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RESUMO

Santos, Sabrina Neves. Sintese e avaliacdo da atividade anticolinesterasica de novos
derivados da piperina. Dissertacdo (mestrado em Quimica Orgéanica). Instituto de
Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O aumento da expectativa de vida é um fendmeno mundial que mostra o relativo
sucesso de politicas de satde publica, no entanto, 0 aumento da expectativa de vida tem
como efeito negativo o aparecimento de doencas degenerativas, tipicas de idades mais
avancadas, incluindo-se as varias formas de deméncia e entre estas, a mais importante é
a Doenca de Alzheimer (DA), patologia irreversivel e progressiva caracterizada pela
deterioracdo neuronal. Como resultado da neurodegenaracao, a atividade de neur6nios
colinérgicos, que utilizam o neurotransmissor acetilcolina (ACh), é reduzida. Um dos
mais promissores caminhos para tratar esta doenca ¢ aumentar o nivel de acetilcolina no
cerebro usando inibidores da acetilcolinesterase (AChE). Portanto, este trabalho tem
como objetivo realizar modificacdes estruturais sobre a estrutura quimica da piperina e
avaliar a influéncia de determinados parametros estruturais, como a flexibilidade
conformacional e o impedimento estérico frente a atividade anticolinesterasica (AChE e
BChE) destes compostos, bem como fazer um estudo cinético a fim de descobrir qual o
perfil de inibicdo das enzimas AChE e BChE, a fim de buscar novos compostos que

poderiam ser Uteis no tratamento dos sintomas da DA.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Alzheimer, piperina, atividade

anticolinesterasica.



ABSTRACT

The increase in life expectancy is a worldwide occurrence that shows the relative
success of public health politics, But the increase in life expectancy has a negative
effect: the appearance of degenerative diseases typical of old age, including several
forms of dementia, like Alzheimer’s Disease (AD) that is certainly the most important.
It is an irreversible and progressive disease characterized by neuronal deterioration. As
a result this neuronal deterioration, the activity of cholinergic neurons that use the
neurotransmitter acetylcholine (ACh) is reduced. One of the most promising approaches
to treat this disease is to increase the level of acetylcholine in the brain using inhibitors
of acetylcholinesterase (AChE). Therefore, this work aims to conduct structural
modifications on the chemical structure of piperine and evaluate the influence of certain
structural parameters, such as conformational flexibility and steric front of
acetylcholinesterase activity (AChE and BChE) of these compounds, as well as make a
kinetic study in order to discover what the profile of inhibition of AChE and BChE
enzymes in order to find new compounds that could be useful in treating the symptoms
of AD.

Key words: Alzheimer's disease, piperine, anticholinesterase activity



Lista de Espectros

Espectro 1: Espectro no Infravermelho da Piperina. ..........cccooveiiiiiiiiiiiiicciic s 91
Espectro 2: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls ) da Piperina...........c.ccccocvveuen... 92
Espectro 3: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl3 ) da Piperina............cccocevevvveninens 93
Espectro 4: Espectro no Infravermelho do Acido piperinico. ............ccocovveveveveverennnan. 94
Espectro 5: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO - D) do écido piperinico. .......... 95
Espectro 6: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - Dg) do &cido piperinico. .......... 96
Espectro 7: Espectro no Infravermelho da 1-metilpiperazinila. ............ccccooeviiiniiinnn, 97
Espectro 8: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls ) da amida 1-metilpiperazinila. ... 98
Espectro 9: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl3) da amida 1-metilpiperazinila. ... 99

Espectro 10:
Espectro 11:
Espectro 12:
Espectro 13:
Espectro 14:
Espectro 15:
Espectro 16:

Espectro 17

Espectro no Infravermelho da 1-etilpiperazinila. ...........cccccccooiiininnnn, 100
Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls ) da amida 1-etilpiperazinila... 101
Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl; ) da amida 1-etilpiperazinila. .. 102
Espectro no Infravermelho da 1-fenilpiperazinila.............c.cccooevenininnnn, 103
Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls ) da amida 1-fenilpiperazinila. 104
Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl3) da amida 1-fenilpiperazinila. 105
Espectro no Infravermelho da 1- benzilpiperazinila..............cc..cccoeennee..
: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; ) da amida 1-benzilpiperazinila.

................................................................................................................................. 107
Espectro 18: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDClI; ) da amida 1-benzilpiperazinila.
................................................................................................................................. 108
Espectro 19: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; ) da amida 1-benzilpiperazinila
0] o [oT o =T o o - VPSSR 109
Espectro 20: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl; ) da amida 1-benzilpiperazinila
0] oo o =T aT: o - VPSSR 110
Espectro 21: Espectro de RMN *'H (500 MHz, CDCl; ) da amida [1-(5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)piperiding] ...........cccoveveiiiieiiiie e 111
Espectro 22: Espectro no Infravermelho do sal da 1-metilpiperazinila. ...................... 112
Espectro 23: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — Dg) do sal da amida 1-metil
01O L= 2= V4 |01 - VPP OTRO 113

Espectro 24: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — Dg) do sal da amida 1-

MELHPIPEraZINIIA. ...c..veieie s 114



Espectro 25: Espectro no Infravermelho do sal da 1-etilpiperazinila. ......................... 115
Espectro 26: Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO — D) do sal da amida 1-

BUIPIPEIAZINIIAL ..o 116
Espectro 27: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — Dg) do sal da amida 1-
EUIPIPEIAZINIIAL ..o 117
Espectro 28: Espectro no Infravermelho do sal da 1-benzilpiperazinila...................... 118
Espectro 29: Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO — Ds) do sal da amida 1-
DENZIIPIPEIAZINIIAL ... 119
Espectro 30: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — Dg) do sal da amida 1-
DENZIIPIPEIAZINIIA. ..o 120
Espectro 31: Espectro no Infravermelho do sal da 1-fenilpiperazinila......................... 121
Espectro 32: Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO — Ds) do sal da amida 1-
TeNIIPIPEIazZINIIA. ...c..eeiie e 122
Espectro 33: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — Dg) do sal da amida 1-
TeNIIPIPEIazZINiIA. ...c..eeeie 123

Espectro 34: Espectro no Infravermelho do sal da amida 1-benzilpiperazinila

0] T [ifoT o =T 0T o - VPSSR 124
Espectro 35: Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO — Ds) do sal da amida 1-
benzilpiperazinila Nidrogenada. ...........ccoiuieiiiee e 125
Espectro 36: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — Dg) do sal da amida 1-
benzilpiperazinila Nidrogenada. ...........ccoiveeiiiee e 126

Espectro 37: Espectro no Infravermelho do sal da amida [1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

IDPENtI)PIPErIAING] ....ccvieeeiee e 127
Espectro 38: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — Dg) do sal da amida [1-(5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)piperiding] ........c.ccccovuveiiiieiiiie e 128
Espectro 39: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - Dg) do sal da amida [1-(5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)piperiding] ...........cccoveveiiiieiiiie e 129
Espectro 40: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — Dg) do cloridrato da amida 1-
MELHPIPEraZINIIA. ...c.eveeeee e 130
Espectro 41: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - D) do cloridrato da amida 1-
MELHPIPEraZINIIA. ...c.eveeeie e 131
Espectro 42: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — Dg) do cloridrato da amida 1-
BLHPIPEIAZINIIAL ..o 132



Espectro 43: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — Dg) do cloridrato da amida 1-
EUIPIPEIAZINIIAL ..o 133
Espectro 44: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — Dg) do cloridrato da amida 1-
TeNIIPIPEIAZINIIA. ..o 134
Espectro 45: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — Dg) do cloridrato da amida 1-

TeNIIPIPEIazZINIIA. ..o 135



Lista de Tabelas

Tabela 1: Caracteristicas de farmacos que atuam no tratamento sintomatico da Doenga

(0 LCRN b4 1T 103 PRSP 17
Tabela 2: Deslocamento quimico de *H e **C para a piperina (1).......cccocevevvvvevrvennnnes 23
Tabela 3: Deslocamento quimico de *H e *C para o 4cido piperinico (2) ..........c......... 25
Tabela 4: Deslocamento quimico de H e *C para a 1-metilpiperazinila (16a) ............ 27
Tabela 5: Deslocamento quimico de *H e **C para a 1-etilpiperazinila (16b) ............... 29
Tabela 6: Deslocamento quimico de *H e *C para a 1-benzilpiperazinila (16c)............ 30
Tabela 7: Deslocamento quimico de *H e **C para a 1-fenilpiperazinila (16d). ............ 31

Tabela 8: Deslocamento quimico de *H e **C para a 1-benzilpiperazinila hidrogenada

() TSP P RPR PRSPPI 33
Tabela 9: Deslocamento quimico de 'H e *C para a 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
INpentil)pIPeriding (20) ........oi i 35

Tabela 10: Deslocamento quimico de *H e *3C para o sal da 1-metilpiperazinila (21a). 37
Tabela 11: Deslocamento quimico de *H e *C para a 1-etilpiperazinila (21b) ............. 38
Tabela 12: Deslocamento quimico de *H e *C para o sal de 1-benzilpiperazinila (21c)40
Tabela 13: Deslocamento quimico de *H e **C para a sal de 1-fenilpiperazinila (21d) . 42
Tabela 14: Deslocamento quimico de H e *C para a 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

ipentil)-1-metilpiperidinium (22) ......cooveeiie e 43
Tabela 15: Deslocamento quimico de ‘H e **C para o 4-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
il)pentanoil)-1-benzil-1-metilpiperazin-1-ium (23) .......ccooveeviieeiiie e 45
Tabela 16: Deslocamento quimico de *H e **C para o cloridrato da 1-metilpiperazinila
(24Q) ..ottt e areenre s 46
Tabela 17: Deslocamento quimico de *H e **C para o cloridrato da 1- etilpiperazinila
(24D) ettt reenres 47
Tabela 18: Deslocamento quimico de *H e **C para o cloridrato da 1-fenilpiperazinila
(24C) oottt b reenre s 49

Tabela 19: Valores de absorvancias e concentracdes do sal de metila da 1-
metilpiperazinila (21a) utilizados para o calculo do percentual de inibi¢cdo da AChE...51

Tabela 20: Percentual de inibicdo de AChE pelo sal de metila da 1- metilpiperazinila



Tabela 21: Valores de 1/V° e 1/[S] para 0 composto (21c) como demonstrativo de
calculo da cinética enzimatica de ACKE. .........cccveiiieiii i 53
Tabela 22: Rendimentos sintéticos e propriedades fisicas das amidas (16a-d).............. 57
Tabela 23: Sinteses, rendimentos e propriedades fisicas das amidas reduzidas (17 e 20).

Tabela 24: Rendimentos sintéticos e propriedades fisicas dos compostos.................... 61
Tabela 25: Rendimentos sintéticos e propriedades fisicas dos compostos (22 e 23) ..... 63
Tabela 26: Rendimentos sintéticos e propriedades fisicas dos compostos.................... 64
Tabela 27: Tabela com os valores de Clso (AChE e BChE) dos compostos 21a -21d. .. 68
Tabela 28: Tabela com os valores de Clso (AChE e BChE) dos compostos 24a -24c. .. 74
Tabela 29: Tabela com os valores de Clso (AChE e BChE) dos compostos 22 e 23. .... 77



Lista de Esquemas

Esquema 1: Mecanismo de hidrélise da ACh pela AChE. ..., 14
Esquema 2: Planejamento estrutural dos derivados da piperina (1) planejados a partir da
AONEPEZINA (L2). et 20
Esquema 3: Reacbes envolvidas no método de ENIman..........cccocovvevieiiieic e, 65

Vi



Lista de Figuras
Figura 1: Frutos de PIper NIGrUM L..........ooiiiiiiiieiiieiie e 2
Figura 2: Estrutura da piperina e seus grupamentos funCIONaIs. ...........cccovevververieennenne 3

Figura 3: Derivados sintéticos da piperina avaliados contra T. cruzi. (RIBEIRO et
AL 2004) ...t b et bttt ettt nre e nne e e 4

Figura 4: Compostos mesiénicos com atividade bioldgica contra T. cruzi. (FERREIRA
BT A1 2008) ...ttt 5

Figura 5: Compostos com atividade bioldgica contra T. cruzi. (FRANKLIM et al,
P00 TSP OPTR 6

Figura 6: Placa senil e emaranhado neurofibrilar no cdrtex cerebral na Doenca de
y N 4 0T 1011 ] RSP URRSTRRSRRN 8

Figura 7: A. Visédo 3D do sitio enzimatico da AChE com sua triade catalitica e
acetilcolinesterase; B. Representacao das ligagdes de hidrogénio do grupamento éster da
@ =R (=] = 37X o3 =) TR OO 10

Figura 8: Estruturas 2D e 3D da acetilcolina e seus grupos funcionais. ..............cc.c...... 12

Figura 9: Representacdo da liberacao e hidrolise da acetilcolina pela acetilcolinesterase
NA TENAA SINAPLICA. ... eee e e et e e e e e e nnaeeesneee s 13

Figura 10: Estruturas dos farmacos inibidores da acetilcolinesterase utilizados no

tratamento da Doenca de Alzheimer em representacdo 2D (A) € 3D (B).....cccccccvvveneee. 18
Figura 11: Grafico de atividade anticolinesterasica do sal de metila da 1-
MELIPIPErazinila (21A) ......ccccvvieiiie et 52
Figura 12: Aparelhagem de SOXNEL ..........eveiiii e 54
Figura 13: Mecanismo de formacdo do &cido piperinico (2) a partir da hidrolise da
Q1] o T=T TP U ) PSPPSR PSROURRSRI 56
Figura 14: Meanismo de formacdo do cloreto de acila (15) utilizando cloreto de oxalila
[(©10 103 ) TSRS PTPRTRPRPPI 57
Figura 15: Mecanismo de formacao dos sais de amdnio quaternario (21a-d)................ 60

Figura 16: (A) Parametros fisico-quimicos de volume (MR=refratividade molar) e
coeficiente de particdo (logP) calculados para os compostos 21a-d e representacdo 3D
(azul=éreas mais hidrofilicas e verde=area mais hidrofébicas). (B) Gréaficos de
correlacdo entre os parametros fisicos-quimicos (volume a esquerda e lipofilicidade a
direita) e a poténcia de inibi¢cdo dos compostos 21a-A..........ccccevveiiieeiiieeeiiee e 72

vii



Figura 17: Representacdo das interagdes da donepezila com o interior da cavidade
enzimatica da AChE (PDB4EY7). (A) Representacdo das interacdes hidrofobicas e (B)
Representacao das ligagcdes de Ndrogenio .........cc.eeivveeriiieiiiie e 73

Figura 18: Representacdo da cavidade de acesso ao sitio catalitico da AChE
(PDBA4EY7) com o ligante donepezila N0 Seu INLEFION. .........covieivieiiieiieiie e 76

viii



Lista de Graficos

Gréfico 1: Gréfico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimatica de AChE (peixe
elétrico tipo VI-S) x concentracdo dos compostos 21a-d (uM). (A) R=CHjs (21a); (B)
R=CH,CH3(21b); (C) R= Ph(21d); (D) R= Bn(21c). Os experimentos foram realizados
em triplicata. % inibicdo AChE piperina 13,5% (200UM).......ccccvvriiiiiiiiiienieiiienene 70

Gréfico 2: Gréfico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimatica de BUChE (soro
equino) x concentracdo dos compostos 21a-d (uM). (A) R=CHj; (21a); (B) R=CH,CHjs
(21b); (C) R= Ph (21d); (D) R= Bnz (21c). Os experimentos foram realizados em
triplicata. % inibicdo AChE piperina 13,5% (200uM). .....cooovviiiiiiiiiiiii, 71

Gréfico 3: Gréafico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimética de AChE (peixe
elétrico tipo VI-S) x concentracdo dos compostos 24a-b (uM). (A) R=CHj; (24a); (B)
R=CH,CHj3 (24b); Os experimentos foram realizados em triplicata. % inibicdo AChE
piperina 13,5% (200M). .....neiiiieiiiie e 75

Grafico 4: Gréafico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimética de BChE (soro
equino) x concentracdo dos compostos 24a-b (uM). (A) R=CHj3 (24a); (B) R=CH,CHj3
(24b); Os experimentos foram realizados em triplicata. % inibicdo AChE piperina
13,5% (200IM).....oevevecevceesesee s eeees s es e s st n st en s en et n s 76

Grafico 5: Gréafico de correlagdo de percentual de inibicdo enzimatica de AChE (peixe
elétrico tipo VI-S) x concentra¢do dos compostos 22 e 23 (uM). (A) (23); (B) (22); Os
experimentos foram realizados em triplicata. % inibicdo AChE piperina 13,5%

Grafico 6: Gréafico de correlacdo de percentual de inibicdo enziméatica de BChE (soro
equino) x concentracdo dos compostos 22 e 23 (uM). (A) (22); (B) (23); Os
experimentos foram realizados em triplicata. % inibicdo AChE piperina 13,5%

Grafico 7: Grafico de Lineweaver-Burk para a Cinética de inibicdo de AChE pelos
compostos 21b (A) e 21c (B) e para cinética de inibicdo de BChE pelos compostos 21d
(O =T ol (0 ) TS PSP RPRPRSPRPPI 81



ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ABS - Absorvancia

ACh - Acetilcolina

AChE - Acetilcolinesterase

AChE-Is - Inibidores seletivos da acetilcolinesterase
ACTI - lodeto de acetiltiocolina

BChE - Butirilcolinesterase

BChE-Is - Inibidores seletivos da butirilcolinesterase
BCTI - lodeto de butiriltiocolina

BSA - Albumina sérica bovina

CCF = Cromatografia de Camada Fina

Clso = Concentracéo Inibitéria de 50%

d = dupleto

DA - Doenca de Alzheimer

dd = duplo dupleto

DMSO = Dimetilsulfoxido

DTNB - Acido 5,5’ ditiobis [2-nitrobenzéico]

IV = InfraVermelho

m = multipleto

MAO - Enzima monoaminoxidase

Pd/C = Paladio sobre Carbono

Pf = Ponto de Fuséo

ppm = parte por milhdo

RMN *3C = Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
RMN 'H = Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
s = simpleto

SNACc = Substituicdo Nucleofilica Acilica

SNC - Sistema nervoso central

t = tripleto

t.a. = temperatura ambiente

THF = Tetrahidrofurano

TMS = Tetrametilsilano



SUMARIO

R 1011 (o 1ot Lo T U TP T PO PP PP PR PP PPRUPOPIN 1
1.1. A importéncia dos produtos naturais na inddstria farmacéutica ....................... 1
1.2, O produto Natural: PIPEIING ........ccveiiieiiieiie et 1

1.2.1.  Estudos sobre atividades farmacoldgicas da piperina.............c.cceeevervennene. 3
1.3, D0enga de AlZNEIMET ........ccoiiiiiiiiiie it 7
1.3. 1. COlNESIEIASES ......vieiieiee ittt 9
1.4, A ACEHICOIING. ... 11
1.5.  Tratamento da Doenga de AIZNEIMEr .........cccoviiiiiiiiiiiie e 15
1.5.1.  Tratamentos SINtOMALICOS .......ceivieririiieiiiiesie et 15
1.5.1.1.  Os inibidores da acetilcolinesterase (AChE-1)........c.cccoovviiiiiiiinennnnn. 15
1.5.1.2.  Os inibidores da butirilcolinesterase (BUChE-1)..........ccccovieiiiiinnnnnnn. 18

P © | o 1 1Yo PSSR 19
2.1, ODJELIVO GEIAL .....ccieieeciiie ettt nrae e 19
2.2, ODbjetivos ESPECITICOS. ... ..cciiiiieiiiieiiii ettt 19
2.3.  Planejamento ESIrULUNAl ...........ccvveiiieeiiiec e 20

3. MateriaiS € MELOUOS. ......cuveiiiiiiiie et 21

3.1, EQUIPAMENTOS. . eeiiiiieeiiee ettt e sttee e et e ettt e et e e et e e st e e st a e et e e e nnaaeennaaeennaaeennnes 21
3.2, MIBLETIAIS ..ttt 21
3.3, MEtOAOIOgIA. ... evie it 22

3.3.1.  EXtracdo da Piperina (1) ......ccccoiireiiiee i 22
3.3.2.  Hidrdlise Basica da Piperina (1) .....ccccccviureeiireiiire e siee e sree e 24
3.3.3.  Reacdo Geral de formacdo das amidas (16a-d)............ccccceevvvveeiiinreninnnnnn 25
3.3.4. Reac0es de formacdo dos compostos reduzidos (17 € 19)..........ccceeeuveen. 32
3.3.5.  Reacdo Geral de N-alquilagdo das Amidas (21 a-0) .........ccceeveeviiivnreennnn. 35



3.3.6.  Reacéo geral de formacdo dos cloridratos das amidas (24a-C) ................ 45

3.3.7.  ENSAIOS BIOIOGICOS. ......coiuiiiiiiiiiieiiieiie e 49

4. RESUIAA0S € DISCUSSDES. ......eeiueeeiieiiiesiiiestee ettt ettt 54
4.1. 1solamento da PIPErina (1) .....cocveiieeiiieiie e 54
4.2.  Preparacao do 4cido piperiniCo (2) .....ccoovvereeriirieiieiierie e 55
4.3.  Preparagdo das Amidas (16a-0).........cccerreimiieiiieniieie i 56
4.4. Preparagdo das amidas saturadas (17 € 20) .......cccvereeiieeniiieniiniie e 59
4.5. Preparacgdo dos sais de aménio quaternario (21 a-d, 22 € 23) ......ccccccveevrennnen. 60
45.1. Caracterizagdo dos sais de amOnio quaternario insaturados (21 a-d)....... 61
4.5.2.  Caracterizagdo dos sais de amdnio quaternario saturados (22 e 23) ........ 62

4.6. Sintese dos Cloridratos (248-C) ........ccueiveiriieiiieiiienie et 63
4.7. Ensaios QUimIcoS — BIOIOGICOS. ........ccouiiiiiiiiiiiiieiic e 64
4.7.1. Ensaio de avaliacdo de atividade anticolinesterasica..............cccccccvrennen. 64
4.7.2.  CinetiCa ENZIMALICA ........coveriiiiiiieieeiee e 79

5. CONCIUSAD ...t 82
6. Referéncias BibHOGrAfiCas ........cccvviiiiiiiiiic e 83
T AANBXOS ..ottt 90

Xii



1. Introducéao

1.1.  Aimportancia dos produtos naturais na industria farmacéutica

Os produtos naturais foram os principais componentes das farmacopéias por
milhares de anos, sendo usados até fim do século XIX na forma de chas, infusdes, e
outras formulac6es farmacéuticas (BRODY, 2000). O isolamento de produtos naturais
em forma pura, no final do século XIX, foi um passo decisivo para a criacdo da
industria farmacéutica. Ao usar produtos naturais bioativos como ponto de partida para
o desenvolvimento de novos farmacos a inddstria farmacéutica se depara, em geral, com
a baixa concentracdo das substéncias selecionadas nas fontes naturais, 0 que muitas
vezes inviabiliza sua exploragdo comercial. Porém, a sintese destas substancias e de
derivados planejados, permite frequentemente que se estabeleca o farmacoforo e que se
module o perfil bioldgico (COSTA, 2009). Muitos produtos sintéticos em uso em
clinica foram inspirados em produtos naturais e estes tém sido a fonte mais produtiva

para o desenvolvimento de novos farmacos (HARVEY, 2000).

Embora o uso de produtos naturais in natura como insumos na industria
farmacéutica tenha decrescido ao longo dos ultimos anos, estas substancias ainda vém
sendo bastante usadas como fonte de inspiragdo. Dos 847 farmacos de baixo peso
molecular (micromoléculas) lancados no mercado entre 1981 e 2006, 43 eram produtos
naturais, 232 produzidos por semi-sinteses a partir de produtos naturais e 572 obtidos
por sintese total. Entretanto, 262 entre estas ultimas substancias possuiam um grupo
farmacoforico inspirado em produtos naturais ou poderiam ser considerados analogos
de produtos naturais (SCHMIDT, 2008).

1.2. O produto natural: Piperina

A amida natural piperina (1) (N-piperidinil-5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-
pentadienamida) € o principal constituinte quimico de Piper nigrum L. (Piperaceae),
ocorrendo em maior proporc¢do nos frutos da planta (SEMLER& GROSS, 1988) que sdo
conhecidos popularmente como pimenta do reino. A Piper nigrum L. (Figura 1) tem
seu uso bastante difundido na medicina popular da india, pais de onde é originaria,

sendo que no Brasil seu principal uso é como condimento. Hoje, esta planta é cultivada
1



em mais de 100 municipios nos Estados do Pard, Espirito Santo, Bahia, Maranhdo,
Ceard, Paraiba e, recentemente, no Estado do Amapa, alcancando o Brasil no ano de
2004 uma producdo de 30.000 toneladas por hectare/ano (DUARTE &
ALBUQUERQUE, 2005).

A presenca da piperina (1) na pimenta-do-reino foi descoberta pelo cientista
dinamarqués Hans Christian Orstead, em 1820. Sua sintese quimica, entretanto, s6 foi
realizada pela primeira vez em 1882 por Leopold Hugheimer, quimico alemao famoso
por sua metodologia de sintese de pirazinas, a sintese de Staedel-Hugheimer
(FRANKLIN, 2013).

Figura 1: Frutos de Piper nigrum L.

Outro ponto relevante em relagdo a este produto natural é a sua abundancia,
sendo extraido com rendimentos de cerca de 3-7%, a partir dos frutos secos da planta
(IKAN, 1991). Além disso, devido a maior ocorréncia da amida nos frutos, a pimenta
do reino constitui-se como uma fonte renovavel para esta substancia, visto que com

manejo adequado pode-se realizar varias colheitas no ano sem comprometer a planta.

Sua estrutura pode ser dividida em trés subunidades compostas por um grupo
1,3-benzodioxola (subunidade A), ao lado de uma cadeia de acido pentadiendico
(subunidade B) e a subunidade amina piperidinil (subunidade C) (Figura 2). No que diz

respeito as propriedades fisico-quimicas da piperina, a molécula apresenta carbonos e



hidrogénios, com duas funcbes éter e uma funcdo amida N, N -di-substituida. 1sso quer
dizer que a molécula é quase apolar e, portanto, quase insolivel em &gua. De fato, ela é

soluvel em éter, alcool, cloroférmio e em solventes apolares.

Subunidade B
l‘_H

Subunidade A O(Subunidadec

S0

Piperina
Figura 2: Estrutura da piperina e seus grupamentos funcionais.

1.2.1. Estudos sobre atividades farmacoldgicas da piperina

A piperina (1) apresenta requisitos essenciais para sua utilizacdo como molécula
prototipo e/ou precursora para 0 desenvolvimento de novos farmacos: abundancia,
presenca em fonte renovavel, facil isolamento, variadas atividades bioldgicas
constatadas, além de possuir funcionalidades possiveis de sofrerem variadas
manipulacdes sintéticas (RIBEIRO, 2004; FERREIRA et al, 2012)

Existe um ndmero consideravel de trabalhos na literatura descrevendo a
avaliacdo da piperina, derivados e analogos frente a diferentes modelos de atividade
biologica, tais como antibacteriana, antidepressiva e estimuladora da biossintese de
serotonina no sistema nervoso central (SNC), além de atividade em Trypanosoma cruzi,
leishmania e atividade inseticida, essas ultimas comprovadas pelo nosso grupo de

pesquisa. Algumas destas serdo discutidas a seguir.

Em 2004 um trabalho realizado por nosso grupo, mostrou que a piperina e 0s
derivados sintetizados apresentam atividade antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi,
onde foi realizada a sintese alterando a subunidade amina piperidinil, também foram

introduzidas modificagcbes na subunidade &cido pentadienoico, reduzindo as duplas
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ligacGes ou o grupamento carbonila e aumentando ou diminuindo a cadeia alifatica. A
piperina 1 apresentou atividade antiparasitaria contra formas epimastigotas com Clsp =
7,36 uM. Este resultado preliminar motivou a avaliagdo de outros derivados
sintetizados. O acido piperinico 2 e o éster derivado 3 ndo apresentaram atividade toxica
em dose maxima para formas epimastigotas, o que levou a concluir que a presencga do
nitrogénio é importante para atividade estudada. A remocdo das ligacbes duplas
(derivado 4) e da carbonila (derivado 5) ndo interferem significativamente na atividade,
0 que sugere gue tanto a conjugacé@o quanto o grupamento carbonila ndo séo essenciais
para a atividade tripanocida. (RIBEIRO et al., 2004).

o 2 o 3
0 y 0 N X .
<O 4 O <Oj©/\/5\/\ O

Figura 3: Derivados sintéticos da piperina avaliados contra T. cruzi. (RIBEIRO et
al,2004)

Descrevendo outro trabalho desenvolvido por nosso grupo onde Ferreira et al,
2008, realizou a sintese de novos compostos mesionicos do tipo cloretos de 1,3,4-
tiodiazdlico-2-fenilamina derivados da piperina, combinando assim o mesidnico com a
parte da amida natural, tendo em mente o conceito de hibridacdo molecular (Viegas-
Junior et al., 2007), os efeitos toxicos desses compostos foram avaliados contra
diferentes formas evolutivas de Trypanosoma cruzi e também contra células
hospedeiras. Primeiramente, foi avaliado o efeito anti-proliferativo de nove derivados
em formas epimastigotas de T.cruzi, tendo sido obtida Clsg entre 0,64 ¢ 113,06 uM. Os
quatro derivados 6, 7, 8 e 9 ( Figura 4) que apresentaram melhores resultados foram
avaliados contra macréfagos murinos. O composto 6 foi o que demonstrou melhor perfil
de atividade (FERREIRA et al, 2008).
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Figura 4: Compostos mesi6nicos com atividade bioldgica contra T. cruzi.
(FERREIRA et al 2008)

Em outro trabalho realizado recentemente ainda pelo nosso grupo, Franklim e
colaboradores (2013) descrevem a sintese e a avaliagdo da atividade tripanocida de treze
novos derivados 1,2,4-triazol-3-tionas utilizando a hibridacdo molecular da piperina
com o nucleo 1,2,4-triazol. Todos os compostos foram testados in vitro contra a forma
de Y epimastigota proliferativa de T. cruzi. Os compostos 10a, 10b, 10c, 10d e 10e,
(Figura 5) mostraram valores de Clsy inferiores a 30 uM em epimastigotas e foram
selecionados para os ensaios de viabilidade celular em macréfagos peritoneais (MO) a
partir de ratos Balb/c. Os MO foram tratados com os compostos selecionados nas
concentragdes de 0,5, 1,0, 2,5 e 5 ug mL-1. O niamero de células viaveis foi determinada
por um ensaio de exclusdo com corante azul de tripano ap6s 72 horas de tratamento. Em
todas as concentracdes testadas, os cinco derivados mostraram ndo haver toxicidade
significativa sobre as células hospedeiras, que apresenta valores de viabilidade celulares
variando desde 85% a 95% (FRANKLIM et al, 2013).



10a = Isopropil (CI5,=26,98uM)
10b = n-butil (Cl5(=13,22uM)
10¢ = n-hexil (Cl5,=15,38uM)
10d = ciclohexil (Cl5,=18,30uM)
10e = 4-(Trifluorometill)fenil (Cl5y=18,46 M)

Figura 5: Compostos com atividade biolégica contra T. cruzi. (FRANKLIM et al,
2013).

Na literatura, trabalhos relacionam a atividade desta amida natural aos efeitos
antidepressivos e também a uma melhora da cogni¢cdo em todo o tratamento realizado
atraves do estudo de Wattanathorn et al (2008) onde administrou-se piperina em ratos
machos variando as concentracdes 5, 10 e 20 mg/Kg por dia durante 4 semanas e suas
atividade neurofarmacolédgicas foram determinadas em periodos variando de 1 a 4
semanas de tratamento. Os resultados mostram que a piperina, se mostrou eficiente em

todas as dosagens.

Em 2009, Chonpathompikunlert et al estudaram o efeito da piperina sobre a
memoria espacial e a neurodegeneracdo em varias regides do hipocampo em modelo
animal da doenca de Alzheimer. O estudo demonstrou que a piperina foi capaz de
melhorar significantemente a memoria espacial e a neurodegeneracdo. No entanto, nao
se pode excluir desse efeito a atividade da piperina sobre a regulacdo da monoamina
oxidase (MAO) (LEE et al, 2005), resultando na elevacdo da serotonina e dopamina,

neurotransmissores que também tem um papel importante na aprendizagem e memoria.

O mecanismo subjacente é parcialmente relacionado com o aumento da
densidade neuronal e a inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase no
hipocampo (CHONPATHOMPIKUNLERT et al, 2009). No entanto, novas pesquisas
ainda sdo essenciais para entender o mecanismo preciso de acdo da piperina na

regulacdo da funcdo cognitiva e suas atividades em modelos da doenca de Alzheimer



O estudo das diferentes atividades bioldgicas da piperina e seus derivados € uma
linha de pesquisa consolidada pelo nosso grupo de pesquisa, na UFRRJ. Este trabalho
visa 0 estudo da atividade da amida natural e de seus derivados como inibidor de
colinesterases, alguns derivados amidas (16a e 16d) sintetizados neste trabalho foram
sintetizadas e avaliadas anteriormente por (LOPES, 2011) para atividade inseticida em
Aedes Aegypti.

1.3. Doenca de Alzheimer
O aumento da expectativa de vida é um fendmeno mundial que mostra o

relativo sucesso de politicas de satde publica, e o Brasil se inclui entre os paises em que
as pessoas estdo vivendo por mais tempo e em condi¢cBes melhores de saide. No
entanto, 0 aumento da expectativa de vida tem como efeito negativo o aparecimento de
doencas degenerativas, tipicas de idades mais avancadas, incluindo-se as varias formas
de deméncia e entre estas, a mais importante & a Doenca de Alzheimer (DA) (CRI,
2008). Ao longo dos dltimos anos estima-se que no Brasil ha 1 milhdo e 200 mil
pessoas com a doenca de Alzheimer. O nimero de pacientes estimado é de 35,6 milhdes
no mundo e esses nimeros aumentardo significativamente para 65,7 milhdes em 2030, e
115,4 milhdes em 2050, sendo dois tercos deles em paises em desenvolvimento.
Atualmente a eficacia dos medicamentos para estas condi¢cdes € muito limitada, o que
torna necessario a busca por tratamentos mais eficazes e melhores tolerados (SAYEG,
2013).

No mundo todo, o mal de Alzheimer é considerado um grande problema de
salde, devido ao enorme impacto causado ao individuo, familia, sistema de saude e a
sociedade como um todo, uma vez que, metade dos pacientes é internado em
instituicbes de salde e o restante, recebe tratamento em casa, envolvendo em seus
cuidados, familiares, parentes e amigos (FRANCIS et al.,1999; ZIMMERMAN &
SOREQ, 2006).

O primeiro relato da DA foi dado pelo neurologista alemédo Alois Alzheimer,
em 1907, quando este diagnosticou pela primeira vez um quadro de doenca progressiva
em uma mulher de 51 anos que ja sofria com os sintomas ha quatro anos e meio. No
entanto, somente em 1910, Kraepelin veio a denominar este quadro clinico como
Doenca de Alzheimer (FREITAS, 2002).



A DA é uma doenga neurodegenerativa e progressiva associada a perda
generalizada das fungdes mentais. Nas ultimas décadas muito esfor¢o tem sido realizado
para tentar esclarecer as causas da DA com a esperanca de que isso resulte no
desenvolvimento de tratamentos farmacoldgicos mais seguros e efetivos (ORHAN et
al., 2007). Ao nivel microscépico, as lesdes caracteristicas da DA sdo placas senis, ou
neuriticas, e emaranhados neurofibrilares (Figura 6), nas estruturas do lobo temporal
medial e &reas corticais do cérebro, juntamente com uma degeneracdo dos neur6nios e
das sinapses. Varios mecanismos patogénicos que estdo por tras dessas mudancas tém
sido estudados, incluindo a agregacao AP (oriunda de um peptideo chamado beta-
amiléide A-42) como o desenvolvimento e a deposicdo de placas, hiperfosforilacdo tal
como a formacdo de emaranhados, disfungdo neurovascular, e outros mecanismos, tais
como alteracdes do ciclo celular, processos inflamatérios, estresse oxidativo e disfuncao
mitocondrial (HARDY & ALLSOP, 1991; HAASS, 1992; MUDHER & LOVESTONE,
2002).

Emaranhado
neurofibrilar

Placa senil

Figura 6: Placa senil e emaranhado neurofibrilar no cortex cerebral na Doenca de
Alzheimer

Em 2009, esta teoria foi atualizada, sugerindo que a propria proteina [-
amiloide, ¢ ndo o peptideo AP seria a responsavel principal pela DA (NIKOLAEV et

al., 2009). Nos estagios iniciais, ocorre a perda de memdria recente e a medida que a
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doenca progride, novos sintomas aparecem, tais como confusdo mental, mudangas de
humor e irritabilidade. As fungbes cognitivas superiores, tais como linguagem,
orientacdo e julgamento sdo bastante afetadas (MOLSA et al., 1986; WALDEMAR et
al., 2007). Finalmente, funcgdes vitais sdo perdidas, levando a morte.

Embora ainda ndo exista cura, alguns compostos sdo Uteis em retardar a
deterioracdo cognitiva da DA (KATALINIC et al., 2010). Os avancos obtidos na
compreensdo da evolugédo e das razbes moleculares da génese da DA tém demonstrado
que 0 uso de inibidores de colinesterases pode ser uma das formas mais eficientes de
controle da evolucdo da doenca (VIEGAS, 2004). A estratégia baseia-se na correcéo da
funcédo colinergica cerebral através do uso de agentes anticolinesterasicos que retificam
o nivel de acetilcolina (ACh) cerebral (KATALINIC et al., 2010).

1.3.1. Colinesterases

As colinesterases fazem parte de um grupo numeroso de enzimas classificadas
como esterases, que de forma geral atuam sobre ligacdes éster produzindo um &cido
carboxilico e um alcool (FRAGA, 2010). Sdo enzimas que desempenham papéis
importantes na neurotransmissdo colinergica central e periferica (NACHMANSOHN &
ROTHENBERG, 1945) e sdo classificadas de acordo com suas propriedades cataliticas
e especificidades a substratos, sensibilidade a inibidores e distribuicdo tecidual
(MASSOULLIE, 1993). Considera-se que as colinesterases constituam uma familia de
enzimas, que podem se subdividir em dois tipos principais: a acetilcolinesterase (AChE)
que exibe uma especificidade para a acetilcolina e interrompe a transmissdo dos
impulsos nervosos pela rapida hidrolise desse neurotransmissor na membrana pos-
sinaptica da juncao neuronal (PATOCKA et al .,2004), e a butirilcolinesterase (BChE)
que ndo € tdo especifica e catalisa a hidrolise deste neurotransmissor, porém, possui
maior afinidade por substratos mais hidrofobicos tais como a butirilcolina
(CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989).

Adicionalmente, evidéncias sugerem que, apesar da ACh ser preferencialmente
metabolizada pela AChE, a BChE pode atuar como um corregulador de sua atividade no
SNC, uma vez que, a inibicdo dessa enzima aumenta de maneira dose dependente 0s

niveis desse neurotransmissor no cérebro (GIACOBINE, 2000). Na auséncia da AChE,
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a BChE parece substitui-la na manutencdo da integridade estrutural e fisioldgica do
sistema colinérgico (MESULAM et al., 2002).

1.3.1.1. A Estrutura dos Sitios Ativos das Colinesterases

A primeira determinacdo da estrutura primaria da AChE foi de uma espécie de
peixe elétrico, Eletrophoruselectricus, que possui abundante quantidade da enzima em
seu 6Orgao elétrico (SCHUMACHER, 1986; SUSSMAN, 1991). Posteriormente, as
sequéncias da AChE de varias outras espécies foram obtidas, inclusive da humana
(SOREQ, 1990).

O sitio ativo da AChE é considerado como tendo dois sub-sitios: um sub-sitio
anidnico, onde a cadeia de nitrogénio quaternario da ACh carregada positivamente se
liga e um sub-sitio esterasico onde estd contida a triade catalitica (Ser200, His440 e
Glu327) (Figura 7A) e onde o grupamento ester da ACh se liga através das ligacOes de
hidrogénio aos residuos de Gly118 e 119 e Ala201 (Figura 7B) (NACHMANSOHN &
WILSON, 1951; SILMAN et al., 1994;,TAYLOR & BROWN, 1999).

Figura 7: A. Visdo 3D do sitio enzimatico da AChE com sua triade catalitica e
acetilcolinesterase; B. Representacdo das ligacdes de hidrogénio do grupamento éster da
AChE (PDB 2ACE).

Na borda ou superficie do canal do sitio ativo situa-se um segundo sitio

aniénico que se tornou conhecido como sitio aniénico periférico (BOURNE et al.,
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2005). Apesar da hidrolise do substrato ocorrer na triade catalitica em ambas as
colinesterases, algumas diferencas no curso catalitico como, por exemplo, o maior
volume do centro ativo, pode ser importante na determinagdo da preferéncia pelo
substrato e na afinidade pelo inibidor (EKHOLM, 2001).

Levando-se em consideracdo a grande homologia entre a AChE e a BChE,
MILLARD & BROOMFIELD (1992), foi proposto por andlise computacional um
modelo para a BChE humana com base na estrutura da AChE. Nesse modelo, observou-
se, conforme o esperado, uma grande similaridade do ponto de vista de estrutura
terciaria entre as enzimas. Uma diferenga encontrada entre elas foi a presenca de apenas
um residuo aroméatico na BChE na entrada do tunel que leva ao sitio ativo, enquanto a
AChE possui 3. A auséncia destes residuos aromaticos explica porque o sitio ativo da
BChE é mais espacoso do que o da AChE.

Adicionalmente, a AChE e BChE tém aproximadamente 0 mesmo ndmero de
aminodcidos por subunidade catalitica, 575 e 574 respectivamente, e suas diferencas no
peso molecular sdo devidas a diferencas na glicosilacdo. A AChE tem 4 e a BChE tem 9
cadeias de carboidratos por subunidade. As ligacOes de dissulfeto de ambas as enzimas,
estdo localizadas exatamente na mesma posicéo, sugerindo dobramento proteico similar.
As sequéncias de aminoacidos dos sitios ativos da AChE e BChE estdo conservadas em
muitas espécies estudadas e os residuos de serina, histidina e glutamato sdo

considerados importantes para a atividade catalitica de ambas. (MIKAMI, 2005).

1.4. A Acetilcolina

Desde o inicio da historia evolucionaria das espécies e antes do surgimento do
sistema nervoso em animais, a acetilcolina (ACh) é considerada uma importante
molécula sinalizadora, sendo encontrada em bactérias, protozoarios, algas e plantas
(KAWASHIMA & FUJI, 2003; GOTTI & CLEMENT, 2004). A neurotransmissdo
quimica foi investigada por Otto Loewi em 1921 que identificou a ACh como uma
substancia cardioativa liberada pelo nervo vago, nomeando-se inicialmente como
“vagusstoff” (vagoesséncia) (VAN DER ZEE & LUITEN,1999). Desde entdo, a ACh

foi o primeiro composto a ser identificado como um neurotransmissor e passou a ser
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amplamente estudado nas sinapses do SNC e sistema nervoso periférico
(DESCARRIES et al., 1997).

A ACh (Figura 8) é amplamente distribuida no cérebro, possui efeitos
principalmente excitatorios que séo efetivados pelos chamados receptores colinérgicos
nicotinicos e muscarinicos que transmitem os sinais por mecanismos diferentes
(CANEPA, et al., 1966). Os receptores muscarinicos no cerebro atuam a nivel pré-
sinéptico, e muitos dos efeitos comportamentais associados as vias colinérgicas parecem
ser produzidos pela acdo da ACh sobre estes receptores. Os receptores nicotinicos
também estdo disseminados no cérebro, porém de modo muito mais espacoso do que 0s
receptores muscarinicos. Os receptores nicotinicos de ACh exibem, em sua maioria,
localizacdo pré-sindptica e atuam ao facilitar a liberacdo de outros transmissores como
glutamato e dopamina, embora atuem pds-sinapticamente em algumas situacoes
(RANG et al., 2004).

Grupo colina

O H,C
e
N+
H.C g Ay
3 CH

3

Grupo acetato

Figura 8: Estruturas 2D e 3D da acetilcolina e seus grupos funcionais.

A ACh é um neurotransmissor sintetizado pela célula transmissora ou pré-
sinaptica. Ela é armazenada em vesiculas sinapticas até que um potencial de acdo leve a
uma despolarizacdo da membrana plasmatica das células pré-sinapticas. Isto resulta na
entrada de Ca**, seguida pela fusdo de vesiculas sinapticas com a membrana plasmatica.
A ACh ¢ liberada na fenda sinaptica e se difunde até o receptor, localizado na célula
poOs-sindptica. Aqui, a ACh se liga ao seu receptor, que pode atuar como um canal
catibnico. O receptor sofre uma mudanca conformacional logo apos se ligar a ACh. Esta
mudanca na estrutura tridimensional resulta em uma entrada de Na®, que despolariza a

membrana plasmatica na célula pos-sinaptica, gerando, entdo, um potencial de acdo. E
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necessario que a ACh seja removida da fenda sinaptica antes que a sinapse seja capaz de
responder a outro sinal. Isto requer a acdo da AChE, que catalisa a hidrolise da ACh a
colina, que é absorvida pelas células pré-sinapticas e usada na sintese de mais ACh. O
acetato é transportado para outros tecidos e metabolizado. A Figura 9 mostra,

resumidamente, os eventos da transmissdo colinérgica.

Neurdnlo A L) d
{h‘. . :_\ - ‘.\.\
« - >~
Neurotransmissores . & 4 Vit) \ﬁj
Acetata+ N

[+]
A . colina S ° o5 o o ¥\,
v - °&€1° L | AN . .
3 & = 2tk _Acetileolina
o 4';‘ IS
;“\“ -
f g «

a3
,1‘..

Acetilcolinesterase w? A 'I%

Receptores

Figura 9: Representacao da liberacéo e hidrdlise da acetilcolina pela acetilcolinesterase
na fenda sinaptica.

O Esquema 1 ilustra o mecanismo de hidrélise da ACh pela acetilcolinesterase
que € iniciada pela ligacdo da ACh ao sitio ativo da acetilcolinesterase. As cadeias
laterais de aminoacidos exercem importantes fungdes na formacdo do complexo

enzima-substrato e, mais diretamente, no processo catalitico.

O primeiro passo, em qualquer reacdo envolvendo catalise enzimaética, € a
ligacdo do substrato ao sitio ativo da enzima. Isto é facilitado pelas interacdes entre o
substrato e as cadeias laterais amino-acila da enzima, como visto anteriormente na
Figura 7. Em geral, estas interacbes ndo sdo covalentes e incluem atracGes
eletrostéaticas, ligacdes de hidrogénio e atracBes de Van der Waals. Os fragmentos
carregados negativamente podem interagir de maneira favoravel com os grupos amino
carregados positivamente. De fato, a atividade enzimatica depende do pH, e tem um

valor maximo em um pH consistente com o valor do pK, de um fragmento histidina.

Além dos fragmentos de aminoacidos envolvidos na formacdo do complexo
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enzima-substrato, ha aqueles que estdo envolvidos mais diretamente na catélise. Pode-se
observar que o fragmento de serina esta localizado no sitio ativo. O seu grupo hidroxila
nucleofilico reage com o carbono do grupo acila da acetilcolina. A serina é acetilada e a
colina é o grupo de saida.

O principal mecanismo da reagédo de acilacdo nesta, e em enzimas relacionadas,
é bem conhecido (Esquema 1): a serina serve como um nucleofilo que ataca o carbono
da carbonila do éster de acetilcolina, enquanto seu préton ligado a hidroxila é abstraido
pela histidina (A). Isso resulta em um intermediario tetraédrico covalente (B). A
regeneracdo do estado de hibridizacéo sp? (B->C) leva a acetilaco da serina e liberagdo
da colina. O papel exato da glutamina (da triade catalitica) no mecanismo foi debatido
no passado, mas estudos computacionais tornaram claro que a sua funcéo é estabilizar a
histidina protonada no estado de transicdo, e no intermediario acil-enzima (B), através
de interacdes eletrostaticas (SANTOS, 2007).

Por fim, as colinesterases enquanto catalisadores precisam ser regeneradas. O
fragmento de serina acetilado precisa ser hidrolisado antes que a reacdo se complete,
para que a enzima seja capaz de catalisar uma nova reacdo. A hidrélise do fragmento
serina acetilado resulta na formacdo de acido acético. Uma vez que a colina e o &cido
acetico tenham deixado o sitio ativo, a enzima € capaz de ligar-se com mais substratos e

repetir a reacdo catalitica.
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Esquema 1: Mecanismo de hidrolise da ACh pela AChE.
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1.5. Tratamento da Doenga de Alzheimer

O conhecimento dos distarbios de neurotransmissores na DA tem levado ao
desenvolvimento de farmacos com efeitos sintomaticos, que sdo aprovados em muitos
paises. Estes farmacos atuam sobre o estado comportamental do paciente, mas nao
necessariamente na cura da doenga. Avancgos da pesquisa na patogénese molecular da
DA também tém levado a novos farmacos como potenciais modificadores da doenga,
que agora vém sendo utilizado em ensaios clinicos (FERRI et al, 2005).

1.5.1. Tratamentos Sintomaticos

Companhias farmacéuticas vém apoiando fortemente a pesquisa e O
desenvolvimento de farmacos que aumentem a capacidade cognitiva. Assim, a pesquisa
a cerca da possibilidade de que a elevacdo no nivel da ACh seja util para melhorar os
sinais de deficiéncia de aprendizagem (dificuldade em reter memorias recentes ou
adquirir novos conhecimentos), apresenta-se como algo a ser explorado (SOARES,
2002).

1.5.1.1. Os inibidores da acetilcolinesterase (AChE-i)

A hipotese colinérgica da doenca de Alzheimer afirma que a degeneracdo dos
neurdnios colinérgicos nos nucleos do prosencéfalo basal provoca disturbios nos
terminais colinérgicos pré-sinapticos no hipocampo e no neocortex, que sdo regides de
extrema importancia para distirbios de memdria e outros sintomas cognitivos (TERRY,
2003).

Como resultado da neurodegenaracédo, a atividade de neurénios colinérgicos,
aqueles que utilizam o neurotransmissor acetilcolina (ACh), é reduzida. Uma
abordagem terapéutica para melhorar a neurotransmissdo colinérgica é aumentar a
disponibilidade de acetilcolina pela inibicdo da acetilcolinesterase, responsavel pela

degradacdo da acetilcolina na fenda sinaptica (Figura 9) (FERRI et al, 2005).
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Trés dominios distintos na AChE constituem locais de ligacdo para inibidores:
0 bolsdo acil do centro ativo, o subsitio colina do centro ativo e o sitio anibnico
periférico. (TAYLOR & RADIC, 1994).

Alguns inibidores da AChE sdo utilizados terapeuticamente, enquanto outros
tem mostrado uso como inseticidas, dependendo assim, do tipo de inibicdo que estes
efetuam na enzima. Normalmente, inibidores reversiveis podem ser utilizados no
tratamento paleativo da DA, gerando um aumento nas concentracdes de ACh no cortex
cerebral; a0 mesmo tempo, evitando a degradacdo da ACh liberada pelos neur6nios
colinérgicos ainda ndo danificados pelo processo degenerativo.

Um dos primeiros farmacos sintéticos utilizados para o tratamento da DA foi a
tacrina (11), mas devido ao seu elevado risco de hepatoxicidade, com o tempo caiu em
desuso (PENG, 1995). Outros farmacos, tais como, o donepezil (12), a rivastigmina (13)
e a galantamina (14) (Figura 10), continuam sendo usados para o controle dos sintomas
de DA. Somente o donepezil é utilizado para o tratamento da DA nos estadgios mais
avancados. (BIRKS, 2006).

NH

\}

tacrina

O donepezil (12) foi o segundo medicamento a ser aprovado pelo FDA em
1996 e pela ANVISA em 2000 para o tratamento de DA e é um inibidor reversivel da
AChE. Varios estudos provaram sua eficacia terapéutica (ROGERS et al., 1998). O
donepezil (12) apresenta algumas vantagens, como sua meia-vida longa, de
aproximadamente 70 horas, permitindo uma dose Unica diaria. Nao é hepatotdxico,

sendo desnecessaria a monitoracdo laboratorial.

A galantamina (14) é o farmaco mais recente aprovado pela FDA e pela
ANVISA em 2001. Apresenta adicionalmente acdo de modulacdo alostérica de
receptores nicotinicos. Embora ndo esteja estabelecido com clareza o significado clinico
dessa modulacédo, existe relacdo entre a cognicao e 0s receptores nicotinicos. Tem meia
vida de aproximadamente 7 horas, podendo ser administrada em duas doses didrias.

(LEVIN & SIMON, 1998; CACABELOS et al., 1999; CARAMELLI et al , 2004) .
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Do ponto de vista da seletividade da inibicdo colinesterasica, a galantamina
(14) e donepezil (12) sdo inibidores seletivos da acetilcolinesterase, enquanto que a
rivastigmina (13) inibe a acetilcolinesterase e também a buturilcolinesterase com
afinidades semelhantes (BIRKS, 2006).

Apesar de haver diferencas farmacoldgicas entre os inibidores de colinesterases
citados acima, ndo ha vantagens evidentes na eficacia e no perfil de efeitos adversos,
além de que esses farmacos ndo impedem a progressao da deméncia. Esses
medicamentos agem na inibicdo das colinesterases e permitem uma agdo temporal
maior da ACh sobre os receptores colinérgicos. Tal fato permite a diminuicdo dos
sintomas associados as fases iniciais da DA sem prejudicar, a priori, 0 metabolismo dos
neurbnios colinérgicos, mas nao tem acdo sobre as causas dessa doenca. Deste modo, 0s
aspectos cognitivos serdo afetados para melhor, mas ndo o decorrer do processo
degenerativo. Entre os efeitos adversos do uso destes medicamentos estdo nauseas,
problemas gastrointestinais, diarréia, perda de peso, bradicardia, sincope e insonia
(DOWNEY, 2008).

Tabela 1: Caracteristicas de farmacos que atuam no tratamento sintomatico da Doenca

de Alzheimer
|| Donezepil | Galantamina | Rivastigmina
Indicagéo DA média a moderada DA média a moderada DA média a moderada
Modo de agdo Inibicdo seletivadaAChE  Inibicdo seletivadaAChE e  Inibicdo lentamente reversivel
modulacio alostérica de daAChE e BuChE
receptores muscarinicos
Metabolismo CYP450 Sim(CYP2D6e CYP3A4) Sim(CYP2D6e CYP3A4) N&o, hidrolisado por
esterases
Meia vida Longa (70h) Curta (7-8h) Muito curta (1h)
Doses por dia Uma Duas Duas
Dose diaria 10mg/ dia 16-24mg/ dia 6-12mg/ dia

recomendada
DA=Doenca de Alzheimer. AChE=acetilcolinesterase. BuChE=butirilcolinesterase. CYP450=citocromo P450
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Figura 10: Estruturas dos farmacos inibidores da acetilcolinesterase utilizados no
tratamento da Doenca de Alzheimer em representacdo 2D (A) e 3D (B).

1.5.1.2. Os inibidores da butirilcolinesterase (BuChE-i)

Evidéncias sugerem que a enzima butirilcolinesterase (BChE), intimamente
relacionada com a AChE, tem um papel significante na DA (GREIG et al., 2005;
FARLOW, 2007), uma vez que estd envolvida em funcbes neurais tais como a
corregulacdo da neurotransmissdo colinérgica e ndo-colinérgica. (MESULAM et al.,
2002).

Estudos indicam que inibidores seletivos da butirilcolinesterase (BChE-Is)
elevam os niveis extracelulares de ACh no cérebro, melhorando o desempenho
cognitivo em roedores (HARTMANN et al., 2007), sem os classicos efeitos colaterais
adversos dos inibidores de acetilcolinesterase seletivos (AChE-Is) ou ndo seletivos, tais

COmo hausea e vomito.

Além do aumento do desempenho cognitivo, aparentemente compostos
inibidores seletivos da BChE, em culturas de células de neuroblastoma humano SK-N-

SH, foram capazes de reduzir os niveis da proteina precursora do peptideo pB-amiloide
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intra e extracelular, e secretadas foram reduzidos, sem afetar a viabilidade celular.
Tratamento com ratos transgénicos mutantes que super expressava uma proteina
precursora amildide humana também resultou em baixos niveis de peptideos B-
amildides cerebrais comparados aos controles. Assim, a inibicdo reversivel seletiva da
BChE no cérebro pode representar um tratamento para DA, pela melhoria ndo s6 da
cognicdo como reducao de marcadores neuropatoldgicos da doenga.

2. Objetivos
2.1.  Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é preparar e caracterizar, através de técnicas
espectrométricas, uma série de derivados da piperina (1), e avaliar a atividade
anticolinesterasica destes compostos frente a acetil e butirilcolinesterase, através do
método de Ellmam (ELLMAN et al., 1961).

2.2.  Objetivos Especificos

e Fazer o isolamento de quantidades adequadas da amida natural piperina a partir de

pimenta do reino (Piper nigrum L.).

e Realizar uma série de modificacdes, conforme planejamento estrutural (item 2.3), a

partir da piperina, a fim de originar uma série de derivados saturados e insaturados.

e Caracterizar por métodos espectroscopicos de infravermelho, ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN de 'H e de **C), os novos

derivados sintetizados;

e Avaliar a atividade inibitoria dos compostos sintetizados sobre colinesterases

utilizando o método de Ellman.
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2.3. Planejamento Estrutural

O planejamento estrutural teve como objetivo o desenho de derivados da
piperina inspirados no prototipo donepezila, avaliando a influéncia de determinados
pardmetros estruturais, como a flexibilidade conformacional e o impedimento estérico

frente as atividades anticolinesterésicas destes compostos.

Este planejamento teve origem no reconhecimento da similaridade estrutural
entre o protétipo natural piperina (1) e a donepezila(12) (Esquema 2). Pdde-se perceber
que ambos possuem uma subunidade aromatica dissubstituida por grupos éter,
dimetoxila e metilenodioxila na donepezila e piperina, respectivamente. Identifica-se
ainda um grupo espagador; e um anel saturado de seis membros. Reconhecidamente, a
subunidade benzilpiperidinica da donepezila é de grande importancia para a atividade
inibitoria da acetilcolinesterase devido a seu nitrogénio basico e grupo lipofilico que
interage com uma bolsa hidrofébica dentro do sitio da colinesterase (Esquema 2).

@]
0 AN
SO0

piperina

I??H?Q‘?‘.’?f’ influéncia da flexibilidade

conformacional

: 0:

grupo aromatico o- grupo basico com
dissubstituido substituinte hidrofébico estérica e hidrofébica
donepezila derivados da piperina

N T

Esquema 2: Planejamento estrutural dos derivados da piperina (1) planejados a partir
da donepezila (12).
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Como a diferenca entre os protdtipos era justamente a auséncia deste importante
grupo bésico substituido por grupos hidrofébicos, a nova série de derivados em A foi
planejada pela troca do anel piperidinico na piperina (1) por uma piperazina substituida
com grupos hidrofébicos como metila, etila, fenila e benzila. Adicionalmente,
objetivou-se a quaternalizacdo do nitrogénio béasico pela introducdo de uma metila,
visando a aumentar a solubilidade dos compostos no bioensaio e também pela
observacdo feita por nosso grupo de que esta substituicdo leva a um aumento da
atividade inibitdria das colinesterases (TORRES, 2012). Para se verificar a importancia
desta metilacdo, a série B foi planejada, onde pela sintese dos cloridratos poderiamos
manter a solubilidade dos compostos, mas sem o efeito da metilacéo.

Por fim, a série C visou avaliar a influéncia da restricdo conformacional exercida
pela olefina entre o anel aromatico e a piperazina, uma vez que O sitio ativo das
colinesterases se localiza ao fim de um canal relativamente estreito e a maior liberdade

conformacional poderia levar a um melhor encaixe com o sitio receptor.

3. Materiais e Métodos

3.1. Equipamentos

Placas de agitacdo e aquecimento IKA; Rota evaporador IKA (modelo RV 10
digital) com banho IKA (modelo HB 10 digital); leitora de microplaca de 96 pocos
marca Bio-Rad (modelo i-Mark); Reator de microondas da marca CEM Discover; Os
espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e *C) foram obtidos em
espectro da Bruker 500MHz e 400MHz do Programa de P6s Graduagdo em Quimica
(PPGQ), foi utilizado como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os solventes
deuterados cloroformio (CDCIs) e dimetilsulfoxido (DMSO-dg) foram usados na
solubilizacdo das amostras. Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos no
espectrometro da Bruker 1600 FT (PPGQ) e as amostras pulverizadas em pastilhas de
KBr.

3.2. Materiais

Os reagentes e 0s solventes listados abaixo foram utilizados sem nenhum
tratamento prévio - lodeto de metila, bicarbonato de sddio, hidroxido de potéssio,

hidroxido de sodio, cloreto de oxalila, 1-metil piperazina, 1-etil piperazina, 1-benzil
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piperazina, &gua destilada, 4&cido cloridrico, acetonitrila, acetato de etila,
dimetilsulféxido, diclorometano, etanol, éter etilico, HCI (Vetec), metanol, hexano,
tetrahidrofurano, tris-HCl (Amresco), acido 5,5’- ditiobis [2-nitrobenzoico] (Sigma
Aldrich), iodeto de acetiltiocolina (Sigma Aldrich), iodeto de butiriltiocolina (Sigma
Aldrich), acetilcolinesterase de peixe elétrico tipo VI-S (Sigma Aldrich),
butirilcolinesterase de soro equino (Sigma Aldrich), albumina sérica bovina (Sigma
Aldrich).

3.3.  Metodologia
3.3.1. Extragéo da Piperina (1)

Numa aparelhagem de Soxhlet foram colocados 1679 de pimenta do reino moida
em um cartucho de papel de filtro e no baldo de fundo redondo de 500mL foram
adicionados 250 mL de etanol P.A para extragdo. O sistema foi mantido em refluxo por
aproximadamente 48 horas. Apds concentrar o extrato em evaporador rotatorio, obteve-
se um residuo de aspecto viscoso. Adicionou-se ao mesmo 100 mL de uma solugéo
alcoolica de hidroxido de potassio (KOH) 10% para que ocorresse a precipitacdo dos
taninos e demais materiais fendlicos, contaminantes do meio na forma dos respectivos
sais de potassio. Apos filtracdo em funil de vidro para retirada do material precipitado,
adicionou-se ao sobrenadante uma quantidade de agua suficiente para 0 meio se tornar
turvo, deixou-se a solucdo formada em repouso até a formacdo de 3,5 g (2%) de
piperina na forma de cristais amarelo-claro no formato de agulhas que foram filtrados
em funil de buchner. O solido obtido foi lavado com uma pequena quantidade de agua
gelada e éter etilico gelado. (Pf: 128°C - Lit.: 125-127°C — IKAN, 1991)

1'
2

3

4'

Estrutura da Piperina (1)
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Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vC-H (Csp2) = 3008 (sistema aromatico e cadeia insaturada)

vC-H (Csp3) = 2937-2856 (metilenos do anel piperidinico e carbono do metilenodidxi)
vC=0 =1633 (estiramento da carbonila de amida conjugada)

vC —O— C= 1251 (estiramento do anel metilenodioxila)

vC=C (Csp2) = 1583-1444 (vibragdo do esqueleto aromatico e cadeia insaturada)
dC-H (Csp2) =925 (deformacdo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)

dC-H (Csp2) = 850,5 (deformacdo angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

Tabela 2: Deslocamento quimico de *H e **C para a piperina (1)

Posicéo 8 'H (ppm) 8 °C (ppm)
I'es’ 3,55 - 3,66 (d, 4H) 43,2; 46,9 (CH)
2o 4 1,60 — 1,63 (m, 4H) 26.7(CHy)

3 1,68 - 1,69 (M, 2H) 24,6 (CHy)
¢cso T 165,4 (C)
a 6,44 — 6,47 (d; 1H) 120,0 (CH)
B 7,40 — 7,45 (dd; 1H) 142,4 (CH)
y 6,77 — 6,80(d, 1H) 125,3 (CH)
5 6,79 — 6,80 (d, LH) 138,2 (CH)
1 131,0 (C)
2 7,00 (d: 1H) 105,6 (CH)
3e4 e 148,2 (C)
5 6,80 (d, 1H) 108,4 (CH)
6 6,90 - 6,92 (d; 1H) 122,5 (CH)
OCH,0 5,99 (s; 2H) 101,2 (CH,)
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3.3.2. Hidrolise Basica da Piperina (1)

(o] (o]
o A N N KOH/Btanol  /° NN oH
—
1 MO, 1h, HCI 2
[] 76% o

Em um baldo de 125 mL foram colocados 2g de piperina (1) em 20 mL de
hidroxido de potéssio alcodlico 20%. A mistura reacional foi mantida em refluxo e
agitacdo no reator de microondas por 60 minutos (temperatura de 95°C e 35 W de
poténcia), passando de amarela a marrom com formacao de precipitado. A reacdo foi
acompanhada por cromatografia em camada final (CCF) eluida em hexano:acetato 50%.
Apos determinado o fim da reacdo, foi retirado o etanol da mistura em evaporador
rotatorio e, em seguida, acrescentou-se agua quente ao residuo formado, sendo a
soluco filtrada em Becher & quente. A solucio do respectivo carboxilato, acrescentou-
se &cido cloridrico concentrado até pH proximo de 3, ocorrendo a precipitacdo do acido
piperinico (2) na forma de s6lido amarelo, filtrou-se em funil de Buchner e o solido
formado foi deixado secando naturalmente. Obteve-se 1,179 (76%) de acido piperinico
(2) na forma de um so6lido amorfo de coloragdo marrom. (Pf: 219 °C - Lit. 216-217 °C -
IKAN, 1991).

Acido Piperinico (2)

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):
vO-H = 3435,1 (estiramento da hidroxila do acido carboxilico)

vC=0 =1679,9 (estiramento da carbonila do &cido carboxilico)
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vC=C (Csp2) = 1604 -1448 (vibracdo do esqueleto aromético)
vC —0O— C= 1255 (estiramento do anel metilenodioxila)
dC-H (Csp2) =927,7 (deformacdo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)

dC-H (Csp2) = 850,5 (deformacdo angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

Tabela 3: Deslocamento quimico de *H e **C para o 4cido piperinico (2)

Posicéo 8 'H (ppm) 6 °C (ppm)
OH 12,5(s1H) e
C=0 e 168,12 (C)

a 5,93 — 5,96 (d: 1H) 121,6 (CH)
B 7,30 — 7,35 (dd: 1H) 145,12 (CH)
v 6,94 — 6,95 (d, 1H) 125,3 (CH)
5 6,99 — 7,00 (m, 2H) 140,2 (CH)
1 131,0 (C)

2 7,02 — 7,04 (d: 2H) 106,2 (CH)

3ed4 e 148,6 — 148,48 (C)

5 6,99 — 7,00 (d, 2H) 109,2 (CH)
6 7,02 — 7,04 (d: 1H) 123,6 (CH)

OCH,0 6,08 (s; 2H) 101,8 (CHy)

3.3.3. Reacdo Geral de formacéo das amidas (16a-d)

1-(COC),, t.a.

0 N X on . o A N R
< 5 2-R-Nth;lCH2C12, 16
o (27-82%) 0
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Metodologia Geral:

Em um baldo de fundo redondo, equipado com barra de agitagdo magnética e
septo de borracha, previamente seco e mantido sob atmosfera inerte (N, seco) foram
adicionadas quantidades adequadas de &cido piperinico (2) e cloreto de oxalila. A
mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente sob agitacdo constante. A
evolucio da reagdo foi acompanhada por CCF* até o consumo total do produto de
partida. O excesso de cloreto de oxalila foi evaporado em evaporador rotatério. Ao
cloreto de acido (15) correspondente, foi adicionado volume apropriado de CH,Cl,
(seco) e a solucdo resultante levada ao banho de gelo, sendo adicionada gota a gota
sobre a solugdo quantidade adequada da amina de interesse. Ao término da reagdo o
solvente foi evaporado sob fluxo continuo de nitrogénio. O produto obtido foi
particionado utilizando 50 mL de acetato de etila e 15 mL de solugdo de bicarbonato de
sodio 5% (trés vezes). A fase organica foi em seguida seca sob Na,SO, anidro e

evaporada até a secura em evaporador rotatorio gerando as amidas correspondentes.

3.3.3.1Reacdo de formacdo da amida 1-metilpiperazinila (16a) [(2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-metilpiperazin-1-il)penta-2,4-dien-1-ona.

Conforme a metodologia geral apresentada, 300 mg (1,38 mmol) de &cido
piperinico (2) foram reagidos com 2mL de cloreto de oxalila. O cloreto de acila (15)
correspondente foi obtido na forma de um sélido marrom, o qual foi subsequentemente
dissolvido em 2 mL de CH,CI; anidro e entdo reagido com 305 pL (2,75 mmol) de 1-
metilpiperazina, fornecendo,apds a recristalizagdo em etanol/agua, 130 mg (31%) da

amida 16a na forma de um sé6lido amorfo de colora¢do marrom (Pf: 172°C).

Estrutura da 1-metilpiperazinila (16a)

1 ~ s . . . . . . .~
0O acompanhamento da formacao do cloreto de acido foi realizado de maneira indireta, pela adicdo de
pequena quantidade do meio reacional sobre metanol, gerando o respectivo éster metilico.

26



Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):
vN-H = 3410 (vibracdo de deformacdo axial do N-H)

vC-H (Csp3) = 2900 — 2817 (estiramento de metilenos da piperazina e carbono do
metilenodioxi)

vC=0 =1635,5 (estiramento da carbonila de amida conjugada)

vC=C (Csp2) = 1585,4 — 1494,7 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vC —O— C= 1255 (estiramento do anel metilenodioxila)

dC-H (Csp2) =927,7 (deformacdo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)

dC-H (Csp2) = 854,4 (deformacao angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

Tabela 4: Deslocamento quimico de *H e *C para a 1-metilpiperazinila (16a)

Posicéo 8 'H (ppm) 8 1°C (ppm)
e d 3,64 - 3,75 (m, 4H) 42,0: 45,0 (CH,)
2e 3 2,45 — 2,46 (M, 4H) 54,6: 55,2 (CH;)
CH, 2,34 (5, 3H) 45,9 (CH,)
oo N — 165,6 (C)

a 6,41 — 6,44(d, 1H) 125,13 (CH)
B 7,42 — 7,47(dd: 1H) 148,2 (CH)
y 6,75 — 6,77(d, 1H) 122,4 (CH)
5 6,81 (d, 1H) 138,2 (CH)
/R — 130,9 (C)
2 7,00 - 7,01 (s; 1H) 105,6 (CH)
L — 143,1 (C)
5 6,79 — 6,80 (d, 1H) 108,5 (CH)
6 6,91 — 6,93(d, 1H) 119,2 (CH)
OCH,0 6,0 (sl 2H) 101,3 (CHy)
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3.3.32Reacdo de formacdo da 1l-etilpiperazinila (16b) [(2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-etilpiperazin-1-il)penta-2,4-dien-1-ona]

Conforme a metodologia geral apresentada, 300 mg (1,38 mmol) de &cido
piperinico (2) foram reagidos com 2mL de cloreto de oxalila. O cloreto de acila (15)
correspondente foi obtido na forma de um s6lido marrom, o qual foi subsequentemente
dissolvido em 2 mL de CH,CI, anidro e entdo reagido com 350 pL (2,76mmol) de 1-
etilpiperazina e fornecendo 304,0mg (82%) da amida 16b na forma de um sdlido

amorfo de coloracdo marrom. (Pf: 182°C).

Estrutura da 1-etilpiperazinila (16b)

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):
vN-H= 3410 (vibracédo de deformacéo axial do N-H)

vC-H (Csp3) = 2900 — 2800 (estiramento de metilenos da piperazina e carbono do

metilenodioxi)

vC=0 =1637,5 (estiramento da carbonila de amida conjugada)
vC=C (Csp2) = 1585-1442 (vibracdo do esqueleto aromatico)
vC —0O- C= 1247 (estiramento do anel metilenodioxila)

dC-H (Csp2) = 931,5 (deformacao angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)
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Tabela 5: Deslocamento quimico de *H e **C para a 1-etilpiperazinila (16b)

Posicao 8 'H (ppm) 8 °C (ppm)
BYS 3,64 (m, 4H) 45,6 (CH,)
2e 3’ 2,45 — 2,50 (m, 6H) 52,2 (CHy)

CHs 1,12 - 1,14 (t, 3H) 11,8 (CHs)
C=0 e 165,5 (C)
CH, 2,45 — 2,50 (m, 6H) 41,9 (CH,)
a 6,42 — 6,44 (d; 1H) 119,3 (CH)
B 7,42 — 7,47 (dd; 1H) 143,0 (CH)
v 6,75 - 6,77 (d, 1H) 125,1 (CH)
5 6,81 6,82 (d, 1H) 138,7 (CH)
1 130,9 (C)
2 7,0-7,01 (s; 1H) 105,7 (CH)
LY R — 148,2 (C)
5 6,79 — 6,80 (d, 1H) 108,5 (CH)
6 6,91 — 6,93 (d: 1H) 122,6 (CH)
OCH,0 6,0 (s; 2H) 101,3 (CHy)

3.3.3.3 Reacdo de formacao da 1-benzilpiperazinila (16¢) [(2E,4E)-5-

(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-benzilpiperazin-1-il)penta-2,4-dien-1-ona]

Conforme a metodologia geral apresentada, 200mg (0,92 mmol) de é&cido

piperinico (2) foram reagidos com 2mL de cloreto de oxalila. O cloreto de acila (15)
correspondente foi obtido na forma de um s6lido marrom, que entdo foi reagido com
0,323g (1,83mmol) de 1-benzilpiperazina solubilizada em 2 mL de diclorometano seco,

fornecendo 92mg (27 %) da amida 16¢ na forma de um sélido marrom. (Pf: 194 °C).

Estrutura da 1-benzilpiperazinila (16c)
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Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):
vN-H= 3435 (vibragédo de deformacéo axial do N-H)

vC-H (Csp3) = 2947-2802 (estiramento de metilenos da piperazina e carbono do
metilenodioxi)

vC=0 =1637 (estiramento da carbonila de amida conjugada)

vC=C (Csp2) = 1593-1444 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vC —O— C= 1249 (estiramento do anel metilenodioxila)

dC-H (Csp2) =929 (deformacdo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)
dC-H (Csp2) = 800,4 (deformacao angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

dC-H (Csp2)=738,7 (deformacéo angular de C-H para 5H no sistema aromatico)

Tabela 6: Deslocamento quimico de *H e *C para a 1-benzilpiperazinila (16c)

Posicao 8 H (ppm) 8 C (ppm)
RS 3,64 3,75 (m, 4H) 42,0, 45,7 (CHy)
2e3’ 2,49 (m, 4H) 52.7: 53,2 (CH,)
CH; 3,56 (s, 2H) 62,9 (CHy)
C=0 165,4 (C)
L 137,6 (C)
2% 6” 7,35 (m; 5H) 126,1 (CH)
3% 57 7,35 (m; 5H) 128,3 (CH)
4 7,35 (m; 5H) 127,1 (CH)
o 6,41 — 6,44 (d: 1H) 119,3 (CH)
B 7,42 — 7,47 (dd: 1H) 143,0 (CH)
v 6,72 — 6,82 (m, 3H) 125.1 (CH)
5 6,72 — 6,82 (m, 3H) 138,7 (CH)
1 130,9 (C)
2 7,01 (s; 1H) 105,6 (CH)
L Y S — 148,2 (C)
5 6,72 — 6,82 (m, 3H) 108,4 (CH)
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6 6,91 - 6,93 (d; 1H) 122,6 (CH)
OCH,0 6,0 (s; 2H) 101,3 (CHy)
3.3.34. Reagdo de formagdo da 1-fenilpiperazinila (16d) [(2E,4E)-5-

(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-fenilpiperazin-1-il)penta-2,4-dien-1-ona]

A amida 1-fenilpiperazinila (16d) tem sua metodologia descrita por (LOPES,

2011).

Tabela 7: Deslocamento quimico de *H e *3C para a 1-fenilpiperazinila (16d).

Posicéo 8 'H (ppm) 8"°C (ppm)
e 4 3,02 - 3,25 (m, 4H) 41,98; 45,69 (CH,)
2e3’ 3,79 - 3,90 (m, 4H) 49,42: 49,87(CHy)
C=0 e 165,6(C)

a 6,46 — 6,49 (d; 1H) 119,0 (CH)
B 7,47 — 7,52 (dd: 1H) 143,4 (CH)
y 6,75 — 6,85 (M: 3H) 125,6 (CH)
0 6,92 — 6,98 (m; 4H) 139,0 (CH)
1 130,8 (C)

2 7,02 (s; 1H) 105,7 (CH)
LY S — 148,3: 148,2 (C)
5 6,75 — 6,85 (M: 3H) 108,5 (CH)

6 6,92 — 6,98 (M: 4H) 122,7 (CH)

OCH,0 6,01 (s; 2H) 101,3 (CHy)

U 150,0 (C)
27¢ 67 6,92 — 6,98 (M: 4H) 116,6 (CH)
3¢ 57 7,29 — 7,33 (m: 2H) 129,2 (CH)

4 6,75 — 6,85 (M: 3H) 120,5 (CH)
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3.3.4 Reacgdes de formagdo dos compostos reduzidos (17 e 19)

1-H,, Pd/C 10%

o)
o \ \ Acetato de etila/MeOH o
OH ta N
—_—
2 2-(COCl),, ta. 17 N
o) 3-R-NH,, CH,Cl,, ©

ta.

3.3.4.1 Reacdo de formacdo da amida 1-benzilpiperazinila hidrogenada (17) [5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-benzilpiperidin-1-il)pentan-1-ona]

Em um baldo de fundo redondo, previamente seco, equipado com barra de
agitacdo magnética e septo de borracha, 210 mg de acido piperinico (2) (0,96 mmol) foi
solubilizado em 10 mL de acetato de etila e 2mL de metanol. Apés adicionou-se 10 mg
de Pd/C 10%. A reacdo foi mantida sob atmosfera de hidrogénio e agitacdo constante.
Apos término da reacdo, determinada por CCF, a suspensdo do catalisador foi filtrada a
vacuo, utilizando terra de infusérios como agente filtrante, lavando em seguida com
acetato de etila. O filtrado foi evaporado em evaporador rotatério, levando a formacao
de um solido amorfo amarelo claro (18) com peso de 0,185g (87%). Apds a
hidrogenacdo do acido piperinico a sintese da amida foi realizada de acordo com a
metodologia geral descrita no item 3.3.3 onde, 0,160mg (0,720 mmol) de acido
piperinico hidrogenado (18) foram reagidos com 2mL de cloreto de oxalila, O cloreto
de acila correspondente foi obtido na forma de um so6lido marrom, o qual foi
subsequentemente reagido com 0,380g (2,16mmol) de 1-benzilpiperazina solubilizada
em diclorometano anidro e entdo forneceu 0,192 mg (70 %) de um oleo de coloracédo

marrom.

Estrutura da 1-benzilpiperazinila hidrogenada (17)
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Tabela 8: Deslocamento quimico de *H e **C para a 1-benzilpiperazinila hidrogenada

(17)

Posicao 8 'H (ppm) 8 °C (ppm)
Ted 3,46 — 3,48 (m, 4H) 45.4: 41,3 (CHy)
2e 3’ 2,45 — 2,50 (m, 4H) 53,0; 52,7(CH.)
C=0 e 171,3 (C)

CH; 3,56 (s; 2H) 62,8 (CHy)
1 136,1 (C)
2 6,69 (s; 1H) 108,6 (CH)
XY S —— 1475 (C)
5 6,73 — 6,74 (d; 1H) 108,1 (CH)
6 6,63 — 6,64 (d: 1H) 121,1 (CH)
7 2,56 — 2,59 (m; 2H) 33,1 (CHy)
8e9 1,64 — 1,65 (m; 3H) 35,4; 24,8 (CH,)
10 2,32 — 2,35 (m; 2H) 31,4 (CHy)
OCH,0 5,9 (s; 2H) 101,1 (CH,)
A — 1455 (C)
2% 67 7,29~ 7,37 (m; 6H) 129,2 (CH)
3% 57 7,29 7,37 (m: 6H) 128,4 (CH)
4 7,29 — 7,37 (m: 6H) 127,4 (CH)

3.3.4.2 Reacdo de hidrogenacao da piperina (1). Formacéo da tetraidropiperina
(19) [5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(piperidin-1-il)pentan-1-one]

o
° A N N H,,Pd/C 10 %
< 1
Acetato de etila
© 1h, t.a, 99%

o
O
N
S ORNN®
(e}

Em um baldo de 20 mL de capacidade, equipado com barra de agitacdo
magnética e septo de borracha foi feita uma solucdo de 500 mg de piperina (1) em 10
mL de acetato de etila. A atmosfera do baldo foi trocada por H;, e, em seguida, apos

foram adicionados 20mg Pd/C (10%). A reacdo foi mantida sob atmosfera de
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hidrogénio e agitacdo constante. Apds término da reacdo, determinada por CCF, a
suspensdo do catalisador foi filtrada a vacuo, utilizando terra de infusérios como agente
filtrante, lavando em seguida com acetato de etila. O filtrado foi evaporado em
evaporador rotatorio, levando a formacdo de 0,5026g (99%) da tetraidropiperina 19 na
forma de um 6leo de coloragdo amarelo claro. A natureza bem como a pureza deste
produto foram determinadas por comparacdo com padrdo disponivel em nosso
laboratorio (LOPES, 2011; RIBEIRO, 2004) e foi utilizado diretamente na reacéao

subsequente.

3.3.4.3 Reagéo de Reducéo da Carbonila. Formagdo da [1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-
5-il)pentil)piperidina] (20)

LiAlH,/THF(seco) O
ref luxo N
NaOH 20% 20
1h, 85%

Em um baldo de 25 mL de capacidade, equipado com barra de agitacdo
magnética, septo de borracha e condensador de refluxo, mantido sob atmosfera inerte,
foram solubilizados 210 mg de LiAlH; em 11mL de THF seco. A esta solugdo foi
adicionada gota a gota uma solucdo contendo 400 mg de tetraidropiperina (19)
solubilizada em 6 mL de THF seco. A mistura reacional foi mantida sob refluxo por 1h.
O término da reacdo foi averiguado por CCF. A reacéo foi resfriada em banho de gelo e
tratada com 3,5 mL de solucdo aquosa de NaOH 20%, ap0s esta etapa filtrou-se o meio
resultante em bichner para retirada do material inorganico precipitado. O solvente foi
evaporado em evaporador rotatdrio, gerando 323,1 mg (85%) da amina 20 na forma um

6leo de coloracéo marron.
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Tabela 9: Deslocamento quimico de *H e *C para a 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
il)pentil)piperidina (20)

Posic&o 8 'H (ppm)
1 -

2 6,69 (s; LH)

LY S —

e

5 6,73 6,75 (d, 1H)
6 6,63 6,64 (d; 1H)
7 2,27 — 2,30 (m; 2H)
8 1,52 — 1,54 (m; 2H)
9 1,28 — 1,34 (m; 2H)

10 1,46 (m; 2H)
11 2,53 — 2,56 (t; 2H)
I'es 2,38 (m; 4H)
23 ed 1,58 — 1,63 (m; 6H)
OCH,0 5,93 (s; 2H)

3.3.5 Reacdo Geral de N-alquilacdo das Amidas (21 a-d)

(0] o

o o Xy N/\ CH;1 ° NN N/w CcH
< 16 N ° k/N/
5 ~CHiCN, 60°C N\ 21(a-d) N
R

R (30-88%)

Em um tubo de reacdo de borosilicato proprio para reacdes sob alta pressao foi
solubilizadas as amidas correspondente em acetonitrila e, em seguida, adicionado o
iodeto de metila. O tubo foi selado e a reacdo mantida sob agitacdo a temperatura de
60°C. Apds determinado o fim da reacdo por CCF, a reacdo foi resfriada em banho de

gelo e em seguida filtrada em buchner a frio e lavada com acetonitrila gelada.
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3.3.5.1. Reagdo de Alquilacdo da 1-metilpiperazinila. [iodeto de 4-((2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)penta-2,4-dienoil)-1,1-dimetilpiperazin-1-ium] (21a)

Conforme a metodologia geral apresentada, 50,6 mg (0,17 mmol) dal-
metilpiperazida (16a) foram solubilizados em 3mL de acetonitrila e reagida com 32 pL
(0,51 mmol) de iodeto de metila, observou-se formagéo de precipitado durante a reacao.
Apos precipitacdo com éter etilico foram obtidos 53,6 mg (71%) do sal 21a na forma de

s6lido marrom claro. (Pf: >250 °C).

Estrutura do sal de 1 — metilpiperazinila (21a)

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vC-H (Csp3) = 2952-2873 (estiramento de metilenos da piperazina)

vC=0 =1639 (estiramento da carbonila da amida conjugada)

vC=C (Csp2) = 1591-1440 (vibracao do esqueleto aromatico)

vC —0O- C= 1247 (estiramento do anel metilenodioxila)

dC-H (Csp2) = 918 (deformacéo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)

dC-H (Csp2) = 815,8 (deformacao angular de C-H para 2H no sistema aromatico)
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Tabela 10: Deslocamento quimico de *H e **C para o sal da 1-metilpiperazinila (21a)

Posicao 8 'H (ppm) 8 °C (ppm)
e 4 3,92 3,97 (m, 4H) (CHo)*
2’e 3’ 3,46 (m, 4H) 60,7 (CHy)
2 CHs 3,20 (s, 6H) 51,0 (CHs)
C=0 e 165,2 (C)

a 6,73 — 6,76 (d; 1H) 119,7 (CH)
B 7,31 - 7,36 (dd: 1H) 143.8 (CH)
v 6,95 — 6,97 (d; 1H) 125,6 (CH)
5 6,98 — 6,99 (m; 2H) 139,5 (CH)
1 131,9 (C)
2 7,21 (s; 1H) 106,0 (CH)
XY S — 148,5 (C)
5 6,98 — 6,99 (m: 2H) 109,1 (CH)
6 7,02 —7,04 (d; 1H) 123,3 (CH)
OCH,0 6,0 (s; 2H) 101, 8(CHy)

*sinal mascarado pelo solvente.

3.3.5.2 Reacdo de Alquilacdo da 1-etilpiperazinila. [iodeto de 4-((2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)penta-2,4-dienoil)-1-etil-1-metilpiperazin-1-ium] (21b)

Conforme a metodologia geral apresentada, 80,1 mg (0,25mmol) de 1-

etilpiperazinila (16b) foram solubilizados em 3 mL de acetonitrila e reagido com 48 pL

(0,76mmol) de iodeto de metila. Apds precipitacdo com éter etilico foram obtidos 92,4

mg (80%) do sal 21b na forma de sélido marrom. (Pf: >250 °C).

2'
o 7
" N/CH3
@\/%n-g

3

Estrutura do sal de 1-etilpiperazinila (21b)
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Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vC-H (Csp3) = 2983-2858 (estiramento de metilenos da piperazina)

vC=0 =1639 (estiramento da carbonila da amida conjugada)

vC=C (Csp2) = 1587-1442 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vC —O— C= 1244 (estiramento do anel metilenodioxila)

dC-H (Csp2) =918 (deformacdo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)

dC-H (Csp2) = 813 (deformacdo angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

Tabela 11: Deslocamento quimico de *H e **C para a 1-etilpiperazinila (21b)

Posicéo 8 'H (ppm) 8"°C (ppm)
Ted 3,42 — 3,54 (m, 6H) (CHy)*
2e3’ 3,42 — 3,54 (m, 6H) (CH,)*

CH; 3,12 (sl, 3H) 59,2 (CHy)
oo N — 165,3 (C)
7 CH3 2,53(s; 3H) 45,77 (CHs)
8 CH3 1,27 1,32 (t: 3H) 7,60 (CHy)

o 6,73 — 6,76 (d: 1H) 119,7 (CH)
B 7,33 (dd; 1H) 143,8 (CH)
y 6,96 — 6,97 (d:1H) 125,6 (CH)
5 6,99 — 7,00 (M, 2H) 139,5 (CH)
1 131,1 (C)
2 7,22 (s; 1H) 106,7 (CH)
LY S — 1485 (C)
5 6,99 — 7,00 (M, 2H) 109,1 (CH)
6 7,03 — 7,04 (d, 1H) 123,3 (CH)
OCH,0 6,0 (s 2H) 101,8 (CHy)

*Sinais mascarados pelo solvente.
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3.3.56.3. Reacdo de Alquilacdo da 1-benzilpiperazinila. [iodeto de 4-((2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)penta-2,4-dienoil)-1-benzil-1-metilpiperazin-1-ium] (21c)

Conforme a metodologia geral apresentada, 50,0 mg (0,133mmol) de 1-
benzilpiperazinila (16¢) foram solubilizados em 3 mL de acetonitrila e reagido com 25
puL (0,40mmol) de iodeto de metila. Apds precipitacdo com acetato de etila foram
obtidos 20,8 mg (30%) do sal 21c na forma de s6lido marrom. (Pf: 238 °C).

Estrutura do sal de 1-benzilpiperazinila (21c)

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vC-H (Csp3) = 2991-2889 (estiramento de metilenos do anel piperidinico)

vC=0 =1629 (estiramento da carbonila da amida conjugada)

vC=C (Csp2) = 1573-1444 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vC —0O- C= 1255 (estiramento do anel metileno didxi)

dC-H (Csp2) = 929 (deformacéo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)
dC-H (Csp2) = 812,0 (deformacao angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

dC-H (Csp2) = 703,9 (deformacao angular de C-H para 5H no sistema aromatico)

39



Tabela 12: Deslocamento quimico de *H e *C para o sal de 1-benzilpiperazinila (21c)

Posicao 8 'H (ppm) 8 °C (ppm)
RS 3,52 3,60 (m, 3H) (CHy)*
2e3’ 3,85 4,29 (m, 3H) (CH,)*
C=0 e 165,2 (C)

CH; 3,06 (s; 3H) 45,2 (CH,)
CH; 4,68 (s: 2H) 67,5 (CHy)
a 6,71 — 6,73 (d; 1H) 119,5 (CH)
B 7,31 - 7,36 (dd: 1H) 143.8 (CH)
v 6,94 — 6,96 (d: 1H) 125.5 (CH)
5 6,97 — 6,98 (m; 2H) 139,5 (CH)
1 127,7 (C)
2 7,21 (s; 1H) 106,0 (CH)
XY S — 1484 (C)
5 6,97 — 6,98 (m; 2H) 109,0 (CH)
6 7,01 — 7,02 (d:1H) 123,3 (CH)
OCH,0 6,07 (s; 2H) 101,8 (CHy)
L 131,0 (C)
2% 6” 7,53 7,56 (M: 5H) 133,6 (CHy)
3% 57 7,53 — 7,56 (m: 5H) 130,9 (CHy)
4 7,53 — 7,56 (M: 5H) 129,4 (CHy)

*Sinais mascarados pelo solvente.

3.3.5.4. Reacdo de N-alquilacdo da 1-fenilpiperazinila. [iodeto de 4-((2E,4E)-5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)penta-2,4-dienoil)-1-metil-1-fenilpiperazin-1-ium] (21d).

Em um baldo de 25 mL foram solubilizados 80 mg (0,22 mmol) da 1-
fenilpiperazila (16d) em 3 mL de acetonitrila e adicionou-se iodeto de metila em
excesso (3 eq.). A reacdo foi feita em refluxo sob agitacdo e temperatura de 60°C. Apds
48 horas de reacdo determinou-se o fim da reacdo por CCF. Para isolamento do sal de
amonio quaternario, o solvente foi evaporado em evaporador rotatério e depois

adicionou-se éter etilico seco a solucdo, que ficou na geladeira por 24 horas para que
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ocorresse a precipitacdo, apos filtrou-se em buchner. Foram obtidos 53,8 mg (48%) do
sal 21d na forma de um sélido marrom. (Pf: 130 °C).

Estrutura do sal de 1-fenilpiperazinila (21d)

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vC-H (Csp3) = 2922-2868 (estiramento de metilenos da piperazina)

vC=0 =1639 (estiramento da carbonila da amida conjugada)

vC=C (Csp2) = 1589-1440 (vibracao do esqueleto aromatico)

vC —0O- C= 1251 (estiramento do anel metilenodioxila)

dC-H (Csp2) = 925 (deformacéo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)
dC-H (Csp2) =817 (deformacéo angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

dC-H (Csp2) = 763 (deformacéo angular de C-H para 5H no sistema aromatico)
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Tabela 13: Deslocamento quimico de *H e *C para a sal de 1-fenilpiperazinila (21d)

Posicao 8 'H (ppm) 6°C (ppm)
e 4 3,73— 4,05 (m, 4H) (CH,)*
2e 3’ 4,19 — 4,41 (m, 4H) (CHp)*

CH; 3,56 (s, 3H) 56,1 (CHs)
C=0 e 1653 (C)
a 6,71 — 6,74 (d; 1H) 116,3 (CH)
B 7,30 — 7,34 (dd; 1H) 143,8 (CH)
v 6,94 — 6,96 (m:1H) 1233 (CH)
5 7,02 7,03 (d, 1H) 139,5 (CH)
1 131,1 (C)
2 7,25 (s 1H) 106,7 (CH)
LY S — 148,5 (C)
5 6,98 — 6,99 (d: 1H) 109,0 (CH)
6 7,20 —7,22 (d: 1H) 119,6 (CH)
OCH,0 6,0 (s; 2H) 101,8 (CHy)
L 131,1 (C)

2% 6” 7,99 — 8,01 (d: 2H) 121,6 (CH)

3¢ 57 7,70 - 7,73 (t: 2H) 131,1 (CH)
4 7,63 7,66 (t; 2H) 125,6 (CH)

*sinais mascarados pelo solvente.

3.3.5.5. Reacdo de N-alquilacdo da 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)piperidina.
[iodeto de 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)-1-metilpiperidinium] (22).

Conforme a metodologia geral apresentada, 80,0 mg (0,291 mmol) de 1-(5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil) piperidina (20) foram solubilizados em 3mL de
acetonitrila e posteriormente reagido com 55 pL (0,873 mmol) de iodeto de metila para
produzir o respectivo sal na forma de um 0leo de coloracdo amarelada, fornecendo
106,4 mg (88%) de produto. (Pf: 162 °C).
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Estrutura do sal de 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)-1-metilpiperidinium
(22)

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vC-H (Csp3) = 2939-2856 (estiramento de metilenos do anel piperidinico)

vC —O— C= 1240 (estiramento do anel metilenodioxila)

dC-H (Csp2) =920 (deformacdo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)
dC-H (Csp2) = 802 (deformacéo angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

Tabela 14: Deslocamento quimico de *H e **C para a 1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
il)pentil)-1-metilpiperidinium (22)

Posicao 8 H (ppm) 8°C (ppm)
R — 136,2 (C)

2 6,82 — 6,83 (d; 1H) 109,2 (CH)
L% R — 147,6; 145,6 (CH)

5 6,84 (d, 1H) 108,5 (CH)

6 6,67 — 6,69 (d: 1H) 121,5 (CH)

7 2,27 - 2,30 (m; 2H) 35,0 (CH,)

8 1,52 - 1,54 (m: 2H) 31,0 (CH,)

9 1,28 - 1,31 (m: 2H) 257 (CHy)

10 1,46 (m: 2H) 21,2 (CHy)

1:’e5 3,29 - 3,32 (m; 6H) 60,4 (CHy)

2 e 3,29 - 3,32 (m; 6H) 19,7 (CHy)

3 1,58 — 1,63 (m: 6H) 21,2 (CHy)

OCH,0 5,98 (s; 2H) 101,1 (CH,)

CHs 3,01 (s; 3H) 47,5 (CHs,)
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3.3.5.6. Reacdo de N-alquilacdo da 1-benzilpiperazinil hidrogenada. [iodeto de 4-
(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentanoil)-1-benzil-1-metilpiperazin-1-ium] (23)

Conforme a metodologia geral apresentada, 50,0 mg (0,131 mmol) de 5-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-(4-benzilpiperidin-1-il)  pentan-1-ona  (17)  foram
solubilizados em 3 mL de acetonitrila e posteriormente reagido com 25 pL (0,394
mmol) de iodeto de metila. Ap6s precipitacdo com acetato de etila foram obtidos 25,0
mg (36%) do sal 23 na forma de um s6lido marrom claro.

Estrutura do sal da 1-benzilpiperazinila hidrogenada (23)

Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm -1):

vC-H (Csp3) = 2923-2856 (estiramento de metilenos da piperazina)

vC=0 =1639 (estiramento da carbonila da amida)

vC=C (Csp2) = 1490-1384 (vibracdo do esqueleto aromatico)

vC —0O- C= 1242 (estiramento do anel metileno didxi)

dC-H (Csp2) = 925 (deformacéo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico)
dC-H (Csp2) = 808 (deformacéo angular de C-H para 2H no sistema aromatico)

dC-H (Csp2) = 705 (deformacéo angular de C-H para 5H no sistema aromatico)
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Tabela 15: Deslocamento quimico de *H e **C para o 4-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-
il)pentanoil)-1-benzil-1-metilpiperazin-1-ium (23)

Posicao 8 'H (ppm) 6°C (ppm)
Ped (m, 4H) (CHo)*
2e 3’ 3,72 — 4,18 (m, 3H) 58,87; 59,05(CH.)
oo J R — 171,5 (C)
CHs 3,03 (s; 3H) 45,2 (CH,)
CH, 4,66 (s; 2H) 67,4 (CHy)
1 136,3 (CH)
2 6,79 (s; LH) 109,1 (CH)
LY 147,6; 145,6 (CH)
5 6,81 — 6,82 (d: 1H) 108,4 (CH)
6 6,64 — 6,66 (d: 1H) 121,4 (C)
7 32,1 (CHy)
8e9 1,51 — 1,56 (m; 4H) 34,9; 24,3 (CH,)
10 2,38 — 2,40 (M:23H) 31,1 (CHy)
OCH,0 5,97 (s; 2H) 101,0 (CHy)
L 127,7 (C)
2% 6” 7,55 (m; 5H) 133,6 (CH)
3% 57 7,55 (m; 5H) 129,4 (CH)
4 7,55 (m; 5H) 130,8 (CH)

*sinais mascarados pelo solvente.

3.3.6 Reacdo geral de formacéao dos cloridratos das amidas (24a-c)

o] \ \ HCl(g) sat. o] \ \
< N AcOEt/MeoH (4:1) N

/\
o 16 N (30min.-1h), (58-70%) N\ 24 ]

Em um tubo de ensaio a amida correspondente foi solubilizada em 3mL de

acetato de etila/ metanol (4:1). A esta solugdo foi gotejada uma solucédo de acetato de
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etila saturada de HCI, feita por borbulhamento de HCl g a frio. Apés a adi¢éo, a solucéo
resultante ficou sob agitacdo em banho de gelo. O precipitado formado foi filtrado em
becher e lavado com acetato de etila gelado.

3.3.6.1. Reacdo de formacdo do cloridrato da 1-metilpiperazida. [cloridato de 4-
((2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)penta-2,4-dienoil)-1-metilpiperazina] (24a)

Conforme a metodologia geral apresentada, 50,0 mg (0,167 mmol) de 1-metil
piperazinila (16a) foi saturada com a solugdo de acetato/ HCI(g) saturado. A reacao
ficou em agitacdo em banho de gelo para produzir o respectivo cloridrato na forma de
um s6lido de coloragdo amarelada, fornecendo 39 mg (70%) de produto. (Pf: >250 °C).

Cl

Estrutura do cloridrato da 1-metilpiperazinila (24a)

Tabela 16: Deslocamento quimico de *H e *3C para o cloridrato da 1-metilpiperazinila

(24a)

Posicao 8 H (ppm) 8°C (ppm)
T 3,43 _ 4,50 (m, 4H) (CHy)*
2e 3’ (CHy)*
CH3 2,77 (s, 3H) 42,4 (CHy)
o T 165,1 (C)

a 6,68 — 6,71 (d; 1H) 119,8 (CH)
B 7,28 — 7,33 (dd: 1H) 143,6 (CH)
v 6,94 — 6,97 (m: 3H) 125,6 (CH)
0 6,94 — 6,97 (m; 3H) 139,3 (CH)
S 131,0 (C)
2 7,20 (s; 1H) 106,0 (CH)
L% S — 148,4 (C)
5 6,94 — 6,97 (m: 3H) 109,0 (CH)
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6 7,00 7,01 (d; 1H) 123.2 (CH)
OCH,0 6,0 (s; 2H) 101,8 (CH,)
H 10,95 (s; 1H) e

*sinais mascarados pelo solvente.

3.3.6.2. Reacdo de formacéo do cloridrato da 1-etilpiperazinila. [[cloridato de 4-
((2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)penta-2,4-dienoil)-1-etilpiperazina] (24b)

Conforme a metodologia geral apresentada, 50,0 mg (0,159mmol) de 1-etil
piperazinila (16b) foi saturada com a solucdo de acetato/ HCI(g) saturado. A reacao
ficou em agitacdo em banho de gelo para produzir o respectivo cloridrato na forma de
um solido de coloracdo amarelada, fornecendo 33 mg (58 %) de produto. (Pf: >250 °C).

Cl

Estrutura do cloridrato da 1-etilpiperazinila (24b)

Tabela 17: Deslocamento quimico de *H e *C para o cloridrato da 1- etilpiperazinila

(24b)

Posic&o 3 H (ppm) 8"°C (ppm)
e 4 2,94 312 (m, 4H) (CHo)*
2e 3’ 3,49 — 4,53 (m, 4H) (CHp)*

CH, 2,51 (s, 4H) 51,1 (CHy)
o T — 165,1 (C)
H A ) T —

CHs 1,25 1,28 (t:3H) 9,26 (CHs)

a 6,69 — 6,72 (d; 1H) 119,8 (CH)

B 7,28 — 7,33 (dd; 1H) 143,6 (CH)

y 6,93 — 6,97 (m; 3H) 125,6 (CH)

) 6,93 - 6,97 (m; 3H) 139,3 (CH)
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1 s
2 7,20 (s; 1H)
3ed e

5 6,93 — 6,97 (m; 3H)

6 7,00 — 7,02 (d; 1H)
OCH,0 6,0 (s; 2H)

131,0 (C)
106,0 (CH)
148,4 (C)
109,0 (CH)
123,2 (CH)
101,8 (CHy)

*sinais mascarados pelo solvente.

3.3.6.3. Reacdo de formacéo do cloridrato da 1- fenilpiperazinil. [[cloridato de 4-
((2E,4E)-5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)penta-2,4-dienoil)-1-fenilpiperazina] (24c)

Conforme a metodologia geral apresentada, 50,0 mg (0,138mmol) de 1-fenil

piperazinila (16d) foi saturada com a solucdo de acetato/ HCI(g) saturado. A reacao

ficou em agitacdo em banho de gelo para produzir o respectivo cloridrato na forma de

um solido de coloracdo amarelada, fornecendo 36mg (60%) de produto. (Pf: 215 °C).

Estrutura do cloridrato da 1-fenilpiperazinila (24c)
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Tabela 18: Deslocamento quimico de *H e **C para o cloridrato da 1-fenilpiperazinila

(24c)

Posicao 8 'H (ppm) 6°C (ppm)
’e 4’ 3,91 (m, 4H) (CH,) *
2’e3’ 3,37 (m, 4H) (CHp)*
C=0 e 165,0(C)

H
a 6,73 6,76 (d; 1H) 120,3(CH)
B 7,28 —7,33 (dd; 1H) 143,1(CH)
v 6,93 — 6,97 (m; 2H) 125,8(CH)
5 7,00 - 7,02 (m; 1H) 138,9(CH)
1 131,1(C)
2 7,20 (s; 1H) 105,9(CH)
LY S — 148,4(C)
5 6,93 — 6,97 (m; 3H) 109,4(CH)
6 7,11 (d; 1H) 123,1(CH)
OCH,0 6,0 (s; 2H) 101,8 (CHy)
T 148,3(C)
27 ¢ 6 7,39 (m; 4H) (CH)
3,47 ¢ 5% 7,39 (m; 4H) 129,9(CH)

*sinais mascarados pelo solvente.

3.3.7. Ensaios Quimicos - Biologicos

3.3.7.1. Avaliacdo da atividade anticolinesterasica

Para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica, as seguintes solucfes foram
preparadas: (1) tampdo trissHCI 50 mM pH 8,0; (2) tampéo tris/HCI 50 mM pH 8,0
contendo 0,1 % de albumina sérica bovina (BSA); (3) 5,5 -ditiobis-[2-nitrobenzoico]
(DTNB ou reagente de Ellman) 0,5 mM; (4) iodeto de acetiltiocolina (ACTI) 2,5 mM;
(5) enzima acetilcolinesterase 0,22 U/mL; (6) iodeto de butiriltiocolina (BuCTIl) 2,5

mM e (7) enzima butirilcolinesterase 0,22 U/mL.
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Em uma placa de 96 cavidades, foram adicionados 25 pL de iodeto de
acetiltiocolina ou iodeto de butiriltiocolina dissolvidos no tampéo (2); 125 pL de DTNB
dissolvidos no tampédo (2); 50 pL de tampéo (2); 25 pL dos compostos testados
dissolvidos no solvente (cavidades em teste) ou (cavidades de controle). Em seguida foi
medida a absorvancia das cavidades (A 415nm), sendo esta leitura o branco da
avaliacdo. Logo apds, adicionou-se a cada cavidade 25 pL da enzima AChE ou BChE
(0,22 U/mL) dissolvida em de tampao (1). Em seguida, a absorvancia foi medida (A 415
nm) a cada 13 segundos por 3 vezes. Dos valores de absorvancia obtidos nestas leituras,
subtraiu-se o valor do branco de cada cavidade. Como 0s ensaios foram feitos em
triplicata, calculou-se a média de absorvancia para cada uma destas. Desse modo, para
cada concentracdo existem trés valores de média nas trés leituras observadas. A tabela
19 mostra os célculos feitos para o sal de metila da 1-metilpiperazinila (21a) como
exemplo da metodologia aplicada.

Os ensaios para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica foram realizados em
triplicatas (para o calculo do desvio-padrdo) e em diferentes concentragfes. Assim,
foram confeccionados os graficos (concentragdo x porcentagem de inibicdo) e
calculados os valores de Clso (UM), com 0s respectivos desvios-padroes.

As solucbes dos compostos testados foram preparadas em etanol absoluto ou

agua variando conforme sua solubilidade.
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Tabela 19: Valores de absorvancias e concentragdes do sal de metila da 1-
metilpiperazinila (21a) utilizados para o célculo do percentual de inibi¢cdo da AChE.

Absorvéancias (1° leitura)

Conc. Sal Média+o*1° Médiato*2°  Médiatc*3° Médiatc*
(uM) Triplicata Triplicata Triplicata Controle
10 0,369+0,019 0,381+0,007  0,391+0,002 0,481+0,016
20 0,327+0,008 0,369+0,000  0,327+0,007 0,469+0,027
40 0,237+0,019 0,235+0,016  0,234+0,018 0,478+0,036
50 0,207+0,022 0,210£0,023  0,203+0,004 0,466+0,042
60 0,18+0,035 0,191+0,014  0,175+0,010 0,473£0,032
Absorvancias (2° leitura)
Conc. Sal Médiato*1° Médiato*2°  Médiatc*3° Médiato*
(uM) Triplicata Triplicata Triplicata Controle
10 0,413+0,028 0,406+0,006  0,429+0,009 0,538+0,020
20 0,354+0,006 0,392+0,001 0,35+0,082  0,5+0,027
40 0,253+0,020 0,251+0,017  0,252+0,018 0,505+0,042
50 0,221+0,023 0,225+0,024  0,219+0,004 0,508+0,048
60 0,193+0,035 0,205+0,014  0,188+0,008 0,506+0,037
Absorvancias (3° leitura)
Conc. Sal Médiato*1° Média+c*2°  Médiatc*3° Médiatc*
(uM) Triplicata Triplicata Triplicata Controle
10 0,432+0,023 0,435+0,000  0,461+0,000 0,575+0,016
20 0,407+0,015 0,443+0,003  0,395+0,087 0,568+0,022
40 0,269+0,021 0,267+0,018  0,268+0,019 0,536+0,046
50 0,236+0,024 0,241+0,024  0,234+0,003 0,546+0,055
60 0,203+0,034 0,218+0,016  0,199+0,007 0,535%0,040

*o = Desvio-padrao.

Desse modo, a absorvancia observada refletiu diretamente a atividade
enzimatica (a enzima, no volume em que € adicionada nao possui valor de absorvancia
relevante). Com isto foi possivel comparar os valores de cada triplicata com o valor da

triplicada do controle e calcular o percentual de inibicdo da seguinte maneira:
Percentual de inibicdo = 100 — (Mt/Tc) x 100

Onde: Tc = Triplicada do controle; Mt = média da triplicata da concentracdo a ser

calculada;
Por exemplo, a primeira triplicata na concentracdo 40 uM na primeira leitura:

Percentual de inibicdo = 100 — (0,237/0,478) x 100 = 50,4
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O mesmo foi feito para todas as triplicatas das demais concentragdes. Com 0s
valores obtidos calculou-se a média das triplicatas nas trés leituras e o desvio-padrao
correspondente. A tabela abaixo mostra o percentual de inibi¢do de acetilcolinesterase do sal

nas diferentes concentracdes testadas.

Tabela 20: Percentual de inibigdo de AChE pelo sal de metila da 1- metilpiperazinila

(21a)
Concentracdo(M) % de Inibicdoxdp*
10 23,47+1,30
20 29,74+0,51
40 50,27+0,41
50 56,17+0,51
60 62,41+0,05

*o = desvio padrao

A partir da porcentagem de inibigdo calculada para no minimo trés concentracdes
diferentes, foi possivel gerar os graficos (concentracdo x porcentagem de inibicdo), e utilizando
0 modelo matematico de regressdo linear foram calculados os valores de Cls, (concentracao

efetiva que inibe 50% da atividade enzimatica) conforme ilustrado na Figura 11.
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concentragao

Figura 11: Grafico de atividade anticolinesterasica do sal de metila da 1-
metilpiperazinila (21a)
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3.3.7.2. Cinética Enziméatica

A cinética de interacdo dos compostos com a AChE e BChE foi determinada
através de gréficos de Lineweaver e Burk (LINEWEAVER & BURK, 1934). Nas 96

cavidades da placa foram adicionados: 25 pL de substrato (iodeto de acetiltiocolina 0,4

mM — 2,5 mM) ou (iodeto de butiriltiocolina 0,3 mM — 2,5 mM) dissolvido em tampao
(2), 125 pL de DTNB (0,5 mM) dissolvido em tampéo (2), 50 pL de tampéo (2), 25 pL
do composto dissolvido no solvente, 25 puL de AChE ou BChE (0,22 U/mL) dissolvida
em tampdo (1). A absorvancia foi medida (A = 415nm) a cada 13 segundos por 3 vezes.

As concentracdes de substrato variaram na auséncia e na presenca dos compostos.

Um exemplo da metodologia de céalculo utilizado para avaliagdo da cinética

enzimatica pode ser observado na Tabela 21, que mostra os valores de 1/V, e 1/[S]

obtidos para o composto 21c. Com estes valores confeccionou-se entdo o grafico de

Lineweaver-Burk.

Tabela 21: Valores de 1/V° e 1/[S] para o composto (21c¢) como demonstrativo de

calculo da cinética enzimatica de AChE.

1/[S] 1/V°+o* (Controle)  1/V°(7TuM)xo*  1/V°(12puM)+o*
25,00 5,590+0,003 14,827+0,004 28,301%0,004
20,00 4,794+0,018 10,6130,050 23,37620,001
11,76 3,0660,006 8,108+0,004 15,490+0,003
10,00 2,613+0,034 7,1710,007 13,412+0,000
6,66 2,251+0,011 5,3090,010 10,440+0,004
5,649 2,03620,008 4,934+0,001 9,473+0,004
5,00 1,920+0,014 4,668+0,016 8,579+0,008
4,545 1,901+0,015 4,225+0,006 8,547+0,000
4,166 1,809+0,016 4,269+0,002 8,42620,002
4,00 1,888+0,030 4,255+0,002 8,2260,007

c*=desvio padrao

Com a analise dos graficos obtidos neste experimento, foi possivel deduzir os
valores de Ky € Vimax (LINEWEAVER & BURK, 1934).
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4. Resultados e Discussoes

4.1. Isolamento da piperina (1)
A etapa inicial do trabalho consistiu no isolamento do produto natural a partir da

pimenta-do-reino (IKAN, 1991), visando a obtencdo de quantidades adequadas de
piperina para posterior realizagdo da sintese de seus derivados. A metodologia utilizada
para a extracdo desta amida foi otimizada em varios trabalhos anteriores, realizados em
nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO, 2004; FERREIRA, 2006; LOPES, 2011) onde foi
utilizada uma aparelhagem de Sohxlet, tendo etanol como solvente (Figura 12). Apdés
extracdo e tratamentos adequados, a piperina foi obtida na forma de cristais amarelos,
com rendimentos médios de 2% com relacdo a massa bruta total da pimenta-do-reino. O
material foi obtido com grau de pureza adequado e sua estrutura foi confirmada através
dos métodos de RMN e IV.

Figura 12: Aparelhagem de soxhet

No espectro de infravermelho (Espectro 1) pdde ser observada uma forte
absorcdo em 1633 cm™, indicando a presenca da funcdo carbonila amidica conjugada,
além das absorcBes na regido entre 2940-2858 cm™, referentes as deformacdes axiais
das ligacBes C-H e em 1251 cm™, referente ao estiramento do metileno do grupo

metilenodioxila. No espectro de RMN *H (Espectro 2) observamos um simpleto em &
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5,99 ppm, caracteristico dos hidrogénios do grupo metilenodioxila, um dupleto em &
6,44ppm, referente ao hidrogénio olefinico a a carbonila amidica, um duplo dupleto em
8 7,42 ppm, referente ao hidrogénio p a mesma carbonila. No espectro de RMN **C
(Espectro 3) observamos deslocamentos em 165,45 ppm tipico de carbonila amidica,
deslocamento em 101,2 ppm referente ao carbono do grupo metilenodioxila,
deslocamentos em 120,08 e 142,49 ppm referentes aos carbonos o e p—carbonilicos

respectivamente.

4.2.  Preparacdo do acido piperinico (2)

A preparacdo do &cido piperinico (2) foi realizada atraves da hidrolise basica da
funcdo amida da piperina (1) em micro-ondas (FRANKLIM et al, 2013), que foi
realizada em presenca de hidroxido de potassio alcodlico que vai atuar como nucleéfilo
da reacdo de substituicdo nucleofilica acilica, gerando o acido em etapas subsequentes
de adicdo e eliminagdo, para geracdo do respectivo carboxilato. A posterior adicdo de
acido cloridrico se deu para protonagdo do carboxilato, gerando o &cido piperinico (2)
desejado. O uso da irradiacdo de micro-ondas permitiu a otimizacdo desta reacdo de
hidrolise, visto atraveés da metodologia convencional a reacdo se passava durante 12h
sob refluxo (RIBEIRO, 2004; RIBEIRO et al, 2004) A formacdo deste &cido foi
confirmada atraves de analise de seus espectros de RMN e IV. No espectro de
Infravermelho (Espectro 4) pdde ser observada uma forte absorcdo em 1679 cm™,
indicando a presenca da funcdo carbonila do acido carboxilico conjugado e em 1251
cm™, referente ao estiramento do metileno do grupo metilenodioxila, além da absorcéo
em 3435cm™ referente ao estiramento O-H do &cido carboxilico. No espectro de RMN
'H (Espectro 5) ha presenca de um simpleto em & 12,0 ppm referindo-se ao hidrogénio
da hidroxila do acido e a auséncia dos hidrogénios referentes ao anel piperidinico (0
1,68-3,55 ppm) ligado ao carbono da amida. No espectro de **C (Espectro 6) ha
presenca de deslocamento em 168,12 ppm referente a carbonila do é&cido e
deslocamento em 121,6 e 1451ppm referentes aos carbonos o e B—carbonilicos
respectivamente. Novamente, os carbonos referentes a piperidina ndo estdo presentes (&

24,6-46,9 ppm), indicando inequivocamente a hidrélise da fungdo amida.
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Figura 13: Mecanismo de formac&o do &cido piperinico (2) a partir da hidrolise da
piperina (1).

4.3. Preparacdo das Amidas (16a-d)
A sintese das amidas teve em comum a passagem pelo cloreto de acido (15) com

0 objetivo de se sintetizar um intermediario mais reativo frente a reacdo de formacéao de
amidas através da reacdo de Substituicdo Nucleofilica Acilica (SNAc). Os cloretos de
tionila (SOCI,) e oxalila (COCI), s@o usualmente os reagentes de escolha para a sintese
de cloretos de acido, apresentando a vantagem de formarem subprodutos gasosos (SO,
CO, COy) que nao contaminam o produto (MARCH, 1985). A utilizacdo do cloreto de
oxalila se deveu ao fato deste ser mais reativo que o cloreto de tionila e as reacGes
poderem ser realizadas em temperatura ambiente, mecanismo mostrado na Figura 14.
Esta metodologia vem sendo empregada com éxito na sintese de diferentes derivados e
analogos da piperina (RIBEIRO, 2004; FERREIRA, 2006; LOPES, 2011; FRANKLIM
et al, 2013). Adicionalmente, 0 menor ponto de ebulicdo facilita o isolamento da reacédo

gue nao necessita de grande aquecimento para evaporar o reagente excedente.

Por apresentarem alta reatividade, os cloretos de &cido sintetizados ndo foram
quantificados ou purificados e foram todos considerados puros pelo acompanhamento

da reacdo por cromatografia em camada fina.
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Figura 14: Meanismo de formacdo do cloreto de acila (15) utilizando cloreto de oxalila

(COCl),.

A preparagdo das amidas (16a-d) foi realizada através da reagdo entre o

intermediario cloreto de &cido e as aminas correspondentes, conforme metodologia
descrita por (RIBEIRO, 2004; LOPES, 2011), apresentando rendimentos de 27 a 82%

como descritos na Tabela 22. As amidas 16a e 16d foram sintetizadas anteriormente

por Lopes, 2011.

Tabela 22: Rendimentos sintéticos e propriedades fisicas das amidas (16a-d)

<o N Xy O

[o)

Composto R Rend.(%) P.F°C Asp gcto
Fisico
(16a) -CHjs 31 172 Solido marrom
(16b) -CH,CHj; 82 182 Solido marrom
(16d) -Ph * 194 Solido marrom
(16¢) -Bn 27 125 Solido marrom

* O rendimento esta descrito por Lopes, 2011.

Através de analise dos espectros de infravermelho das amidas (16a-d), foi

possivel perceber que a subunidade 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-pentadiendico
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do &cido estava presente em todos os derivados formados, devido a uma forte absorcéo
em 1635 cm™, sendo indicativo da presenca da funcéo carbonila amidica conjugada,
além de gerar absorcdes na regido entre 2900-2800 cm™, referentes as deformagdes
axiais das ligagdes C-H e em 1255 cm™, referente ao estiramento do metileno do grupo
metilenodioxila. No RMN 'H estas amidas apresentaram caracteristicas bem
semelhantes, diferenciando-se pelas modificacfes dos substituintes piperazinicos. Em
todos os espectros de RMN *H das amidas geradas foi observado um simpleto em & 6,0
ppm, referente aos hidrogénios do grupamento metilenodioxila, um dupleto variando
entre & 6,41 — 6,44 ppm referente ao hidrogénio olefinico o a carbonila, um duplo
dupleto variando entre &6 7,42 — 7,47 ppm referente ao hidrogénio olefinico
B—carbonilico. Também pode-se observar um multipleto variando entre 6 3,64 — 3,75
ppm referente aos hidrogénios piperazinicos 1° e 4’ mais proximos ao nitrogénio

amidico.

Os espectros diferenciam 0s compostos entre si pelos sinais referentes a metila
em & 2,34 ppm no composto 16a (espectro 8); aqueles referentes ao metileno em & 2,45
— 2,50 ppm e a metila terminal em 6 1,12 — 1,14 ppm do composto 16b (espectro 11);
no composto 16d (espectro 14) pela presenca dos sinais em & 6,92 — 6,98 ppm
referentes aos hidrogénios 2’’e¢ 6”°, em 6 7,29 — 7,33 ppm referentes aos hidrogénios
3”e 5, em 6,75 — 6,85ppm referentes ao hidrogénio 4°” todos da fenila N-substituida; e
no composto 16¢ (espectro 17) devido a presenca do simpleto em & 3,56 ppm referente

ao metileno benzilico e em 6 7,35 ppm referente aos hidrogénios benzilicos.

Nos espectros de DEPT-Q todos apresentaram deslocamentos comuns em 101,3

ppm referente ao grupo metilenodioxila, deslocamento em 165 ppm referente a
carbonila amidica, deslocamentos em 119 e 143 ppm referentes aos carbonos
o e B—carbonilicos, respectivamente. Como diferenciagdo entre eles, o0 composto 16a
(espectro 9) apresentou do deslocamento referente a metila em & 459 ppm;
deslocamentos atribuidos ao metileno em 41,9 ppm, e a metila em & 11,8 ppm foram
observados para 0 composto 16b (espectro 12); no composto 16d (espectro 15)
observou-se a presenca dos sinais em 6116,6 ppm referente aos carbonos aromaticos
2”e 6, em 6129,2 ppm referente aos carbonos aromaticos 3’’e 5’ e 6120,5ppm
referente ao carbonos aromaticos 4°° todos da fenila N-substituida; e finalmente no
composto 16¢c (espectro 18) houve a presenga dos deslocamentos em & 62,9 ppm
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referente ao metileno benzilico, em 6 129,1 ppm referente aos carbonos 2’’e 6’’, em &
128,3 ppm referente aos carbonos 3’’e 5’e em 6 127,1 ppm referente ao carbono 4°’

dos carbonos do anel aromatico da benzila.

4.4.  Preparacdo das amidas saturadas (17 e 20)

Os compostos reduzidos (17 e 20) foram obtidos, inicialmente, pela reducgéo de
suas duplas ligacGes conjugadas e apresentaram em comum a primeira etapa realizada
pela metodologia de RIBEIRO, 2004, onde realizou-se uma reducéo catalitica classica,
utilizando Pd/C 10% em atmosfera de H, (a pressdo atmosférica) e acetato de etila como
solvente. (RIBEIRO, 2004; FERREIRA, 2006; LOPES, 2011). Esta primeira etapa
gerou os intermediarios &cido piperinico hidrogenado (18) e tetraidropiperina 19 (ndo
caracterizados por métodos espectroscopicos) com rendimentos bastante satisfatorio de
75 e 99% respectivamente. Atraves do intermediario 18 realizou-se a sintese da amida
17 conforme metodologia descrita por (RIBEIRO, 2004; LOPES, 2011), apresentando
rendimento de 70%. O intermediario 19 sofreu reducéo de sua carbonila amidica através
de meétodo descrito RIBEIRO, 2004, onde utilizou-se hidreto de litio aluminio (LiAIH,)
como agente redutor, gerando o produto 20 em 86% de rendimento. Os rendimentos

sintéticos e as propriedades fisicas dos compostos obtidos estdo descritas na Tabela 23.

A caracterizacdo estrutural por RMN *H e *C confirmou e estrutura dos
compostos sintetizados. Em 17, observamos pelo RMN *H (espectro 19), a reducio das
ligacbes duplas conjugas pelo desaparecimento dos sinais dupletos em 6 6,44ppm e &
7,42 ppm, referentes aos hidrogénios olefinico o e 3 a carbonila amidica e o
aparecimento de multipletos entre & 1,64 — 2,59 ppm com integrais totais de 8H
referentes aos hidrogénios alifaticos 7-10. Adicionalmente, por RMN **C (espectro 20),
17 apresentou sinais com deslocamentos entre 35,4 e 24,8 ppm referentes aos carbonos
alifaticos 7-10, que ndo existiam anteriormente, e deslocamentos em 6 62,8 ppm

referente ao CH, benzilico.

J4 para o composto 20, através de RMN 'H (espectro 21), foi observado
novamente que os sinais referentes aos hidrogénios olefinicos o e B a carbonila amidica

desaparecerem dando lugar a multipletos entre 1,28 e 2,56 ppm com integral total igual
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a 10H, o que caracterizou a total reducéo tanto das ligagdes duplas da olefina, quanto da

carbonila.

Tabela 23: Sinteses, rendimentos e propriedades fisicas das amidas reduzidas (17 e 20).

Composto Rend.(%) Aspecto Fisico
17 70%* Oleo marrom
20 85* Oleo marrom

*rendimento global (2 etapas)

4.5. Preparacdo dos sais de amdnio quaternario (21 a-d, 22 e 23)

A preparacdo dos respectivos sais de amonio quaternario foi realizada
utilizando-se uma adaptacdo da metodologia descrita por Fraga (FRAGA, 1994) onde as
amidas reagem com o iodeto de metila em um tubo selado, que foi utilizado devido a
alta volatilidade do iodeto de metila, através do mecanismo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (Sn2), onde o par de elétrons do nitrogénio aminico ataca a metila,
liberando o iodo de forma concertada para formagdo dos sais de aménio quaternarios
(Figura 15).

o) o X N
<Oj©/\/\)‘\ Og) \/RCHa

I

Figura 15: Mecanismo de formacdo dos sais de aménio quaternario (21a-d)
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4.5.1. Caracterizacao dos sais de amonio quaternario insaturados (21 a-d)

Os sais de amoénio insaturados (21 a-d) foram sintetizados a partir das amidas
insaturadas (16 a-d) com rendimentos e propriedades fisicas descritas na Tabela 24.
Apresentaram espectros de infravermelho bem semelhantes entre si, com forte absorgéo
entre 1240 e 1255 cm™, referente ao estiramento do metileno do grupo metilenodioxila
além das absorcdes na regido entre 2900-2800 cm™, referente as deformagdes axiais das
ligacGes C-H.

No RMN 'H apresentaram caracteristicas bem semelhantes, diferenciando-se
pelas modificacdes da parte amidica. Em todos os espectros de RMN 'H das amidas
geradas foi observado um simpleto variando entre 6 5,97 - 6,09 ppm, referente aos
hidrogénios do grupamento metilenodioxila, um dupleto variando entre 6 6,71 — 6,76
ppm referente ao hidrogénio olefinico a a carbonila e um duplo dupleto variando entre
67,31 — 7,36 ppm referente ao hidrogénio olefinico B—carbonilico. Também pdde-se
observar um multipleto variando entre 6 3,92 — 4,41 ppm referentes aos hidrogénios
piperazinicos 2’ e 3’ mais proximos ao nitrogénio aminico e um simpleto, que
confirmou a formacdo dos sais de amoénio pois ndo existia antes da alquilacao, variando

entre 6 3,06 — 3,56 ppm referente as metilas ligadas ao nitrogénio quaternario.

Tabela 24: Rendimentos sintéticos e propriedades fisicas dos compostos

<o AN @ e

20

Composto R Rend.(%) P.F°C Asp gcto
Fisico
(21a) CHjs 71 >250 Solido marrom
(21b) CH,CHj3 80 >250 Solido amarelo
(21d) Ph 50 130 Solido marrom
(21c) Bnz 30 238 Solido amarelo

A identificacdo dos compostos se deu pela analise de seus espectros que se

diferenciam de acordo com os substituintes em R, onde foram observados sinais
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referentes a metila em 6 3,20 ppm no composto 21a (espectro 23); os referentes ao CH,
em & 2,53 ppm, e a0 CHs em & 1,27 — 1,32 ppm do composto 21b (espectro 26); no
composto 21d (espectro 32), existe a presenca dos sinais em & 7,63 ppm referente ao
hidrogénio 4*°, em 6 7,70 — 7,73 ppm referente ao hidrogénio 3’’e 5>’ e em 6 7,99 —
8,01 ppm referente ao hidrogénio 2’’e 6°, todos da fenila N-substituida; no composto
21c (espectro 29) ha presenca do simpleto em & 4,68 ppm referente ao CH, benzilico e
o multipleto em ¢ 7,35 — 7,56 ppm referente aos hidrogénios benzilicos.

Nos espectros de DEPT-Q todos apresentaram o deslocamento em 101,8 ppm
referente ao grupo metilenodioxila, deslocamento em 165 ppm referente a carbonila
amidica, deslocamentos em 119 e 143 ppm referentes aos carbonos a e f—carbonilicos
respectivamente. No composto 21a (espectro 24) ha presenca do deslocamento da
metila em & 51,0 ppm; deslocamentos referentes ao CH, em 59,2 ppm, e ao CHz em &
7,60 ppm do composto 21b (espectro 27); no composto 21d (espectro 33), existe a
presenca dos sinais em 6121,9 ppm referente aos carbonos 2’’e 6”°, em 6131,1ppm
referente aos carbonos 3’’e 5°°, todos carbonos aromaticos da fenila N-substituida; e
finalmente, no composto 21c (espectro 30) ha presenca dos deslocamentos em 6 67,59
ppm referente ao CH; benzilico e em & 133,6 ppm referente aos carbonos 2”’e 6°°, em &
130,9 ppm referente aos carbonos 3’’e 5’’e¢ em 6 129,4 ppm referente ao carbono 4,

todos referentes aos carbonos do anel aromatico da benzila.

4.5.2. Caracterizacdo dos sais de amonio quaternario saturados (22 e 23)

Os sais de aménio saturados (22 e 23) foram sintetizados a partir das amidas
saturadas (20 e 17) com rendimentos e propriedades fisicas descritas na Tabela 25.
Apresentaram parte de seus espectros de RMN *H semelhantes, com presenca de um
simpleto variando de 6 5,97 — 5,98 ppm, referente aos hidrogénios do grupamento
metilenodioxila, um multipleto entre 6 1,29 — 1,56 ppm referente ao hidrogénios

alifaticos 9 e um simpleto variando entre 6 3,01 — 3,03 ppm referente a metila dos sais.

A identificacdo final dos compostos foi feita pela analise de seus espectros que
se diferenciam de acordo com os substituintes em R. No composto 23 (espectro 35) foi
observado um simpleto em 6 4,66 ppm referente ao CH; benzilico e um deslocamento
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em & 7,55 ppm referente aos hidrogénios benzilicos. No espectro de RMN 'H do
composto 22 (espectro 38) observou-se um multipleto em 6 3,29 — 3,32 ppm referente
ao hidrogénios alifaticos 11 confirmando que ndo ha a presenca da carbonila e aos
hidrogénios piperidinicos 1’¢ 5°.

Os espectro de DEPT-Q apresentaram o deslocamento em & 101 ppm referente
ao grupo metilenodioxila e deslocamentos variando entre 6 24,3 — 25,7 referente ao
carbono alifatico 9. No composto 23 (espectro 36) hd deslocamento em 6 171 ppm
referente a carbonila amidica, deslocamentos em & 57,4 ppm referente ao CH, benzilico
e em 3 133,4 ppm referente aos carbonos 2”’e 6’ ¢ em & 129,4 ppm referente aos
carbonos 3’’¢ 5°° do anel aromatico da benzila. Para 0 composto 22 (espectro 39)
observou-se um deslocamento em & 60,46 ppm referente ao hidrogénios alifaticos 11
confirmando novamente que ndo h& a presenca da carbonila e aos hidrogénios

piperidinicos 1’e 5°.

Tabela 25: Rendimentos sintéticos e propriedades fisicas dos compostos (22 e 23)

<ZW©¢@ 7w

Composto Rend.(%) P.F°C Aspecto Fisico
A (23) 36 * Solido marrom claro
B (22) 88 162 Solido marrom claro

*ndo foi possivel a caracterizacao do P.f pois o solido € muito higroscépico.

4.6.  Sintese dos cloridratos (24a-c)

A conversdo de aminas insoliveis em cloridratos € uma forma comum de torna-
las solUveis em &gua e em acido, os derivados amidicos realizam uma reacao acido base
com o acido cloridrico, através do par de elétrons do nitrogénio aminico presente na
subunidade piperazinica, liberando o cloreto que fica como contra ion destes sais de

amonio. Os cloridratos correspondentes (24 a-c) foram sintetizados pela reacdo das
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amidas (16a-c) com uma solugdo saturada de HCI e apresentaram rendimentos e
propriedades fisicas como descritos na tabela 26.

Os cloridratos sintetizados apresentaram espectros de RMN 'H muito
semelhantes aos sais de metil-aménio (21 a,b e d) anteriormente descritos, com sinais
caracteristicos das amidas como o simpleto variando entre 6 6,06 - 6,07 ppm referente
aos hidrogénios do grupamento metilenodioxila, um dupleto variando entre ¢ 6,68 —
6,76 ppm referente ao hidrogénio olefinico o a carbonila € um duplo dupleto variando
entre 6 7,28 — 7,33 ppm referente ao hidrogénio olefinico B—carbonilico. A real
caracterizacdo de formacdo destes cloridratos, ja que seus espectros de RMN 'H e *C
eram muito parecidos com o0s compostos de partida, veio através da observacao dos
simpletos referentes aos hidrogénios ligados ao nitrogénio, oriundos da protonacédo pelo
HCI, entre 6 10,95 — 10,96 ppm.

Tabela 26: Rendimentos sintéticos e propriedades fisicas dos compostos

(o}

<o X @H

9

Composto R Rend.(%) P.F°C Aspecto Fisico
(24a) CH; 70 >270 Soélido caramelo
(24b) CH,CHj4 59 >270 Sélido marrom
(24c) Ph 65 215 Soélido amarelo

4.7.  Ensaios Quimicos — Bioldgicos

4.7.1. Ensaio de avaliacdo de atividade anticolinesterasica

Os ensaios para a avaliacao da atividade anticolinesterasica foram realizados em
micro placas de 96 pocos em triplicata (para o célculo do desvio padrdo) e em diferentes
concentracBes. Apds a adicdo da enzima, foi levada ao aparelho de ELISA e a
absorvancia foi medida em um comprimento de onda de 415nm. As absorvancias

obtidas foram utilizadas para o célculo da porcentagem de inibicdo. Desse modo, 0s
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gréaficos (concentragdo x porcentagem de inibicdo) foram confeccionados e calculados
os valores de Clso (UM), com os respectivos desvios padrdes.

Estes ensaios se utilizaram de uma modificagdo do método de Ellman
(ELLMAN et al., 1961) que é um método colorimétrico onde as enzimas
acetilcolinesterase ou butirilcolinesterase hidrolisam a acetilcolina em &cido acético ou
butirico, respectivamente, e tiocolina. A tiocolina, que é o marcador da atividade
enzimatica, reage com o 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico] (DTNB ou reagente de Ellman)
gerando o &cido 2-nitro-4-tiobenzoico que tem coloracéo amarela (Esquema 3).

o o}
)k N(CH)), _HO _ )k ¥ N (CH,)
TR e RRET gc” O st R

Acetilcolina Acido acético Tiecolina

COOH

COOH NO,
y NO
N (CHj3) 2
Hs” S Rk COOH 5
Tiocolina N()2
SH
S\S

Acido 2-nitro-4-tiobenzdico
(cor amarela)

DTNB + /O:CHs
(HC):N~ ~s—s CH,

Acido 2-nitro-3-mercaptotiobenzéico

Esquema 3: Reacdes envolvidas no método de Ellman

Neste método, inicialmente adicionou-se as cavidades o iodeto de acetilcolina ou
iodeto de tiobutirilcolina, o DTNB, o tampao 0,1% BSA, os compostos em diferentes
concentracdes (cavidades teste) e etanol ou agua (cavidades controle, onde a enzima nao
é inibida, ou seja, trabalha-se com 100% de atividade enzimatica). Logo em seguida,
fez-se a primeira leitura da absorvancia, onde ainda ndo havia qualquer hidrolise do
substrato. Esta leitura constituiu o branco da avaliacdo, ou seja, os valores obtidos nesta
leitura foram os valores descontados na leitura final (apds a hidrolise enzimatica). Em
seguida, apos a adicdo da enzima as cavidades, os valores de absorvancia foram
medidos e a cada 13 segundos fez-se uma nova leitura, por trés vezes seguidas. Dos
valores de absorvancia obtidos nestas leituras, subtraiu-se o valor do branco de cada
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cavidade. Como os ensaios foram feitos em triplicata, calculou-se a média de

absorvancia para cada uma destas. Desse modo, para cada concentracdo foram

calculados trés valores de média nas trés leituras observadas. A Tabela 19 mostra os

calculos feitos para o sal de metila da 1-metilpiperazinila (21a) como exemplo da

metodologia aplicada.

Tabela 19 — Valores de absorvancias e concentragdes do sal de metila da 1-metil

piperazinila (21a) utilizados para o célculo do percentual de inibicdo da AChE.

Absorvancias (1° leitura)

Conc. Sal Médiato*1° Médiato*2° Médiato*3° Médiato*
(uM) Triplicata Triplicata Triplicata Controle
10 0,369+0,019 0,381+0,007 0,391+0,002 0,481+0,016
20 0,327+0,008 0,369+0,000 0,327+0,007 0,469+0,027
40 0,237+0,019 0,235+0,016 0,234+0,018 0,478+0,036
50 0,207+0,022 0,210+0,023 0,203+0,004 0,466+0,042
60 0,18+0,035 0,191+0,014 0,175+0,010 0,473+0,032
Absorvancias (2° leitura)
Conc. Sal Médiato*1° Médiato*2° Médiato*3° Médiatc*
(uM) Triplicata Triplicata Triplicata Controle
10 0,413+0,028 0,406+0,006 0,429+0,009 0,538+0,020
20 0,354+0,006 0,392+0,001 0,35+0,082 0,5+0,027
40 0,253+0,020 0,251+0,017 0,252+0,018 0,505+0,042
50 0,221+0,023 0,225+0,024 0,219+0,004 0,508+0,048
60 0,193+0,035 0,205+0,014 0,188+0,008 0,506+0,037
Absorvancias (3° leitura)
Conc. Sal Médiato*1° Médiato*2° Médiato*3° Médiato*
(uM) Triplicata Triplicata Triplicata Controle
10 0,432+0,023 0,435+0,000 0,461+0,000 0,575+0,016
20 0,407+0,015 0,443+0,003 0,395+0,087 0,568+0,022
40 0,269%0,021 0,267%0,018 0,268%0,019 0,536%0,046
50 0,236x0,024 0,241+0,024 0,234+0,003 0,546%0,055
60 0,203%0,034 0,218x0,016 0,199%0,007 0,535%0,040

*o = Desvio-padrao.

Desse modo,

a absorvancia observada refletiu diretamente a atividade

enzimatica (a enzima, no volume em que € adicionada nao possui valor de absorvancia

relevante). Com isto foi possivel comparar os valores de cada triplicata com o valor da

triplicada do controle e calcular o percentual de inibicdo da seguinte maneira:

Percentual de inibicdo = 100 — (Mt /Tc) x 100
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Onde: Tc = Triplicada do controle; Mt = média da triplicata da concentracdo a ser
calculada;

Por exemplo, a primeira triplicata na concentragédo 40 M na primeira leitura:
Percentual de inibicdo = 100 — (0,237/0,478) x 100 = 50,4

O mesmo foi feito para todas as triplicatas das demais concentragdes. Com 0s
valores obtidos calculou-se a média das triplicatas nas trés leituras e o desvio-padrdo
correspondente. A tabela abaixo mostra o percentual de inibicdo de AChE do composto
(21a) nas diferentes concentragdes testadas.

Tabela 20 — Percentual de inibi¢cdo de AChE pelo sal de metila da 1-metilpiperazinila

(21a)
Concentragéo (uM) % de Inibicdo+dp*
10 23,47+1,30
20 29,74+0,51
40 50,27+0,41
50 56,17+0,51
60 62,41+0,05

*o = desvio padréo

A partir da porcentagem de inibicdo calculada para no minimo trés
concentracdes diferentes, foi possivel gerar os graficos (concentra¢do x porcentagem de
inibicdo), e utilizando o modelo matematico de regressdo linear foram calculados os
valores de Cls (concentracdo efetiva que inibe 50% da atividade enzimatica) conforme

ilustrado na Figura 11.
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Figura 11: Atividade anticolinesterasica do sal de metila da 1-metilpiperazinila (21a)

A avaliacdo farmacoldgica da série de sais das amidas piperazinicas (21a-d)
mostrou Clsy variando de 13,8 a 42,8uM, frente a AChE, e Cls variando de 18,2 a
94,2uM, para a inibicdo da BUChE (Tabela 27). Comparativamente a fisostigmina, um
composto reconhecidamente inibidor de colinesterases (Clso de 1,56uM AChE e 3,7uM
BuChE), os derivados se mostraram pouco menos potentes, mas na mesma ordem de

grandeza.

Tabela 27: Tabela com os valores de Clso (AChE e BChE) dos compostos 21a -21d.

(o}

0 NN
™
<o:©/\j\)‘\ by\@

Clso(uM) Clso(uM)
Composto R AChE BChE
(21a) -CH3 42,8 78,7
(21b) -CH,CH3 24,7 94,2
(21c) -Ph 23,5 18,2
(21d) -Bn 13,8 22,0

De acordo com os resultados de inibicdo da AChE (Grafico 1) foi possivel
observar que a afinidade dos compostos por esta enzima parece estar diretamente
relacionada com a natureza dos substituintes “R” ligados ao nitrogénio aminico da
piperazina, onde ocorre a formacdo do sal de amdnio quaternario. Observou-se que ndo
somente 0 volume do substituinte interfere na atividade, mas também sua natureza

estéreo-eletronica. No composto 21b (Clsp=24,7uM) a adicdo de uma metila ao
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substituinte R aumentou em duas vezes a atividade do derivado, quando comparado
com o composto 2la (Clsp=42,8 uM) mostrando que possivelmente o aumento do
volume estérico e lipofilicidade poderia ser importante para essa atividade. Esta
correlacdo se mostra bastante razodvel quando analisamos os resultados para 0s outros
derivados da série, onde podemos observar que conforme hd um aumento do caréater
aromatico dos substituintes e consequentemente do volume e lipofilicidade, hd um
aumento significativo da atividade ja que os derivados com substituintes fenila 21d
(Cl50=23,5uM) e benzila 21c (Cl5,=13,8 uM) se mostraram como 0s mais ativos frente
a AChE.

A figura 16A mostra os valores calculados dos parametros fisico-quimicos
associados tanto ao volume, quanto com a lipofilicidade dos substituintes em “R”
(calculados com os programas ChemDraw e MarvinSketch) para os substituintes, onde
é possivel visualizar as diferencas em termos espaciais. A construcdo de graficos
correlacionando estas propriedades fisico-quimicas com as Clsg dos compostos, mostrou
uma boa correlacdo com R? de 0,749 e 0,675, respectivamente e, apesar de possuir
poucos pontos (apenas quatro), sugerem a influéncia direta do aumento destes

parametros com a poténcia de inibicdo enzimatica (Figura 16B).
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Graéfico 1: Grafico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimatica de AChE (peixe
elétrico tipo VI-S) x concentragdo dos compostos 21a-d (uM). (A) R=CHj3 (21a); (B)
R=CH,CHj3(21b); (C) R= Ph(21d); (D) R= Bn(21c). Os experimentos foram realizados
em triplicata. % inibicdo AChE piperina 13,5% (200uM).
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Gréfico 2: Grafico de correlacdo de percentual de inibicdo enziméatica de BUChE (soro
equino) x concentragdo dos compostos 21a-d (uM). (A) R=CHj3 (21a); (B) R=CH,CHj3
(21b); (C) R= Ph (21d); (D) R= Bnz (21c). Os experimentos foram realizados em
triplicata. % inibicdo AChE piperina 13,5% (200uM).
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A- volumes estéricos e lipofilicidade
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B- correlacdes fisico-quimicas
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Figura 16: (A) Parametros fisico-quimicos de volume (MR=refratividade molar) e
coeficiente de particdo (logP) calculados para os compostos 21a-d e representacdo 3D
(azul=éareas mais hidrofilicas e verde=area mais hidrofobicas). (B) Gréaficos de
correlacdo entre os parametros fisicos-quimicos (volume a esquerda e lipofilicidade a
direita) e a poténcia de inibi¢cdo dos compostos 21a-d frente a AChE.

Como demonstrado, o aumento do volume e lipofilicidade dos substituintes
aumenta a poténcia inibit6ria sobre a AChE e dentre os derivados testados o que obteve
melhor valor de Clso para AChE foi o composto benzilado 21c¢ (Cls5p=13,8 uM). A partir
destes resultados, pdde-se supor que estes substituintes estivessem realizando interacdes
hidrofobicas com os residuos de aminoacidos aromaticos presentes no sitio. De fato, a
partir da observacdo das interacGes da donepezila, prototipo da série, com a AChE
(Figura 17A), podemos perceber que os substituintes ligados a piperidina se localizam
numa regido hidrofébica do sitio onde temos residuos de aminoacidos como a Tyr337 e
Trp86. A benzila, em especial, poderia fazer interagdes de empilhamento n-m com 0

residuo aromatico de triptofano (Trp86), assim como hidrofébica com a tirosina
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(Tyr337) através de seu metileno, fazendo com que houvesse de fato uma melhor
interacdo e inibicdo da enzima. Adicionalmente, pela Figura 17B, podemos perceber
que as interacBes polares nesta regido do sitio praticamente inexistem, reforcando a
hipotese da importancia dos grupos lipofilicos nesta regido.

Figura 17: Representacdo das interacdes da donepezila com o interior da cavidade
enzimatica da AChE (PDB4EY7). (A) Representacdo das interacdes hidrofébicas e (B)
Representacao das ligacdes de hidrogénio

Frente a butirilcolinesterase esses compostos apresentaram um comportamento
um pouco diferente com Clsg variando de 18,2 a 94,2uM. Como podemos observar no
composto 21b (Clsp=94,2uM, R=CH,CHp3) a adicdo de uma metila ao substituinte “R”
ndo se mostrou favoravel a atividade mostrando que este aumento do volume estérico
(grupo alifatico) prejudicaria a atividade do derivado quando comparado com o
composto 21a (Cls=78,7uM, R=CHj3), diferentemente dos resultados frente a AChE.
Observamos, no entanto, que a presenca de aneis aromaticos foi de grande importancia
para as atividades inibitorias de ambas as enzimas estudadas, visto que os derivados 21c
e 21d apresentaram também um aumento significativo da atividade frente a BChE
(Cl50=22,0uM e Clsp=18,2uM). Este ultimo (21d) foi o que melhor inibiu a BChE, com
uma poténcia maior que a galantamina (Clsp=24,4+2,84uM em BChE), um dos
farmacos utilizados comercialmente para o tratamento da DA (BECHER et al., 2005;
GEISSLER et al., 2010). Provavelmente os substituintes aromaticos devem estar
fazendo interacBes diferenciadas daquelas frente a AChE, possivelmente ndo s6 com

residuos de aminoacidos hidrofobicos, mas principalmente com residuos aromaticos
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presentes no sitio catalitico. Essa mudanca poderia ser explicada pelo maior volume do
sitio da BChE, onde os compostos poderiam assumir outra forma de interagdo com o

mesmo.

Também observando as interacfes polares da donepezila com o sitio catalitico
da AChE (Figura 17B), percebemos que o nitrogénio basico de sua piperidina
encontrava-se realizando uma ligacdo de hidrogénio via uma molécula de &gua no sitio
que poderia ser perdida por conta da presenga dos nitrogénios quaternarios em nossos
compostos. Com base nisso, sintetizamos os cloridratos das metil, etil e fenil-
piperazinas (24a-c) procurando fazer com que 0s compostos continuassem sollveis em
meio aquoso, facilitando assim o teste farmacoldgico, e ao mesmo tempo eliminando o
grupo alquila ligado covalentemente que impedia a ligacdo de hidrogénio. Os resultados
de inibicdo enzimatica encontram-se na tabela 28, sendo que o cloridrato de fenil 1-
piperazinil ndo pdde se testado devido a problemas de solubilidade.

Tabela 28: Tabela com os valores de Clso (AChE e BChE) dos compostos 24a -24c.

[o}

0 Xy
N/\ L
Q@NMQKQ\@

Clso(uM)  Clso(uM)
Composto R AChE BChE
(24a) -CH3 227,1 133,0
(24b) -CH,CHj3 152,6 78,0
(24c) -Ph - -

Podemos observar nos graficos 3 e 4 que a perda do volume estérico da metila
dos sais de aménio quaternarios na formacdo dos cloridratos, assim como da carga
positiva fixa sobre o nitrogénio, ndo foi favoravel para a atividade frente a ambas as
enzimas estudadas. Em AChE ambos os cloridratos testados 24a (Clso=227,1uM) e 24b
(Cls5p=152,6uM) tiveram uma perda significativa da atividade quando comparado com
0s respectivos sais de amdnio 21a e b. Esses compostos foram praticamente seis vezes
menos ativo que os sais de alquil-amdnio. Em BChE apesar desta substituicdo também
ndo ter favorecido a atividade, a perda foi menos significativa onde o composto 24a

(Cl50=133,0uM) foi apenas duas vezes menos ativo que o respectivo sal, enquanto o
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composto 24b (Clsp=78,0uM) ndo demonstrou diferenca significativa de atividade.
Assim, aparentemente a formacdo da subunidade de aménio quaternario pela ligacdo

covalente de uma metila se mostra mais favoravel a atividade em nossa série.
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Gréfico 3: Grafico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimatica de AChE (peixe
elétrico tipo VI-S) x concentracdo dos compostos 24a-b (uM). (A) R=CHj3; (24a); (B)
R=CH,CHj3 (24b); Os experimentos foram realizados em triplicata. % inibicdo AChE
piperina 13,5% (200uM).

Os compostos saturados foram propostos, pois 0 acesso ao sitio catalitico da
AChE se mostra como uma cavidade relativamente estreita oriunda na face externa,
como demonstrado na Figura 18, onde se encontra a donepezila. Desta forma, a
restricdo conformacional ocasionada pelas duplas ligagbes dos compostos testados
poderiam ser prejudiciais a atividade por impedir o melhor acomodamento dos
inibidores.
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Gréfico 4: Grafico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimatica de BChE (soro
equino) x concentragdo dos compostos 24a-b (uM). (A) R=CHj3 (24a); (B) R=CH,CHj3
(24b); Os experimentos foram realizados em triplicata. % inibicdo AChE piperina

13,5% (200uM).

Figura 18: Representacdo da cavidade de acesso ao sitio catalitico da AChE
(PDBA4EYT7) com o ligante donepezila no seu interior.
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A avaliacdo farmacoldgica da série saturada (22 e 23) mostrou Clso variando de
50,4 a 76,3 uM, frente a AChE, e Clsp variando de 21,9 a 39,5 uM, para a inibicdo da
BuChE (Tabela 29).

Tabela 29: Tabela com os valores de Clso (AChE e BChE) dos compostos 22 e 23.

ey | D

Clso(nM) Clso(uM)
el aekite AChE BChE
(A)23 763 395
(B)22 50,4 219

No entanto, como observamos nos Graficos 5 e 6, a geracdo de maior
flexibilidade conformacional ndo se mostrou favoravel na inibicdo da AChE visto que o
composto 23 (Clsp= 50,0uM) quando comparado com o composto insaturado 21c (Clsp=
13,8uM) apresentou uma perda razodvel de aproximadamente quatro vezes em termos
de poténcia. Na BuChE foi observado que a flexibilidade conformacional nao
influenciou na atividade inibitoria quando comparado os compostos 23 (Clso= 21,9 uM)
e 21c (Clsp= 22,0 uM). O composto 22 é diferenciado do restante dos compostos da
nossa série, pois queriamos verificar também se a retirada da carbonila amidica seria
importante para a atividade, esse composto apresentou uma atividade razoavel frente a
AChE (Clsp= 39,1 uM), mas o mesmo ndo foi observado em BChE (Cls= 76,3 uM).
Possivelmente essa melhor atividade frente a AChE se deve a maior flexibilidade da
molécula fazendo com que haja uma adaptacdo melhor a cavidade do sitio catalitico da
AChE que é menor que o da BChE.
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Grafico 5: Grafico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimatica de AChE (peixe
elétrico tipo VI-S) x concentracdo dos compostos 22 e 23 (uM). (A) (23); (B) (22); Os
experimentos foram realizados em triplicata. % inibicdo AChE piperina 13,5%

(200uM).
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Gréfico 6: Grafico de correlacdo de percentual de inibicdo enzimatica de BChE (soro
equino) x concentragdo dos compostos 22 e 23 (uM). (A) (22); (B) (23); Os
experimentos foram realizados em triplicata. % inibicdo AChE piperina 13,5%
(200uM).

4.7.2. Cinética Enzimatica

Apos as analises de inibicdo enzimatica dos compostos sintetizados, houve a
necessidade de se identificar a natureza desta inibicdo. Diferentemente da donepezila, as
amidas sintetizadas apresentavam um nitrogénio quaternario que poderia realizar
interacdes de maneira diferenciada do prototipo. Segundo alguns autores (GHOSAL et
al, 1972; GEISSLER et al, 2010), a carga gerada neste nitrogénio poderia mimetizar o
grupamento colina do substrato acetilcolina, conferindo uma inibicdo do tipo
competitiva, ou seja, haveria uma competicdo pelo sitio catalitico, modo este de

interacdo diferente da donepezila, que é um inibidor ndo competitivo (TORRES,2012).

Com este intuito, selecionamos 0s compostos 21d e 21c para analisar a cinética

enzimatica em BChE porgue foram os compostos que apresentaram melhores atividades
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inibitorias e 0s compostos 21c e 21b para analise da cinética em AChE pois o composto
21c apresentou a melhor atividade inibitoria em AChE e o composto 21b porque alem
de apresentar uma das melhores atividades frente a AChE também queriamos avaliar
através da cinética enzimatica se seu substituinte R alquil poderia mudar o mecanismo

de interacdo com o sitio catalitico.

A cinética enzimatica foi realizada segundo o método de Ellman ja descrito na parte
experimental deste trabalho (FRANCIS et al., 1999; BAYNES, 1991). Um exemplo da
metodologia de céalculo utilizado para avaliagdo da cinética enziméatica pode ser
observado na Tabela 21, que mostra os valores de 1/V, e 1/[S] obtidos para 0 composto
21c. Com estes valores, confeccionou-se entdo o grafico de Lineweaver-Burk
(LINEWEAVER & BURK, 1934).

Tabela 21: Valores de 1/V° e 1/[S] para o composto 21c como demonstrativo de
calculo da cinética enzimatica de AChE.

1/[S] 1/V°xo* (Controle) 1/Vo(TuM)+c* 1/Ve(12uM)to*
25,00 5,590+0,003 14,827+0,004 28,301:+0,004
20,00 4,794+0,018 10,613+0,050 23,376+0,001
11,76 3,066+0,006 8,108+0,004 15,490+0,003
10,00 2,613+0,034 7,171+0,007 13,412+0,000
6,66 2,251+0,011 5,309+0,010 10,440+0,004
5,649 2,036+0,008 4,934+0,001 9,473+0,004
5,00 1,920+0,014 4,668+0,016 8,579+0,008
4,545 1,901+0,015 4,225+0,006 8,547+0,000
4,166 1,809+0,016 4,269+0,002 8,426+0,002
4,00 1,8880,030 4,255+0,002 8,226+0,007

c*=desvio padrao

O gréfico 7 mostra as avaliac@es cinéticas relativas aos compostos 21b, 21c, em

AChE e 21d e 21c em BChE, ambos em duas concentracdes.
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Gréfico 7: Gréafico de Lineweaver-Burk para a Cinética de inibicdo de AChE pelos

compostos 21b (A) e 21c (B) e para cinética de inibicdo de BChE pelos compostos 21d
(C) e 21c (D).

Com base na analise dos graficos de Lineweaver-Burk dos compostos testados
neste estudo cinético, pode-se observar que todos os compostos agem como inibidores
ndo competitivos, que sdo caracterizados pela interacdo do inibidor em um sitio préprio
de ligacdo, e ndo no sitio ativo da enzima. Diferentemente do descrito na literatura
(GHOSAL et al, 1972; GEISSLER et al, 2010), observou-se que a carga positiva destes
derivados ndo mimetiza a subunidade colina dos substratos enddgenos, visto que ndo ha

uma competicdo diretamente com o substrato pelo sitio catalitico da enzima.
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5. Concluséao

O planejamento estrutural da série de amidas derivadas da piperina (1) se
mostrou bem sucedido, uma vez que 0S compostos sintetizados apresentaram maior
poténcia de inibicdo da AChE (Clso de 13,8 a 42,8uM) comparado ao proto6tipo natural

1 que s6 inibiu a atividade enzimatica em 13,5% a 200uM.

De modo geral, a geracdo de carga positiva na série de derivados das aminas
quaternérias levou a um ganho consideravel de poténcia devido, provavelmente, as
diferencas de interacfes entre estes e a enzima, uma vez que, a presenca de cargas nos
derivados pode levar a interacbes ibnicas, 0 que nao ocorreria na piperina.
Adicionalmente, foi visto que quando esta carga era fixa, através da metilacdo das
aminas, 0S compostos se apresentavam com maior poténcia comparativamente aos sais
de amonio quaternarios oriundos da formacdo dos cloridratos, demonstrando a

importancia do grupamento metila e seu carater hidrofobico na interagdo com a enzima.

A poténcia dos sais de amdnio quaternarios em AChE parece também estar
relacionada ao volume e a natureza estéreo-eletrénicas dos grupos acrescentados a
molécula. Como demonstrado, 0 aumento do volume e da lipofilicidade aumenta
consideravelmente a potencia inibitéria. No entanto, em BChE essa poténcia parece
estar mais relacionada com o carater aromatico dos substituintes, visto que apenas o
aumento do volume estérico, derivado metilado 21a para o etilado 21b, levou a uma

perda na poténcia inibitoria (Clsg = 78,8uM ¢ 94,2 uM, respectivamente).

A flexibilidade conformacional gerada pelos compostos saturados nao se
flexibilidade ndo influencia a atividade inibitoria, provavelmente devido as diferencas
de volume entre as colinesterases, 0 que provavelmente permite que 0S mesmos se

acomodem de maneira diferente.

No estudo cinético observamos que 0Ss compostos testados agem como
inibidores ndo competitivos, ou seja, interagem com sitios da AChE e BChE diferentes
do sitio de ligacdo dos substratos naturais, indicando que o aménio quaternario nesta

série de derivados ndo leva a uma mimetizacdo da subunidade colina da ACh e BuCh.
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Finalmente, o processo sintético de obtencdo dos compostos se mostrou
exequivel e reprodutivel e todos os compostos obtidos foram totalmente caracterizados
por técnicas de RMN *He *Ce IV.

Os resultados obtidos neste trabalho somam-se aos anteriormente descritos pelo
nosso grupo, evidenciando a potencialidade da amida natural piperina (1) como
precursora de novas moléculas aplicaveis a modulacdo de fendmenos bioldgicos,

especificamente neste trabalho a inibi¢do de colinesterases.
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Espectro 1: Espectro no Infravermelho da Piperina.
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Espectro 2: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls ) da Piperina
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10 Mar 2012

Acquisition Time (sec) 1.1010 Comment AMOSTRA: PIPERINA (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3
Date 11 Jan 2012 15:38:40 File Name D:\sabrina_010001r
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Espectro 3: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl3 ) da Piperina.




29 Apr 2013

Title

AP - SABRINA - PROF. ARTHUR File Name

C:\USERS\MATHEUS FERREIRA\DOWNLOADS\AP - SABRINA

- PROF

. ARTHUR.O

Date Stamp
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Espectro 4: Espectro no Infravermelho do Acido piperinico.
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10 Mar 2012

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘Commenl AMOSTRA: AP (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO
Date 11 Jan 2012 15:30:28 File Name D:\sabrina_013001r Frequency (MHz) 500.13 ‘
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Espectro 5: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO - D6) do &cido piperinico.
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10 Mar 2012

Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘ Comment AMOSTRA: AP (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO Date 11 Jan 2012 15:43:20
File Name D:\sabrina_014001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 212 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptggpsp
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 6: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - D6) do acido piperinico.




29 Apr 2013

Title MP - SABRINA - PROF. ARTHUR File Name C\USERS\MATHEUS FERREIRA\DOWNLOADS\MP - SABRINA - PROF. ARTHUR.O

Date Stamp 03/04/2013 12:46:30.296 (GMT-3) Date 29 Apr 2013 14:39:42 Technique Infrared
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Espectro 7: Espectro no Infravermelho da 1-metilpiperazinila.
97




28 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: MP (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 | Date 03 Nov 2011 09:02:52
File Name E:\sabrina_001001r Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H
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Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 8: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; ) da amida 1-metilpiperazinila.
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10 Mar 2012
Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘Comment AMOSTRA: MP (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 Date 11 Jan 2012 15:38:30
File Name D:\sabrina_012001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
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Espectro 9: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl3) da amida 1-metilpiperazinila.
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29 Apr 2013

EP - SABRINA - PROF. ARTHUR
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Espectro 10: Espectro no Infravermelho da 1-etilpiperazinila.
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10 Mar 2012

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: EP (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 | Date 03 Nov 2011 09:09:22
File Name D:\sabrina_002001r Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H
Number of Transients 16 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence zg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 11: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; ) da amida 1-etilpiperazinila.
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10 Mar 2012
Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘Comment AMOSTRA: EP (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 Date 11 Jan 2012 15:38:34
File Name D:\sabrina_011001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 164 ‘Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptqgpsp
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 12: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl; ) da amida 1-etilpiperazinila.
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28 Jun 2013

Title FP - SABRINA NEVES - ARTHUR File Name G:\PARA MEU MEU AMOR\FP - SABRINA NEVES - ARTHUR.O
Date Stamp 04/04/2013 14:07:38.400 (GMT-3) Date 29 Apr 2013 14:39:42 Technique Infrared
Instrument VERTEX 70 Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis Transmittance
Spectrum Range 399.2520 - 3996.3760 Points Count 1866 Data Spacing 1.9288
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Espectro 13: Espectro no Infravermelho da 1-fenilpiperazinila.
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26 Jun 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: FP (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 | Date 14 Aug 2012 13:12:54
File Name E:\sabrina_026001r Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H

Number of Transients 16 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence zg30
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Espectro 14: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls3 ) da amida 1-fenilpiperazinila.
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26 Jun 2013

Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘ Comment AMOSTRA: FP (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 Date 14 Aug 2012 13:27:26
File Name E:\sabrina_027001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 256 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptqgpsp
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 21.160
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Espectro 15: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl3;) da amida 1-fenilpiperazinila.
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29 Apr 2013

Title BP - SABRINA - PROF. ARTHUR File Name CIA\USERS\MATHEUS FERREIRA\DOWNLOADS\BP - SABRINA - PROF. ARTHUR.1
Date Stamp 03/04/2013 11:18:06.519 (GMT-3) Date 29 Apr 2013 14:39:42 Technique Infrared
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Espectro 16: Espectro no Infravermelho da 1- benzilpiperazinila.
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28 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 Comment AMOSTRA: BP SAB (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3

Date 11 Sep 2012 13:30:30 File Name E:\sabrina_030001r

Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H Number of Transients 16 Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 Solvent CHLOROFORM-D

Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 21.160
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Espectro 17: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; ) da amida 1-benzilpiperazinila.
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29 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 1.1010 Comment AMOSTRA: BP SAB (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3
Date 11 Sep 2012 14:04:58 File Name E:\sabrina_031001r
Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C Number of Transients 500 Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence deptggpsp Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 21.160
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Espectro 18: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl; ) da amida 1-benzilpiperazinila.
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17 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 Comment AMOSTRA: BPH (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCL3
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Espectro 19: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; ) da amida 1-benzilpiperazinila hidrogenada.
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29 Apr 2013

Intensity

Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘ Comment AMOSTRA: BPH (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: CDCL3 Date 16 Apr 2013 14:32:36
File Name E:\sabrina_044001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 512 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptqgpsp
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Espectro 20: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, CDCl; ) da amida 1-benzilpiperazinila hidrogenada.
110



10 Mar 2012

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: PR (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 Date 23 Nov 2011 13:03:54
File Name D:\sabrina_003001r Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H
Number of Transients 16 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence zg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 21: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl; ) da amida [1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)piperidina]
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29 Apr 2013

Title SMP - SABRINA - PROF. ARTHUR File Name CIA\USERS\MATHEUS FERREIRA\DOWNLOADS\SMP - SABRINA - PROF. ARTHUR.O
Date Stamp 03/04/2013 14:15:00.525 (GMT-3) Date 29 Apr 2013 14:39:42 Technique Infrared
Instrument VERTEX 70 ‘ Spectral Region IR X Axis W avenumber (cm-1) Y Axis Transmittance
Spectrum Range 399.2520 - 3996.3760 \ Points Count 1866 Data Spacing 1.9288
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Espectro 22: Espectro no Infravermelho do sal da 1-metilpiperazinila.
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29 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: SMP (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3
Date 11 Jan 2012 10:43:28 File Name E:\sabrina_006001r Frequency (MHz) 500.13 ‘
Nucleus 1iH ‘ Number of Transients 16 Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 ‘
Solvent DMSO-D6 | sweep width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 25.160 \
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Espectro 23: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do sal da amida 1-metil piperazinila.
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29 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 1.1010 Comment AMOSTRA: SMP (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 | Date 11 Jan 2012 11:01:04
File Name E:\sabrina_007001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 256 Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptggpsp
Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 24: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — D6) do sal da amida 1-metilpiperazinila.
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29 Apr 2013

Title SEP - SABRINA - PROF. ARTHUR File Name CIA\USERS\MATHEUS FERREIRA\DOWNLOADS\SEP - SABRINA - PROF. ARTHUR.O
Date Stamp 03/04/2013 14:04:49.059 (GMT-3) Date 29 Apr 2013 14:39:42 Technique Infrared
Instrument VERTEX 70 \ Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis Transmittance
Spectrum Range 399.2520 - 3996.3760 | Points Count 1866 Data Spacing 1.9288
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Espectro 25: Espectro no Infravermelho do sal da 1-etilpiperazinila.
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29 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: SEP (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO
Date 11 Jan 2012 10:19:28 File Name E:\sabrina_004001r Frequency (MHz) 500.13 ‘
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 16 Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 ‘
Solvent DMSO-D6 | sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 25.160 \
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Espectro 26: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do sal da amida 1-etilpiperazinila.
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8 Mar 2012

Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘Comrnent AMOSTRA: SEP (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: CDCI3 Date 11 Jan 2012 10:34:44
File Name D:\sabrina_005001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 256 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptqgpsp
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 27: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - D6) do sal da amida 1-etilpiperazinila.

117



29 Apr 2013

Title SBP - SABRINA - PROF. ARTHUR File Name C:\USERS\MATHEUS FERREIRA\DOWNLOADS\SBP - SABRINA - PROF. ARTHUR.O

Date Stamp 03/04/2013 12:56:51.207 (GMT-3) Date 29 Apr 2013 14:39:42 Technique Infrared

Instrument VERTEX 70 ‘ Spectral Region IR X Axis W avenumber (cm-1) Y Axis Transmittance

Spectrum Range 399.2520 - 3996.3760 | Points Count 1866 Data Spacing 1.9288

iy
Q
o)

o
©
a

o
©
o

LLTEET—

o
®
a

ETLLET
T7'88¢T—

0.70

8LyBYT—

0.65

Transmittance

0.60

0.55

0.50

0.45

0.40

YIvrT—

29'95¢T

R B A T L B A T T S A B A B e T T L R L LA B T E TR I B e e B
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

Espectro 28: Espectro no Infravermelho do sal da 1-benzilpiperazinila.
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29 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: SBP(PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO
Date 16 Apr 2013 10:21:56 File Name E:\sabrina_037001r Frequency (MHz) 500.13 ‘
Nucleus iH ‘ Number of Transients 16 Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 ‘
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 29: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do sal da amida 1-benzilpiperazinila.

119



29 Apr 2013

Acquisition Time (sec)

1.1010

Comment

AMOSTRA: SBP - 02 (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO

Date 19 Sep 2012 09:34:38 File Name E:\sabrina_033001r
Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C Number of Transients 256 Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence deptqgpsp Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 29761.90
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Espectro 30: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - D6) do sal da amida 1-benzilpiperazinila.

Chemical Shift (ppm)
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29 Apr 2013

Title

SFP - SABRINA - PROF. ARTHUR

File Name

C\USERS\MATHEUS FERREIRA\DOWNLOADS\SFP - SABRINA - PROF. ARTHUR.O

Date Stamp 03/04/2013 13:56:54.509 (GMT-3)

Date

29 Apr 2013 14:39:42

Technique Infrared

Instrument VERTEX 70

‘ Spectral Region IR
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Wavenumber (cm-1)
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Espectro 31: Espectro no Infravermelho do sal da 1-fenilpiperazinila.

121




14 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: SFP (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO
Date 11 Jan 2012 15:49:16 File Name E:\sabrina_015001r Frequency (MHz) 500.13 ‘
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 16 Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 ‘
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 25.160 ‘
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Espectro 32: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do sal da amida 1-fenilpiperazinila.
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8 Mar 2012
Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘ Comment AMOSTRA: SFP (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO Date 11 Jan 2012 16:04:18
File Name D:\sabrina_016001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 256 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptqgpsp
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 33: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - D6) do sal da amida 1-fenilpiperazinila.
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14 May 2013

Title SBPH - SABRINA - PROF.ARTHUR File Name C:\USERS\SABRINA\DOWNLOADS\SBPH - SABRINA - PROF.ARTHUR.O
Date Stamp 11/04/2013 09:32:30.384 (GMT-3) Date 14 May 2013 17:26:02 Technique Infrared
Instrument VERTEX 70 Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis Transmittance
Spectrum Range 399.2520 - 3996.3760 Points Count 1866 Data Spacing 1.9288
0.95 |
o 090
Q -
8
E=] 7
£ i
(%] _
5 1
- i
0.85 |
0.80

3800 3600 3400 3200 3000

2800 2600 2400 2200 2000 1800

Wavenumber (cm-1)

1600 1400 1200 1000 800 600 400

Espectro 34: Espectro no Infravermelho do sal da amida 1-benzilpiperazinila hidrogenada.
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17 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 Comment AMOSTRA: SBPH (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO
Date 16 Apr 2013 14:37:08 File Name E:\sabrina_045001r
Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H Number of Transients 16 \ Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58
Temperature (degree C) 20.660 »
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Espectro 35: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do sal da amida 1-benzilpiperazinila hidrogenada.
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29 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 1.1010 Comment AMOSTRA: SBPH 2 (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO
Date 15 Apr 2013 10:45:36 File Name E:\sabrina_036001r
Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C Number of Transients 1000 ‘ Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence deptggpsp Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 29761.90
Temperature (degree C) 20.160
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Espectro 36: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - D6) do sal da amida 1-benzilpiperazinila hidrogenada.

Chemical Shift (ppm)
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29 Apr 2013

Title SPR - SABRINA - PROF. ARTHUR File Name CAUSERS\MATHEUS FERREIRA\DOWNLOADS\SPR - SABRINA - PROF. ARTHUR.O

Date Stamp 03/04/2013 13:47:49.390 (GMT-3) Date 29 Apr 2013 14:39:42 Technique Infrared

Instrument VERTEX 70 \ Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis Transmittance

Spectrum Range 399.2520 - 3996.3760 ‘ Points Count 1866 Data Spacing 1.9288
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Espectro 37: Espectro no Infravermelho do sal da amida [1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)piperidina]
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29 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 3.1719 ‘ Comment AMOSTRA: SPR (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO
Date 25 Jan 2012 10:36:50 File Name E:\sabrina_018001r Frequency (MHz) 500.13
Nucleus 1H ‘ Number of Transients 16 Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 Pulse Sequence zg30
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 38: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do sal da amida [1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)piperidina;
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29 Apr 2013

Acquisition Time (sec) 1.1010 Comment AMOSTRA: SPR (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO | Date 25 Jan 2012 11:02:48
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Number of Transients 461 Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptggpsp
Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 25.160
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Espectro 39: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - D6) do sal da amida [1-(5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)pentil)piperidina]
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Acquisition Time (sec)

3.1719 [ comment

AMOSTRA: CMP (1H) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO Date 16 Apr 2013 11:25:08
File Name E:\sabrina_039001r ‘ Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H ‘ Number of Transients 16
Original Points Count 32768 ‘ Points Count 32768 ‘ Pulse Sequence zg30 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58
Temperature (degree C) 27.000 ‘
E 0.10 3
] = 3
- [%] - [Te)
0.10 1 g 005 3 3
. = — —
] = E E —
— 5 [ee] 3
B %) o
£ 3 [ s 0 3
S ] | B 0.87
£ 0.05 E . |
] T T T T
= 11.25 11.00 10.75
] Chemical Shift (ppm)
0 7 ©
] @
T ™
0.95 0.94 1.05 2.85 0.95
S | | S— | IS S | IS
7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70
Chemical Shift (ppm)
o)
0
o~
~
Q
©o
Qo foo]
wn N
< <
| —1
0.950.94 2.85 0.95 2.00 1.72
=l Ll | =l = _
L B e L L A B T L S T e B B L B e S B S T T S S B B e e A
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 40: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do cloridrato da amida 1-metilpiperazinila.
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Acquisition Time (sec) 1.1010 ‘ Comment AMOSTRA: CMP (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO | Date 16 Apr 2013 13:27:02
File Name E:\sabrina_040001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 512 ‘ Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptggpsp
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 41: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — D6) do cloridrato da amida 1-metilpiperazinila.
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Espectro 42: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do cloridrato da amida 1-etilpiperazinila.
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Acquisition Time (sec) 1.1010 Comment AMOSTRA: CEP (DEPTQ) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO Date 16 Apr 2013 13:52:40
File Name E:\sabrina_042001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 512 Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptqgpsp
Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 21.360
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Espectro 43: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO — D6) do cloridrato da amida 1-etilpiperazinila.
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Acquisition Time (sec) 3.1719 Comment AMOSTRA: CFP (PROTON) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO
Date 15 May 2013 08:21:16 File Name E:\47\pdata\1l\_047001r
Frequency (MHz) 500.13 Nucleus 1H Number of Transients 16 ‘ Original Points Count 32768
Points Count 32768 Pulse Sequence zg30 Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 10330.58
Temperature (degree C) 20.660
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Espectro 44: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO — D6) do cloridrato da amida 1-fenilpiperazinila.
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Acquisition Time (sec) 1.1010 Comment AMOSTRA: CFP (DEPT Q) - 500MHZ SOLVENTE: DMSO Date 15 May 2013 09:08:06
File Name E:\48\pdata\1\_048001r Frequency (MHz) 125.76 Nucleus 13C
Number of Transients 870 Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence deptggpsp
Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 29761.90 Temperature (degree C) 20.860
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Espectro 45: Espectro de DEPT-Q (100 MHz, DMSO - D6) do cloridrato da amida 1-fenilpiperazinila.
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