (m, 1H) 1,30-1,25 (s, 28H); 0,89-0,86 (t, 3H); RMN de
13C (125 MHz, CDCI3) & (ppm): 59,5; 54,6; 53,2; 46,0; 31,9; 29,7; 29,6; 29,3; 27,6;
26,6; 22,7; 14,1; IV (NaCl, cm): 3241, 2918, 2849, 1550, 1467. Férmula
molecular: C20H42N2

Espectro de RMN de 'H do composto 2¢ (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro de RMN de "3C do composto 2¢ (125 MHz, CDCIs)
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Espectro no infravermelho do composto do composto 2¢

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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124



125

72

Octadecanopiperazina (2d)

HN

Aspecto: solido branco; Rendimento: 94%; Faixa de Fusao (°C): 53,5 - 54,6
°C; RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 2,90-2,84 (t, 4H); 2,43-2,30 (m, 4H);
1,91 (s, 2H); 1,51-1,48 (S, 1H) 1,33-1,27 (s, 32H); 0,91-0,88 (t, 3H); RMN de '3C
(125 MHz, CDCls) & (ppm): 59,5; 54,5; 46,0; 31,9; 29,7; 29,3; 27,6; 22,7; 27,6;
26,6; 22,7; 14,1; IV (NaCl, cm): 3276, 2918, 2848, 1542, 1466. Féormula

molecular: C22H4sN2

Espectro de RMN de 'H do composto 2d (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro de RMN de 3C do composto 2d (125 MHz, CDCl3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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8.3 Caracterizagcao dos derivados da Boc-alanina conjugados aos
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derivados da N-piperazina alquilada

=" e

>< O CH,
A

H o
tert-butil-L-(1-oxo-1-(4-decanopiperazin-1-il) propan-2-il) carbamato (3a)

Aspecto: oleo levemente amarelo; Rendimento: 9%; RMN de 'H (500 MHz,
CDCls) & (ppm): 5,56-5,54 (d, 1H); 4,61-4,58 (qui, 1H); 3,66-3,46 (m, 4H); 2,44-
2,39 (m, 4H); 2,34-2,31 (t, 2H); 1,41-1,37 (s, 9H); 1,24-1,19 (m, 24H); 0,83-0,8 (t,
3H); RMN de '3C (125 MHz, CDClI3) & (ppm):170,9; 155,0; 79,5; 77,2; 77,0; 76,7;
58,5; 53,2; 52,7; 46,0; 45,4; 42,0; 31,9; 29,58; 29,54; 31,9; 28,5; 29,3; 28,40;
27,47; 22,6; 19,5; 14,1; IV (NaCl, cm™): 3313, 2927, 2854, 1710,1452,1168.
EMAR: calculado para [C22H44N3Os] ([M+H]*): m/z: 398,3383, encontrado
398,3377.

Espectro de RMN de 'H do composto 3a (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Espectro de RMN de "*C do composto 3a (125 MHz, CDCIs)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Espectro no infravermelho do composto do composto 3a
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N oEa
N
H o

tert-butil-L-(1-oxo-1-(4-tetradecanopiperazin-1-il) propan-2-il) carbamato (3b)

Aspecto: solido levemente amarelo; Rendimento: 33%; Faixa de Fusao (°C):
88,3-89,3; RMN de 'H (500 MHz, CDCIs3) d (ppm): 5,57-5,55 (d, 1H); 4,57-4,53
(qui, 1H); 3,60-3,42 (m, 4H); 2,38-2,33 (m, 4H); 2,28-2,25 (t, 2H); 1,41-1,37 (s,
9H); 1,24-1,19 (m, 24H); 0,83-0,8 (t, 3H); RMN de '3C (125 MHz, CDCl3) &
(ppm):170,9; 155,0; 79,3; 77,42; 77,16; 76,9; 58,54; 52,80; 42,0; 31,93; 29,66;
28,39; 27,47; 26,78; 22,69; 19,44; 14,13; IV (NaCl, cm™): 3421, 3313, 2924,
2852, 2810, 2769, 2360, 2340, 1711,1651,1463. EMAR: calculado para
[C26H52N303] ([M+Na]*): m/z: 454,4009, encontrado 454,4003.



Espectro de RMN de 'H do composto 3b (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Espectro de RMN de '3C do composto 3b (125 MHz, CDClI3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



Espectro de DEPT-135 do produto 3b (125 MHz, CDCl3)
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Mapa de contorno COSY "H - "H do composto 3b (CDCI3)
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Mapa de contorno HSQC "H -'3C do composto 3b (CDCI3)

132

f2 (ppm)

imig ® o2 LN M0 2o e e o oz ns| H10-21
M )’L /—" El 1 13 1% 17 18 21 -
gy 3N
075 N 4
o
H22
N-H H4 H2 H1HY ] l
N T, S
FGS021 PURO to
c22 - [
s — 'S 20
=} C11.20 - L
B ‘#m 30
c4— -~ ~40
1= » -
i s 50
co ) F60
170
= leo
£
ton &
o
100 ©
F110
F120
F130
F140
L1s0
6 —
160
€3 = F170
H80
I R I, . .
95 90 85 80 725 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f2 (ppm)
H-13Cd 3b (CDC
Mapa de contorno HMBC 'H - 0 composto I3
H10.21
"N 10 2 14w 18 20 92 sl
g 8 5 2
X /?L s 11 13 18 17 w21 e
8y 2N
078 H 4
o]
H22
NH Ha H2 H1HY
" ol TR .V
FGS021 PURD by
c22 o 10
< Ferra M ] e
— - \ L
R —— ol 30
€4 tao
T — *
€2 " Fs0
o —— -60
t-70
cf -+ F80
£
5
loo &
fio =
110
[120
F130
F140
o F150
A 160
c3 — . Y F170
-180
e T S R L S S
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 0.0

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



Espectro no infravermelho do composto 3b
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Estacionaria Quiral (CLAE-

FEQ) - Cromatograma do composto 3b
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Espectro de Massa de Alta Resolugcdo do composto 3b
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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tert-butil-L-(1-ox0-1-(4-hexadecanopiperazin-1-il) propan-2-il) carbamato (3c)

Aspecto: solido; Rendimento: 65%; Faixa de Fusao (°C): 90,2-91,5; RMN de
TH (500 MHz, CDCIs3) d (ppm): 5,56-5,55 (d, 1H); 4,62-4,55 (qui, 1H); 3,68-3,41
(m, 4H); 2,46-2,35 (m, 4H); 2,34-2,29 (i, 2H); 1,47-1,42 (s, 9H); 1,29-1,24 (m,
31H); 0,88-0,85 (t, 3H); RMN de '3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm):170,9; 155,0;
79,5, 77,2;77,0; 76,7; 58,7; 58,5; 53,2; 52,9; 52,7; 46,0; 45,4; 42,0; 31,9; 29,69;
29,66; 28,5; 28,3; 27,4; 26,7; 19,4; 14,1; IV (NaCl, cm™): 3314, 2921, 2852,
1704,1645, 1165, 756. EMAR: calculado para [C2sHseéN3Os] ([M+H]*): m/z:
482,4322, encontrado 482,4316.



Espectro de RMN de 'H do composto 3¢ (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro de RMN de '3C do composto 3¢ (125 MHz, CDCls)
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Espectro no infravermelho do composto 3¢
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tert-butil-L-(1-oxo-1-(4-octadecanopiperazin-1-il) propan-2-il) carbamato (3d)

Aspecto: solido; Rendimento: 65%; Faixa de Fusao (°C): 91,3-92,5; RMN de
H (500 MHz, CDCIz) & (ppm): 5,56-5,55 (d, 1H); 4,62-4,56 (qui, 1H); 3,68-3,41
(m, 4H); 2,46-2,36 (m, 4H); 2,34-2,29 (i, 2H); 1,44-1,42 (s, 9H); 1,29-1,24 (m,
31H); 0,88-0,85 (t, 3H); RMN de '3C (125 MHz, CDCI3) d (ppm):170,9; 155,0;
79,5, 77,2;77,0; 76,7; 58,7; 58,5; 53,2; 52,9; 52,7; 46,0; 45,4; 42,0; 31,9; 29,69;
29,66; 28,5; 28,3; 27,4; 26,7; 19,4; 14,1; IV (NaCl, cm™): 3314, 2925, 2853, 1705,
1650, 1454, 1171. EMAR: [C30H59N303] ([M+H]*): m/z: 510,4641.

Espectro de RMN de 'H do composto 3d (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Espectro de RMN de "*C do composto 3d (125 MHz, CDClIs)
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Espectro no infravermelho do composto 3d
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Espectro de Massa de Alta Resolugcdo do composto 3d
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

tert-butil-D-(1-oxo0-1-(4-tetradecanopiperazin-1-il) propan-2-il) carbamato (4a)

Aspecto: solido; Rendimento: 71%; Faixa de Fusao (°C): 88,5-89,2; RMN de
H (500 MHz, CDCI3) d (ppm): 5,56-5,54 (d, 1H); 4,63-4,57 (qui, 1H); 3,68-3,42
(m, 4H); 2,44-2,37 (m, 4H); 2,34-2,29 (t, 2H); 1,46-1,43 (s, 9H); 1,30-1,25 (m,
31H); 0,88-0,86 (t, 3H); RMN de '3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm):170,9; 155,0;
79,4;77,2;77,0;76,7; 58,5; 53,2; 52,7; 52,7; 46,0; 42,4; 42,0; 31,9; 29,69; 29,66;
28,5; 28,3; 27,4; 26,7; 19,4; 14 1.

Espectro de RMN de 'H do composto 4a (500 MHz, CDCls)
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Estacionaria Quiral (CLAE-

FEQ) - Cromatograma do composto 4a
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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tert-butil-o-(1-oxo-1-(4-hexadecanopiperazin-1-il) propan-2-il) carbamato (4b)

Aspecto: solido; Rendimento: 74%; Faixa de Fusao (°C): 90,4-91,4; RMN de
H (500 MHz, CDCIz) & (ppm): 5,56-5,55 (d, 1H); 4,62-4,56 (qui, 1H); 3,68-3,41
(m, 4H); 2,46-2,36 (m, 4H); 2,34-2,29 (i, 2H); 1,44-1,42 (s, 9H); 1,29-1,24 (m,
31H); 0,88-0,85 (t, 3H); RMN de '3C (125 MHz, CDCI3) d (ppm):170,9; 155,0;
79,5;77,2;77,0; 76,7; 58,7; 58,5; 53,2; 52,9; 52,7; 46,0; 45,4; 42,0; 31,9; 29,69;
29,66; 28,5; 28,3; 27,4; 26,7; 19,4; 14,1. EMAR: calculado para [C2sHs6N303]
([M+H]*): m/z: 482,4320, encontrado 482,4316.

Espectro de RMN de 'H do composto 4b (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Espectro de RMN de '3C do composto 4b (125 MHz, CDCl3)
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tert-butil-p,.-(1-oxo-1-(4-tetradecanopiperazin-1-il) propan-2-il) carbamato (5a)

Aspecto: solido; Rendimento: 82%; Faixa de Fusao (°C): 88,4-89,5; RMN de
H (500 MHz, CDCI3) d (ppm): 5,55-5,53 (d, 1H); 4,60-4,57 (qui, 1H); 3,64-3,42
(m, 4H); 2,41-2,38 (m, 4H); 2,33-2,30 (t, 2H); 1,44-1,39 (s, 9H); 1,28-1,24 (m,
31H); 0,87-0,85 (t, 3H); RMN de '3C (125 MHz, CDCIz) & (ppm):170,9; 155,0;
79,5, 77,2;77,0; 76,7; 58,5; 53,2; 52,7; 46,0; 45,4; 42,0; 31,9; 29,66; 29,3; 27 4;
26,7; 22,7;19,5; 14 1.

Espectro de RMN de 'H do composto 5a (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



Espectro de RMN de "*C do composto 5a (125 MHz, CDClz)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Estacionaria Quiral (CLAE-

FEQ) - Cromatograma do composto 5a
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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tert-butil-p,.-(1-ox0-1-(4-hexadecanopiperazin-1-il) propan-2-il) carbamato (5b)

Aspecto: solido; Rendimento: 88%; Faixa de Fusao (°C): 90,3-91,5; RMN de
TH (500 MHz, CDCI3) d (ppm): 5,55-5,53 (d, 1H); 4,60-4,57 (qui, 1H); 3,67-3,41
(m, 4H); 2,42-2,35 (m, 4H); 2,33-2,30 (t, 2H); 1,44-1,42 (s, 9H); 1,28-1,24 (m,
31H); 0,87-0,85 (t, 3H); RMN de '3C (125 MHz, CDCI3) & (ppm):170,9; 155,0;
79,5, 77,2, 77,0; 76,7; 58,5; 53,2; 52,7; 45,4, 42,0; 31,9; 29,6; 28,4; 27 ,4; 26,7,
19,5; 14,1.

Espectro de RMN de 'H do composto 5b (500 MHz, CDCls)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Espectro de RMN de 3C do composto 5b (125 MHz, CDCl3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



