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RESUMO

Este trabalho faz parte de uma linha de pesquisa que tem como principal objetivo a
utilizagdo de produtos naturais abundantes na sintese de moléculas com potencial
aplicacdo como drogas antiparasitarias. Aqui encontram-se descritos os resultados obtidos
na avaliacdo da atividade tripanocida do a cal6ide natural piperina, isolada dos frutos secos
de Piper nigrum, e outros 12 derivados sintéticos sobre formas epimastigotas e amastigotas
do protozo&rio Trypanosoma cruz, agente etiologico da grave e incurdvel doenca de
Chagas (Tripanossomiase Americana). A piperinafoi testada freme a formas epimastigotas
de T. cruz, exibindo um efeito téxico, dose-dependente, com valor de IC50 de 7,36
nM. Este resultado nos estimulou a preparar uma série de derivados, visando determinar os
fatores presentes na estrutura da pipering, responsavels pela atividade tripanocida exibida.
Os resultados obtidos demonstram que o produto natural e seus derivados podem ser
considerados como promissores compostos-prototipo para o desenvolvimento de uma nova
familia de drogas, fiteis na quimioterapia da doenca de Chagas.



ABSTRACT

This work is part of a research program aiming at the use of abundant natura
products in the synthesis of new molecules with potential application as antiparasitic
drugs. We describe herein an evaluation of trypanocida effects of the natural akaloid
piperine (isolated from Piper nigrum) and twelve synthetic derivatives against
epimastigote and amastigote forms of the protozoan parasite Trypanosoma cruz, the
causative agent of the incurable human disease, Chagas disease. Piperine was tested
against T. cruzi epimastigotes showing a dose-dependent toxicity, with 1C50 of 7.36 mM
This preliminary result encouraged us to prepare a series of derivatives in order to
determine the chemica features present in piperine responsible for the trypanocidal
activity. The results obtained point to piperine and its derivatives as a suitable templates
for the development of a new family of drugs with trypanocida activity.
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1. INTRODUCAO

O acaldide amidico piperina 1 (E,E-1-N-piperoilpiperiding), € o principal constituinte
quimico de Piper nigrum, ocorrendo em maior propor¢do nos frutos da planta (Semler e
Gross, 1988). Piper nigrum (popularmente conhecida como pimenta do reino) tem seu uso
bastante difundido na medicina popular da india, pais de onde é originaria. No Brasil seu
principal uso € como condimento na culinaria. Apesar de ser considerada aqui uma planta
exotica, 0 Brasil € um dos grandes produtores mundiais de pimenta do reino, destacando-se
como principais produtores o0s estados do Para e Espirito  Santo
(http://www.brazil blackpepper.adm.br).

Figura 1: Piperina, principal constituinte quimico de Piper nigrum.

Outro ponto relevante em relacdo a este produto natural é a sua abundéancia, sendo
extraido com rendimentos de cerca de 37%, a partir dos frutos secos da planta (Ikan,
1991). Além disso, devido a maior abundancia do alca6ide amidico nos frutos da planta, a
pimenta do reino constitui-se como uma fonte renovavel para esta substéncia, visto que
com um mango adequado pode-se redizar vérias colheitas no ano, sem comprometer a
planta (Figura 2, pagina 2).

Por seu sabor e aroma incomparaveis, a pimenta do reino é a espécie mais conhecida
do género Piper, vindo dai sua importancia econdmica. A Figura 2 mostra uma érea de
cultivo da pimenta do reino parafins comerciais.



Figura 2: Areade cultivo da pimentado reino.

1.1. Atividades far macol 6gicas das espécies

Como mencionado, a utilizacdo de espécies do género Piper com fins medicinais €
prética comum nas culturas chinesa e indiana. Na China algumas prescric¢des recomendam
0 uso de P. futokasura no tratamento de arritmias cardiacas e da asma. Na Jamaica dores
estomacais sdo tratadas com uma infusdo de P. aduncum e P. hispidum (que também
apresentam propriedades repelentes contra insetos). No México e Brasil usa-se P. amalago
para aliviar dores estomacais e no combate a infecgdes. Na Tabela 1 (pagina 3) estdo
sumarizadas algumas destas atividades farmacol 6gicas exibidas por extratos alcodlicos de

espécies do género Piper (Parmar et al., 1997).



Tabela 1: Algumas atividades farmacol 6gicas exibidas por espécies do género Piper

(Parmar et al., 1997).

Atividade

Espécie do género Piper

Antitumoral

P.

rebesioides, P. wallichii, P. nigrum

hookeri, P. clarkii, P. hance, P.

Antileucémica P. hookeri, P. futokadsura, P. attenuatum
Antibidtica P. hookeri, P. wallichii
Andgésica P. arboricola, P. nigrum
Antibacteriana P. aducum, P. mesthysticum
Antkreumédtica P. guineense, P. nigurm

Inseticida P. nigrum, P. hispidum, P. longum
Anttinflamatoria P. amalago, P. nigrum
Anti-asmatica P. chaba, P. futokadsura
Antipirética P. chaba, P. nigrum

Antt hipertensivo P. betle

Antifangica P. betle

Depressivo do SNC. P. methysticum
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1.2. Outrasamidas naturaisrelacionadas a piperina

As principais substancias encontradas no género Piper, as quais sdo atribuidas as
atividades anteriormente citadas, pertencem a vérias classes. Dentre os principais
congtituintes do género pode-se citar os alcaldides, propenilfendis, lignanas, neolignanas,
terpenos, esterdides, kawapironas, piperolideos, chalconas, diidrochaconas, flavonas e
flavononas (Parmar et al., 1998 e 1997; Atal et al., 1975). Os alcal6ides sdo, certamente, 0s
principais constituintes do género Piper. A Figura 3 (pagina 4) mostra as estruturas de

algumas amidas naturais isoladas de espécies do género Piper.
1.3. Piperina— O alcaléide majoritario de Piper nigrumLinn

O dcadide piperina é o isdbmero transtrans de esqueleto 5-(3,4-metilerodioxifenil)-
2,4-dienail-piperidina existindo ainda em menores propor¢Bes as formas cis-trans
(isopiperina), trans-cis (isochavicina) e a cis-cis(chavicina) (Figura 4) (Semler e Gross,
1988). E responsavel pelo sabor picante da pimenta do reino juntamente com a capsaicina
(Figura s, pagina 7). A piperinafoi o primeiro alcal6ide a ser isolado em espécies de Piper
por Oerstedt em 1819, certamente devido a sua maior ocorréncia, sendo que sua estrutura
s6 foi determinada quase cem anos depois, por Landenburg e Scholtz (Epstein et al., 1993).
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Figura 4: Estrutura dos isdbmeros da piperina (14-16).



A piperina é encontrada por toda a planta, sendo que em maior porcentagem nos
frutos j& secos. Seu isolamento foi descrito para todas especies de Piper, além de Piper
nigrum (Ahn et al., 1992; Banerj e Nandi, 1988).

1.4. Estudo sobre atividades biol6gicas da piperina

A variedade de atividades bioldgicas exercidas pela piperina é bastante ampla. Tao
antiga quanto a utilizacdo de pimenta do reino como condimento € o conhecimento de suas
propriedades inseticidas, que s foram cientificamente constatadas em 1924 por Mclndoo e
Sievers (Scott e Mckibben, 1978). Desde entdo, varias pesquisas seguirantse com o intuito
de identificar as substancias responsaveis pela atividade inseticida. Os testes realizados com
extratos acodlicos de P. nigrum, mostraram haver um mecanismo sinergistico entre a
piperina e outras amidas (Scott e Mckibben, 1978; Su, 1977). Ta observacéo foi mais tarde
comprovada por Su e Horvat (Su e Horvat, 1981) que isolaram, identificaram e avaliaram o
potencial inseticida de quatro amidas presentes no extrato alcodlico de P. nigrum contra
gorgulhos. A guineensina foi a mais ativa das substancias isoladas. No extrato bruto porém,
possivelmente por uma interacdo com a piperina e a presenca de outras amidas, a atividade
inseticida fol maior. Recentemente foi avaliada a atividade inibidora de amidas isoladas de
Piper nigrum contra larvas dos mosquitos Culex pipiens pallens, Aedes aegypti e A. togoi,
que sdo vetores de diversas doengas infecciosas, com resultados extremamente
interessantes (Park et al., 2002).

Na China, o principio pungente da pimenta do reino € indicado no tratamento da
epilepsia desde tenpos remotos (D’Hooger et al., 1996; Liu et al., 1984). Liu et al., em
estudo comparativo, mostraram que esta substancia € capaz de induzir a sintese da
serotonina prevenindo convulsdes, porém menos eficientemente que seu analogo, a
antiepilepsirina. D’Hooge et al., verificaram que a piperina € capaz de proteger o sistema
nervoso central (SNC) de apoplexias induzidas quimica ou eletricamente e que, além disso,
atua como relaxante muscular. Outras acOes da piperina sobre 0 SNC também foram
observadas por outros pesquisadores. Takaki et al. mostraram que a piperina é capaz de
influenciar na resposta contractil a0 estimulo do musculo mesentérico e na motilidade

espontanea de ileo extraido de porcos da Guiné (Takaki et al., 1990). Liu e Simon



analisaram as diferencas a similaridades das correntes elétricas produzidas nas células
trigeminais de ganglios de ratos (Liu e Simon, 1996). Tais correntes foram induzidas por

piperina, capsaicina e zingerona (Figura 5).
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Figura 5: Algumas amidas presentes no extrato acodlico de P. nigrum.

Sem divida, o aumento da biodisponibilidade de outros medicamentos pela piperina é
a mais intrigante das atividades farmacoldgicas desta substancia. Este efeito é observado
quando os medicamentos sdo co-administrados com a piperina, traduzindo-se numa maior
concentracdo plasmatica dos mesmos. Tal efeito foi constatado por Atal et al. em estudos
com avasicina e aesparteina (Atal et al., 1981); por Bano et al., com o propanolol, teofilina
e afenitoina (Bano et al., 1991) e por Shoba et al. com a curcumina (Shoba et al., 1998).
Todos os trabalhos relatam um aumento de 100% (ou mais) na concentracdo de tais
substéncias na corrente sanguinea. As razoes levantadas para este efeito, segundo a maioria
dos autores sdo:

? AlteracBes na permeabilidade das células epiteliais do trato gastro-intestinal,
facilitando a absor¢éo dos farmacos (Johri et al., 1992);

? Influéncia na glicoronidagcdo (etapa mais importante na biotransformacdo de
compostos xenobidticos) (Renn et al., 1993; Atal et al., 1981);

? Atuacdo sobre as enzimas hepéticas metabolizantes (Atal et al.,1985; Atal et al.,
1981), monooxigenases hepéticas, dependentes de citocromo P450 (Koul et al., 2000; Reen,
1997; Bhat e Chandrasekhara, 1987).



A grande vantagem ressdtada em todos os trabalhos para o0 aumento da
biodisponibilidade, estd na possibilidade da utilizacdo de uma rota alternativa de

administracdo de medicamentos, evitando assim a via parenteral (mais dolorosa e invasiva),

além de permitir o uso de doses menores dos farmacos co-administrados com piperina.

1.4.1. Aplicagbes da piperina em quimioter apia

Na india, 0 uso de espécies de Piper no tratamento de doencas intestinais é bastante
antigo. Isto estimulou a investigacdo da atividade antiparasit&ria de algumas destas
espécies. Ghoshal comprovou a atividade antiamébica de P. longum, relacionando esta
atividade com a presenca de piperina (Ghoshal et al., 1996). Kapil relatou a atividade
leishmanicida in vitro de piperina sobre cepas de Leishamania donovani (comparavel a
atividade exibida pela pentamidina, fa&rmaco indicado para o tratamento da leishmaniose)
(Kapil, 1993). Mais recentemente, Raay et al. (1999) descreveram os resultados obtidos
com piperina em testes in vivo sobre animais infectados com L. donovani, observando a
diminuicdo significativa da parasitemia com doses extremamentes baixas.

Também foi observado que a piperina tem potencia antifingico. Segundo
Madhyastha e Bhat, a inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus e da producdo de
aflatoxina em pimenta do reino deveuse a acdo combinada da piperina (L) e dos 6leos
essenciais de P. nigrum (Madhyastha e Bhat, 1984). Lee et al. descreveram a atividade
antifungica de amidas relacionadas a piperina sobre seis espécies de fungos fitopatogénicos
(Leeet al., 2001).

Piyachaturawat et al. verificaram que o uso prolongado de pimenta preta poderia
resultar em concentragdes téxicas de piperina (Piyachaturawat et al., 1983). Estes
resultados incentivaram Dogra et al. ainvestigarem os efeitos imunotoxicos de piperinaem
camundongos. Foi observado que a piperina pode ser considerada como imunol ogicamente
segura, ndo sendo observado nenhum efeito adverso nas doses testadas (Dograet al., 2003).

Recentemente Sunila et al. investigaram os efeitos da piperina como imunomodul ador
e a sua atividade antitumoral, e obtiveram resultados bastante interessantes. A piperina
demonstrou potencial citotoxico in vivoem doses de 1,14 mg/K g inibindo o crescimento de

tumores solidos (linfoma de Dalton) e levando ao aumento da sobrevida de camundongos



portadores de carcinoma de Elvilich em 58,8 %. Os imunomoduladores podem ser usados
por um longo periodo e sdo aplicaveis na quimioterapia do cancer, associados a outros
agentes quimiotergpicos. A piperina parece combinar estes dois efeitos, tornado-se um
prototipo para o desenvolvimento de agentes quimioterapicos para o tratamento do cancer
(Sunila e Kuttan, 2004).

1.5. Biossintese da piperina (Mann, 1994; Geider e Gross, 1990; Geissman e Crout,
1969)

O &cido piperinico, porcdo acila da molécula da piperina, tem sua biossintese
mostrada no Esquema 1. Observa-se o chiquimato como precursor do derivado cinamico,
que pode possuir diferentes padrdes de oxigenacdo no anel aromético (nos carbonos 3, 4 e
5), sendo que o anel 3,4-metilenodioxilico é bastante comum na classe dos fenil-
propandides (Cs-C3) (Mann, 1994). Apos condensacdo do tioéster do derivado cindmico
com uma unidade de malonil-SCoA, seguida da reducdo da carbonila da enona gerada e
desidratacdo, chega-se ao tioéster piperoil-CoA que reage com piperidina gerando a
piperina (Geissman e Crout, 1969).

Desde o inicio dos estudos biossintéticos da piperina foi proposto que sua formacéo
dava-se por condensacdo da piperidina (esta € biossintetizada do aminoécido L-lising),
com o tioéster piperoil-CoA (Esquema 1). Geissman, na década de 70, propds uma rota
biossintética para a piperina que apenas a descoberta da enzima piperidina
piperoiltransferase pdde confirmar (Geissman e Crout, 1969). Esta enzima mostrouse

especifica para piperiding, acancando 100% de atividade relativa (Geider e Gross, 1990).
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Esquema 1: Proposta biossintética para a formacéo da piperina.

1.6. Produtos natur ais bioativos como fontes par a protétipos de far macos

Na pesquisa objetivando o0 desenvolvimento de fémacos, uma questéo
freqlentemente vem atona: como se origina ou se descobre um novo farmaco? A resposta,
muitas vezes, diverge em dois extremos: “A pesquisa de farmacos € simplesmente um jogo
de sorte” ou, “Novos fa&rmacos podem ser agora racionalmente desenvolvidos com o

emprego de técnicas computacionais’ (Wiechert, 1992).
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A descoberta de substancias protétipo, ou sgja, aguela que servira como base para a
sintese de andlogos estruturais, constitui 0 primeiro passo para 0 desenvolvimento de um
novo farmaco. Uma fonte explicita de substancias prot6tipo € a natureza. Um dos primeiros
farmacos que se originou de plantas foi a quinina 19 (Figura 6), extraida da arvore que
depois foi classificada como Cinchona officinalis, e conhecida como quina. O p6 do caule
da quina-quina foi utilizado por cerca de 300 anos, quando em 1820, os professores Pierre
Joseph Pelletier e Joseph Caventou, ambos da Escola de Farmécia de Paris, isolaram a
quinina do pé do caule da quina-quina, passando-se a utiliz&la, ao invés do po da planta
(Agosta, 1997).

19

Figura 6: Estrutura quimica da quinina19.

Ha muito tempo 0 homem aprendeu a utilizar as substancias naturais, principalmente
as de origem vegetal, para tratar suas doengas. Embora mais recentemente a procura por
substancias farmacol ogicamente ativas tenha aumentado consideravelmente, com a sintese
de milhares de novos compostos, muitos deles promissores em termos farmacol égicos, a
busca por substancias naturais bioativas ainda desperta grande interesse.

Plantas, organismos marinhos e microrganismos produzem o maior arsenal de
diversidade estrutural em substancias quimicas, portanto possuem um grande potencial
biol6gico (Petsko, 1996). Os produtos naturais continuam a ser procurados pelas industrias
agroguimicas e farmacéuticas como fontes de novas substancias ativas, apesar de todo
avango no plangamento racional de farmacos, sintese quimica e quimica combinatéria
(Harvey, 2000).
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Por outro lado, a biologia molecular, juntamente com o desenvolvimento da industria
quimica, fez com que o século XX fosse marcado por um impressionante arsena de novas
substéncias bioativas de origem sintética (Wiechert, 1992).

Os produtos naturais desempenham quatro papéis na medicina moderna (Demain,
1999):

i) fornecem um grande nimero de farmacos Uteis, para 0S quais a sintese
comercia é dificil ou invidvel (ex: morfina, taxol);

i) podem servir de compostos basicos que sdo modificados para aumentar a
atividade ou diminuir atoxicidade (ex: hidromorfina a partir da morfina)

iii) constituem protétipos ou modelos para farmacos sintéticos que possuem
atividades fisiolégicas similares as originais (ex: propoxifeno a partir da
morfina);

iv) alguns produtos naturais sem atividade podem ser modificados por métodos
quimicos ou biolégicos para a producéo de farmacos potentes, que ndo sdo
obtidos facilmente por outros métodos (ex: obtencdo do taxol a partir de
bacatina I11).

De fato, o inicio da sintese organica foi, talvez, estabelecido a partir da sintese da
uréia, pelo quimico aleméo Wohler, 1807, onde foi derrubada a crenca de que o homem néo
poderia sintetizar substancias organicas (Schenkel et al., 1999).

Dessa forma, as pesquisas avancam no sentido, também, de descobrir e/ou modificar
um féarmaco, no intuito de se obter melhor toleréncia, utilizacdo de menores doses, uso de
dose diéria com reduzidos efeitos colaterais.

Nos seculos antes da medicina moderna, da quimica sintética e da industria
farmacéutica, praticamente todos os medicamentos vinham das plantas. Hoje, mais de trés
bilhGes de pacientes do terceiro mundo, sem acesso aos modernos farmacos sintéticos,
dependem ainda de “medicamentos naturais’. A medicina tradicional, baseada no uso de
plantas medicinais, ainda é cultivada na China e no Brasil, freglientemente longe da
tecnologia industrial. Por outro lado, a medicina ocidental explora espécies botanicas
medicinais com consideravel sucesso. Pesquisas nesse sentido sdo responsavels, por
exemplo, pela descoberta do taxol 20 (Figura 7, pagina 13), uma substéncia oriunda do

caule de Taxus brevifolia, utilizada na quimioterapia do cancer (Schenkel et al., 1999).
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Figura 7: Estrutura quimicado taxol 20.

O taxol é um exemplo marcante da utilizagdo de produtos naturais como farmacos ou
prototipos, e foi recentemente liberado para uso clinico contra cancer com o nome de
Paclitaxel (Barreiro et al., 1999).

Estima-se 0 consumo de ca. 230 kg/ano de taxol @0) para suprir as necessidades
clinicas de pacientes com cancer (Corréa, 1995). Uma vez que o taxol (20) é extraido das
cascas de Taxus brevifolia (rendimento de 40 a 165 mg/kg de cascas secas), € necessario 0
corte da avore para a extragdo do poduto natural, tornando invidvel sua obtencdo por
extracdo. Para a redlizacdo de estudos farmacol6gicos, por exemplo, 3000 arvores foram
destruidas para a obtengéo de 1kg de taxol (20) (Corréa, 1995).

A sintese organica constitui uma alternativa viavel para a obtencéo do taxol (20). O
Paclitaxel foi obtido por semi-sintese pela primeira vez por Denis e colaboradores (1988), a
partir da desacetilacdo da bacatina 21 (Figura § pagina 14), precursor isolado de Taxus
baccata, obtendo-se a desacetil-10-bacatina |11 22 (Figura8, pagina 14), precursor do taxol
(20). Por sintese total, o taxol (20) foi obtido no mesmo periodo por Holton et al. (19943,
1994b) e Nicolaou et al. (1994) (Barreiro et al., 1999; Kusama et al., 2000).
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Figura 8: Estruturas quimicas dos precursores do taxol.

Devido a estes estudos, chegouse a sintese do taxotere (docetaxel, 23, Figura 9,
aprovado pelo Food and Drug Administration (EUA) para uso contra cancer de ovario,

mama e pulmao, cérebro e garganta (Corréa, 1995).
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Figura 9: Estrutura quimica do taxotere (docetaxel ) 23.

Provavelmente, 0 medicamento mais conhecido e utilizado no mundo, que teve sua
origem relacionada a um produto natural, sgja a aspirina 24 (Figura 10, pagina 15). No
século XVIII, o Reverendo Edward Stone percebeu que a planta Salix alba apresentava um
sabor amargo. Suspeitando de um possivel efeito como o da quina-quina, o Reverendo E.
Stone utilizou Salix alba em pacientes febris, tendo de fato, obtido éxito. A substancia
responsavel pelo efeito antitérmico eraasalicina 25 (Figura 10, pagina 15), relacionada ao
acido sdlicilico 26 (Figura 10, pagina 15). Posteriormente, outras substéncias foram

descobertas com a mesma atividade antitérmica, analgésica e capaz de aliviar os sintomas

de doencas como a gota, febre reumética e artrite.
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Essa classe de substancias foi denominada salicilatos (Agosta, 1997).
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aspirina 24 sdlicina25 acido salicilico 26

Figura 10: Estruturas quimicas de alguns salicilatos.

A industria farmacéutica Bayer, interessada nos sdlicilatos, chegou a sintese da
aspirina, em 1897, realizada por Kolbe. A aspirina ainda € largamente utilizada no intuito
de dliviar desde uma mera dor de cabeca até artrite reumatdide, ou como auxiliar na terapia
anti-trombética. Nos anos recentes, descobriu-se que baixas doses didrias de aspirina
diminuem o incidente de infarto, provavelmente, por inibir a agregacdo plaquetéria
(Agosta, 1997).

1.7. Produtos naturais como precur sor es em sintese or ganica

A) A importancia dos produtos naturais em sintese organica (Cragg et al., 1997).

Em recente trabalho de Cragg et al. foi relatado que mais de 60% dos medicamentos
mais usados sdo de origem natural. Segundo estes autores constituem drogas de origem
natural:

? Produtos naturaisem si (N);

? Derivados semi-sintéticos de produtos naturais (ND);

? Produtos sintéticos baseados em produtos naturais (S*);

Com o crescente desenvolvimento de novas tecnologias, como por exemplo a quimica
combinatéria, 0 interesse na descoberta de produtos naturais bioativos foi de certo modo
comprometido. Em uma pesquisa feita pelo US Food and Drugs Admnistration (FDA), foi
constatado que os produtos de origem natural sdo importantes no tratamento do cancer e de

doencas infecciosas. Os resultados encontram se, resumidamente, naTabela 2 (pagina 16).
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Tabela 2: Atividades bioldgicas de produtos de origem natural.

Atividade N(%) ND (%) S* (%)
Antibacteriana 15 68,7 -
Antitumoral 10,8 29,7 10,8
Antiinflamatoria 30 67,5 -
Broncodilatador - 33,3 66,6
Imunoestimulante 42,8 14,3 -

Dada a crescente ameaca a biodiversidade, através da destruicdo dos ecossistemas e a
importancia dos produtos naturais na descoberta de novos farmacos, torna-se necessario
expandir a exloracdo dos mananciais naturais renovavelis na busca de novos agentes
bioativos. A piperina preenche os requisitos essenciais para utilizacdo como molécula
prototipo para o desenvolvimento de novas drogas. abundancia, presente em fonte
renovavel, facil isolamento, variadas atividades biolOgicas constatadas, além de possuir

funcionalidades possiveis de sofrerem manipulagdes sintéticas.

1.8. Trabalhos envolvendo modificagdes estruturais na piperina

Encontra-se na literatura diversas atividades bioldgicas associadas a piperina, entre
estes trabalhos destacamse trés que, além de evidenciar o efeito da piperina mostram
também o efeito de derivados e analogos, sintetizados a partir dela, visando tragar um perfil
de relacéo estrutura atividade para os model os estudados.

Koul et al. demostraram que a piperina e derivados inibem enzimas hepéticas
(oxidases), dependentes de citocromo P450, envolvidas no metabolismo de drogas. Mostra-
se 0 aumento da biodisponibilidade de drogas em pacientes voluntérios, além da mod ulacédo
de reagdes de glicuronidacdo. Neste mesmo estudo, foram sintetizados andlogos a partir da
piperina para serem testados como inibidores da atividade de oxidases hepaticas

dependentes de citocromo P450.
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Foram realizadas as seguintes modificacoes:

i) no anel aromatico;

il) na cadeia lateral;

iii) nafuncdo amidica.

Estas modificagdes sintéticas resultaram em 38 anal ogos da piperina.

Foi observado que a saturagéo da cadeia lateral resultou num aumento significativo da
inibicdo enzimatica enquanto que, nas modificacdes no anel aromatico e na fungéo amidica
foram poucos os analogos que demonstraram seletividade em inibir a atividade das
oxidases estudadas (Koul et al.,2000).
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Figura 11: Estruturas quimicas dos andl ogos sintetizados a partir da piperina que

demonstraram maior efeito inibitério das oxidases estudadas.

De Paula et al. relataram a atividade inseticida de piperina e de amidas andlogas
sintetizadas a partir de piperina sobre diferentes espécies de insetos. Ascia monuste orseis
Latr, Acanthoscelides obtectus Say, Brevicoryne brassicae L, Protopolybia exigua DeSaus

e Cornitermes cumulansKollar.

» ParaaA. monuste orseis asamidas N,N-dissubstituidas mostraram maior atividade
inseticida correspondendo a 95-97,5% de mortalidade.

» ParaaA. obtectus todas as amidas apresentaram atividade inseticida entre 25-30%
de mortalidade.
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» Paraa B. brassicae todas as amidas apresentaram atividade inseticida entre 52,5-
92,5% de mortalidade, destacando que a piperina ndo apresentou atividade contra este
inseto.

» ParaaP. exigua todas as amidas apresentaram atividade inseticida entre 2-45% de
mortalidade.

» ParaaC. cumulanstodas as amidas apresentaram atividade inseticida entre 5-42%
de mortalidade.

Estes insetos sdo avaliados como de importancia econdmica no Brasil. Baseado nestes
derivados, uma nova série de compostos esta em fase de desenvolvimento na busca de
novos inseticidas (De Paula et al., 2000).

GO0 G T

piperina dietilamida

31
diisopropilamida
Figura 12: Amidas N,N-dissubstituidas que demonstraram maior atividade inseticida sobre

A. monuste orseis.

Recentemente Venkatasamy et al. (2004), baseados em dados anteriormente descritos
sobre a atividade da piperina na proliferacdo de melandécitos (Lin et al., 1999), sintetizaram
uma série de andlogos e derivados do alcaléide natural, visando realizar um estudo de
relacdo estrutura-atividade SAR). Foram investigados os seus efeitos biologicos sobre a
proliferacdo e diferenciacdo dos melandcitos. A perda progressiva dos melandcitos e
despigmentacéo da pele ocasiona o vitiligo, doenca que atinge 1% da populagéo mundial,

um incidente que varia de 0,1-9% em diferentes paises.
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A Figura 13 abaixo mostra aguns exemplos de compostos modificados
sinteticamente que apresentaram atividades biol6gicas mais relevantes (Venkatasamy et al.,
2004).

SO0 oY C

Figura 13: Exemplos de compostos modificados sinteticamente que apresentaram

atividades biol 6gicas mais relevantes (Venkatasamy et al., 2004).

Os resultados obtidos sobre piperina, seus analogos e derivados na proliferacdo de
melandcitos foram muito satisfatérios e indicam a piperina como precursora de novos

prototipos no tratamento do vitiligo (Venkatasamy et al., 2004).
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1.9. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é uma enfermidade que apresenta manifestaces clinicas
complexas. O agente etiolégico é o Trypanosoma cruz (familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida). Este protozoario, que é capaz de infectar um grande numero de
vertebrados, possui um ciclo de vida complexo, com varios estgios, sendo que no
hospedeiro vertebrado o parasita se encontra sob duas formas, a forma tripomastigota,
flagelada e infectante; e a forma amastigota, que ndo possui flagelo livre e se replica no

interior das células (Brener e Andrade, 1979).
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Figura 14: Representacdo esquematica do ciclo de vida do Trypanosoma cruz.

O ciclo de vida do parasita (Figura 14) envolve obrigatoriamente a passagem por
hospedeiros vertebrados (mamiferos, incluindo o homem) e muitos invertebrados (insetos
da familia Ruduviidae), em uma série de estdgios. A forma tripomastigota, presente no
sangue do hospedeiro infectado, € ingerida pelo inseto e diferencia-se em epimastigota,
forma ndo infectiva e replicativa, que no trato digestivo do insgo diferencia-se em
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tripomastigotas metaciclicos. As formas metaciclicas sdo liberadas geralmente junto com as
fezes e a urina do inseto durante seu repasto sanguineo e ao penetrar no hospedeiro
vertebrado diferencia-se na forma amastigota intracelular. Apés vérios ciclos de replicacéo
os parasitas diferenciamse na forma tripomastigota, havendo liberacdo dos mesmos na
corrente sanguinea do hospedeiro, reiniciando o ciclo.

Esta parasitose é transmitida, principalmente, pelo contato da pele e mucosas com
fezes ou urina de diferentes insetos hematéfagos, da Familia Ruduviidae e Subfamilia
Triatominae (o popular barbeiro, Figura 16, pagina 22), contaminados com o T. cruz.
Outra vias de transmissdo sdo a transfusdo com sangue contaminado (5-20%); por
transmissdo congeénita (0,5-8%); ou ainda acidental, em laboratério (Dias, 2000; Brener e
Andrade, 1979). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Salde, cerca de 18 milhdes de
pessoas, entre 0 México e as Ameéricas do Sul e Central, encontram se infectadas pelo T.
cruz, o que aiado ao fato de ndo haver tratamento eficaz para erradicagdo do parasita
intracelular, faz desta doenga um dos maiores desafios na area de Salde Publica nesta
regido do planeta (Coura e De Castro, 2002).

(Chagas diseasg)’

Figura 15: Localizacdo da doenca de Chegas.

Apesar das doencas infecciosas e parasitarias terem diminuido seus impactos na causa
de ébitos ocorridos no Brasil (de um total de 45% em 1930, para cerca de 7% em 1999),
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estas sG0 ainda importantes, principamente nas regides do Brasil onde se concentram
populacbes mais carentes (Barreto e Carmo).

Focalizando o estado do Rio de Janeiro, segundo dados do Ministério da Salde, no
ano de 1999 ocorreram 5411 o6bitos causados por infecgdes e parasitoses, sendo que 3244
destes ocorreram na capital. No ano de 1999 ocorreram 39 obitos causados por infeccdes
por T. cruzi, sendo que a maior parte das mortes ocorreram no municipio do Rio de Janeiro

e em Niterdi (26 e 6 6bitos por doenca de Chagas, respectivamente) (Schmunis, 2000).

Figura 16: vetor: Barbeiro

1.9.1. Tratamento

Em sua grande maioria, as drogas usadas no tratamento de pacientes portadores de
infeccOes parasitarias provocam efeitos colaterais devido a suatoxidez (Coura e De Castro,
2002).

As drogas utilizadas no tratamento da doenga de Chagas séo (Figura 17):

)] O derivado nitro-heterociclico Benzonidazol — (2- nitro-N-(fenilmetil)- 1H-
imidazol- 1-acetamida) (32);

) Nifurtimox (3- metil-N-[(5-nitro-2-furfuril)- metileno] - 4-tiomorfolinoamina-1,1-
dioxido) (33).

L
H\/© O /QS:O
N O,N
Y e
| \
HN/k o CHj
NO,

Benzonidazol 32 Nifurtimox 33

Figura 17: Farmacos de utilidade clinica reconhecida.
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Atualmente, apenas o Benzonidazol 32) é usado para o tratamento da doenca de
Chagas. O Nifurtimox (33) ap0s ser usado em varios paises da América do Sul, inclusive
no Brasil, deixou de ser comercializado devido ao seu alto grau de toxicidade (Coura e De
Castro, 2002).

Desde a descoberta da doenca de Chagas pelo Dr. Carlos Chagas em 1909, nenhuma
droga eficaz ainda foi encontrada. Fica clara a dimensdo do desafio colocado aos
pesquisadores envolvidos no desenvolvimento de farmacos aplicaveis na quimioterapia da
doenca de Chagas, qual sga, a busca constante por novas substancias com elevada
atividade tripanocida, reduzidos efeitos colaterais, aliada a compreensdo do mecanismo da
acdo antiparasitéria destas substancias, o que facilita o desenvolvimento raciona de novos
compostos protoétipo.

Contudo, o elevado custo de investimento e a falta de um mercado potencia para
aquisicdo das novas drogas desenvolvidas, visto que este tipo de enfermidade acontece em
populagdes de baixo poder aquisitivo, ndo estimula as grandes corporagdes farmacéuticas a
desenvolverem drogas para o tratamento de doencas tropicais. Entre as 1061 drogas novas
desenvolvidas de 1975 a 1994, menos de 2,7% destinavam-se a doencas tropicais (Trouiller
et al., 2000).

1.9.1.2. Alcaldidesativosem Trypanosoma cruz (Coura e De Castro, 2002)

Existem vérios acadides que estdo relacionados com o mecanismo de inibicdo da
respiragcdo celular do parasita, entre eles destaca-se a boldina 84). A apomorfina 35)
também demonstrou grande atividade tripanocida (Figura 18, pagina 24). (Morello et al.,
1994, Coura e De Castro, 2002).

Fournet et al. (1998) demonstraram que os acadides bisbenzillisoquinolinicos,
dafinolina (36) e cefarantina (37) possuem atividade tripanocida sobre formas amastigotas
de T. cruz (Figura 18, pagina 24) (Coura e De Castro, 2002). Chataing et al. (1998)

avaliaram o efeito toxico de glicoalcaldides contra T. cruzi, evidenciando a atividade da a-

solamargina 38) e a a-chaconina (39) sobre formas epimastigotas e tripomastigotas do
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parasita, ambas, apresentam toxicidade mais alta que o ketoconazol, droga utilizada como

controle (Coura e De Castro, 2002).
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Figura 18: Alcal6ides com atividade tripanocida.
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2. OBJETIVOSE JUSTIFICATIVAS

Os resultados anteriormente descritos por Kapil (1993) e posteriomente por Raay et al.
(1999) sobre a atividade antiparasitaria da piperina sobre Leishmania donovani
(protozoario, da familia dos Tripanossomatideos, causador da leishmaniose visceral na
india), nos estimularam a estudar a atividade toxica deste acaldide natural e de seus
derivados sobre outro importante Tripanossomatideo de interesse médico, o Trypanosoma
cruz, agente etiologico da doenca de Chagas, parasitose de grande impacto em diversos
paises, inclusive no Brasil. Outro fator relevante esté na abundancia do produto natural e na
facilidade de sua extracdo do material vegetal, o que aliado ao seu perfil estrutural permite
variadas abordagens, visando a obtencdo de derivados. Desta forma, temos como principais
objetivos neste trabal ho:

- Isolar quantidades adequadas do produto natural, através da otimizagdo do método
de extrac8o abscrito, e utilizar metodologias de transformacdo quimica que permitam a

preparacdo de derivados e andl ogos da pipering;

- Caracterizar os produtos obtidos, bem como os intermediarios sintéticos, através
dos métodos convencionais de andlise (ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de

carbono, espectroscopia naregido do infravermelho e espectrometria de massas);

- Avdliar a atividade tOxica dos derivados e and ogos obtidos sobre o Trypanosoma
cruz, comparando os dados obtidos com a atividade exibida pelo produto natural, bem
como com a droga de referéncia usada no tratamento da doengca, 0 benzonidazol.
Pretendemos assim, obter dados que permitam realizar um estudo comparativo entre a
estrutura quimica e a atividade biol0gica para esta familia de substancias.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Estratégias empregadas no trabalho de modificacdo estrutural e de preparacao de
derivados

Como sera visto na discussdo do trabaho, a etapa de modificacbes estruturais foi
desenvolvida sobre duas abordagens principais, que seréo as modificacOes na cadeia lateral
e as modificacBes na funcdo amidica, com o objetivo de sintetizar andlogos e derivados, e
avalia los quanto sua toxicidade sobre formas epimastigotas e amastigotas intracelulares do
Trypanossoma cruz.

3.1.1. Modificacéo na cadeia lateral

Plangamos redlizar uma sé&ie de modificagbes estruturais na cadeia lateral que
envolveram reaces como:

A) Reducdo catalitica das duas ligagdes duplas, responsaveis pela conjugacdo da
carbonila amidicaao anel aromético (Da Conceicao, 1999, Hudlicky, 1986);

B) Reducdo parcial das ligagbes duplas, utilizando Zn/HOAc (Das B. e
Madhusudham, 1998).

C) Variagdo do tamanho da cadeia lateral, com a formagdo de derivados cinamicos
(3C), utilizando reacdo de Knoevenagel com aldeido adequado (Da Silva et al., 2002), e a
preparacao de derivados com sete &omos na cadeia lateral, utilizando a reacéo de Emmons-

Horner como etapa chave (Maryanoff e Reitz, 1989).
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Esquema 2: Estratégicas de transformacfes na cadeia lateral.

3.1.2. Modificacbes na funcéo amidica

Outra transformagéo quimica que pretendemos realizar sobre a molécula da piperina &
a hidrdlise da funcéo amida, gerando o &cido piperinico 41 (Da Conceigédo,1999; Ikan,
1991) que servira de precursor de uma série de derivados (formacdo de novas amidas e
ésteres). Estas transformacdes envolvem a formacdo do intermediario cloreto de acido a
partir do &ido piperinico, utilizando cloreto de oxalila como reagente, com subseqiiente

rea(;éo do cloreto de &cido com amina ou & cool adequados.

craae :><WOH :m@wo

R= Amidaou Ester

Esquema 3. Estratégicas de transformagdes na funcéo amidica da piperina.



28

Houve uma preocupacéo em selecionar as aminas como reagente, para a formagao
amidas secundarias e tercidrias para uma futura verificacdo dos efeitos toxicos dessas
amidas sobre T. cruz.

Uma outra vertente foi realizar a sintese de amidas analogas aos curcuminoides. Os
curcumindides tem demonstrado um largo espectro de efeitos bioldgicos como: anti-
inflamatorios, nematocidas, anti-oxidantes, anti-tumorais, anti-HIV e leishmanicidas. Mais
recentemente, alguns derivados curcumindides foram preparados por modificacdes
estruturais da curcumina natural e testados contra a Leishmania amazonensis o principal
agente etiol 6gico da leshmaniose cutanea no Brasil (Gomes, D.C.F. et al., 2002).

Estes dados serviram de incentivo para sintetizarmos andlogos dos curcumindides a
partir do &acido piperinico, como as amidas veratril (43) e benzil (44) substituidas,
para que possam ser testadas numa outra doenca parasitéria de grande impacto no Brasil, a

Doenca de Chagas.
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(A) Curcumina, um curcumindide natural, ativo sobre L. amazonesis;
(B) Andlogo sintético proveniente do &cido piperinico.

3.1.2.2. Transformacao da piperina em amina alilica (Berardi et al., 2003)
Plangamos também redlizar a reducdo da carbonila amidica da piperina para a

formacdo de sua respectiva amina alilica. Pretendemos fazer tentativas com o LiAIH, ecom

o DIBAL-H e verificar qual deles vai proporcionar melhores resultados.
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3.2. Discussao dos resultados

3.2.1. Isolamento da piperina dos frutos de Piper nigrum

A primeira etapa deste trabalho consistiu no isolamento do produto natural (Ikan,
1991) para testalo contra formas epimastigotas de T. cruzi. Na avaliacéo redlizada foi
evidenciada uma toxicidade em resposta-dependente para a piperina com ICso de 7,36 nM.
Este resultado preliminar nos incentivou a isolar quantidades adequadas de piperina, visto
gue esta serd o precursora dos derivados modificados que pretendemos preparar para que,
através de reacdes quimicas, tenhamos a possibilidade de chegar a compostos mais ativos
e/ou obter dados para tracar um perfil de SAR para esta familia de substancias.

Apesar da piperina ser disponivel comercialmente Sgma-Aldrich Fine Chemicals,
Inc.), é necessaria a sua importaco e o prego fina do produto é extremamente elevado (25
gramas, por cerca de R$ 600,00).

Buscouse na literatura dternativas para o isolamento deste acaldide sendo
encontrado a metodologia descrita por Epstein et al. (1993), que envolve a utilizagdo de
cloroférmio como solvente extrator. Contudo, experiéncias anteriores redizadas no
laboratorio, onde foi tentado o isolamento de piperina através desta metodologia, ndo
forneceu resultados animadores. Este fato levou a repetir a metodologia descrita por Ikan
(1991), onde realiza-se a extragéo utilizando-se uma aparelhagem de Sohxlet, tendo etanol
como solvente (Santos, 1999). A Figura 19 (pagina 30) mostra a aparelhagem utilizada
para a extragdo do material vegetal.

Recentemente Raman e Gaikar (2002a e 2002b) descreveram alternativas para a
extracdo da piperina utilizando microondas e solubilizac&o hidrotropica, as quais ndo foram
avdiadas em nosso trabal ho.
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Extrator de Sohxlet

enta do reino

A @ Piperinaisoada

Figura19: Aparelhagem para extragdo da piperina de Piper nigrum.

Apds extracdo e tratamento adequado, e posterior cristalizacdo, a piperina é obtida na
forma de cristais amarelados. O material € obtido, normalmente, em grau de pureza
adequado, o que € confirmado através de comparacdo do ponto de fusdo determinado paraa
amostra, com aquele descrito na literatura (Ikan, 1991). O produto obtido também foi
devidamente caracterizado através dos métodos convencionais de andise (RMN, 1V, e
EM), sendo que os dados obtidos foram totalmente compativeis com a estrutura do
acaldide natural, e também por comparacdo com dados descritos na literatura (De Araljo-
Jdnior etal., 1997).

Devido a facilidade de isolamento e a abundancia do alcaldide no materia vegeta
decidiu-se isolar uma maior quantidade de piperina, estocando-a no laboratério para
utilizacdo neste e em outros trabalhos de nosso grupo. Apds sucessivas extracOes,
trabalhando com cerca de 50 g de material vegetal em cada experimento, chegou-se a um
estoque de 30g de piperina pura.

No espectro de IV de 1 observase uma forte absorgdo em 1643 cm?, indicando a
presenca da funcéo carbonila amidica conjugada, aém das absor¢des na regido entre 2937-
2858 cmit, referentes as deformagdes axiais das ligagBes C-H (Espectro 1, pagina 58). No

espectro de RMN'H observa-se um sind simples em d 5,98 ppm, referente aos 2
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hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, aém de um grupo de sinais entre d 6,4 e
d 6,98 ppm referentes aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral, e os 3 hidrogénios
arométicos (Espectro 3 pagina 59). No espectro de RMN 13C observa-se um sind a d
165,3 ppm, referente a absorcdo do carbono da carbonila amidica (Espectro 4, pagina 59).
O espectro de massas mostrou, além do pico do ion molecular e pico base (m/z= 285
u.m.a., 100%) (Espectro 2, pagina 58), fragmentos caracteristicos para a estrutura da amida
natural. O Esquema 4 mostra uma proposta de fragmentagéo para a piperina 1.

i O\/\/\/\/
NN

- (I

Mi  miz= 285 (100%) m/z= 201 (75%)
HZCO
m/z= 173 (55%) m/z= 143 (40%)

_ﬁ.

m/z= 115 (60%)
Esguema 4: Proposta de fragmentacdo para a piperina.
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3.2.2. Modificagdes Estruturais

3.2.2.1. Reducdo catalitica das duplas ligages para a obtencéo da tetraidropiperina

A preparacdo do primeiro derivado envolveu a reacdo de reducdo catalitica das
ligagOes duplas, responsaveis pela conjugacdo da carbonila amidica ao anel aromatico. As
reacOes de reducdo de olefinas podem ser redlizadas pela reagdo das mesmas com
hidrogénio gasoso, sob alta pressio ou ndo, na presenca de um catalisador metélico (N{°,
Pt°, Pd°, Rh°, etc) (Hudlicky, 1986).

Em nosso caso, a reagdo de reducdo catalitica da piperina foi conduzida em acetato
de etila como solvente, tendo Pd® como catalisador, em atmosfera de H, (a pressdo normal)

(Santos, 1999). O Esgquema 5 mostra a reagdo de reducdo catalitica.

T =0

Reagentes: a. H,, Pd/C (10 %); acetato de etila, pressdo atmosférica, t.a., 2h (95%).

Esquema5: Reacdo de reducédo catalitica da piperina.

O produto obtido foi caracterizado pelos métodos convencionais de andlise e
apresentou dados espectrométricos compativeis com a sua estrutura. No espectro de 1V
observa-se um conjunto de absorcdes entre 2929-2853 cmi?, referentes as deformagdes
axiais das ligages C-H. A carbonila amidica absorve em 1637 cm*(Espectro 5 pégina
62). No espectro de RMN *H nota-se a simplificagéo dos sinais, antes presentes em campo
mais baixo, acima de 5,0 ppm, e observa-se 0 aparecimento de um conjunto de sinais entre
2,49 e 1,50 pm, devido aos hidrogénios ligados aos carbonos da cadeia lateral, agora
saturada (Espectro 7, pagina 63). No espectro de RMN *3C observa-se um sinal ad170,7

ppm, correspondente & carbonila amidica e um sinal a d 101,1 ppm, correspondente ao
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OCH,0, além dos sinais referentes aos demais carbonos presentes na estrutura ( Espectro 8,

pagina63). Na Tabela 3 encontram-se alguns dos deslocamentos quimicos de hidrogénio e

carbono de 1 e 40.

Tabela 3: Dedocamentos quimicos para os hidrogénios e carbonos da cadeia lateral da

piperina (1) e da tetraidropiperina (40).

Posicéo dn (ppm) dc (ppm)
(1) THP (40) (1) THP (40)
a 6,40 2,26 122,4 259
b 7,39 1,50 142,3 34,4
9 6,72 1,50 125,2 32,6
d 6,75 2,49 138,1 30,8
C=0 | o [ 165,3 170,7

O espectro de massas apresentou 0 pico do ion molecular (m/z= 289 u.m.a., 60%),

além de outros fragmentos caracteristicos para a estrutura. No Esquema 6 observa-se uma

proposta de fragmentacédo para a amida saturada 40. Cabe ressaltar a diferenca no padréo de

fragmentac8o neste caso, visto que devido a flexibilidade da cadeia latera saturada é

possivel a ocorréncia de rearranjos do tipo MclLafferty (McLafferty e Turecek, 1993)

levando a perda do fragmento m/z= 127 u.m.a. (100%) Através de migracdo de H (1,5)

ocorre perda de piperidina com concomitante ciclizacdo, ocorrendo a formagdo de uma

ciclobutanona (m/z= 204 u.m.a., 73%) (Esquema 6) (Espectro 6, pagina 62).
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Esquema 6. Proposta de fragmentacdo para a tetraidropiperina 40.
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Tentamos também fazer a reducdo parcia do dieno presente em 1, utilizando
Zn/HOACc (Das B. e Madhusudham 1998) e ao mesmo tempo fizemos uma reacéo paraela
substituindo zinco por estanho. Ambas as reagdes foram acompanhadas por Cromatografia
de Camada Fina que indicou que ndo houve nenhuma formagdo de produto. Infelizmente,
apos repetidas tentativas ndo logramos éxito em reproduzir os resultados descritos por Das
B. e Madhusudham.

3.2.2.2. Hidrdlise alcalina da piperina

Outra transformacao quimica realizada sobre a molécula da piperinafoi a hidrélise da
funcdo amida, gerando o &acido piperinico 41 (Esquema 7). Esta reagdo encontrase
experimentalmente descrita no trabalho de Ikan (Ikan, 1991). Contudo, ao tentar reproduzir
as condi¢des descritas pelo autor ndo logrou-se éxito na obtencdo do acido desejado em
quantidades adequadas. Nas condic¢des de Ikan a reagdo ndo se completou. Devido a isso,
realizouse algumas modificagbes na metodologia proposta, elevando a quantidade de base
utilizada (usamos solucdo acodlica de KOH 20 %), além de aumentar o tempo de reacdo
(Em seu trabalho o autor descreve a hidrdlise total num tempo de ca. 2 h., em nosso caso
foram necessérias 12 h., sob refluxo, para que a reacdo se completasse) (Da Conceicéo,
1999), gerando entdo o &cido piperinico 41, apds acidificacdo do meio, em atissimo

rendimento (90%) e elevada pureza (Esquema 7).

@]
<O | XX N a <O | XXX 0oH
07 NF 0" NF
1 4l
Reagentes: a. KOH/etanol, refluxo, 12 h; HCl 10%, até pH 3,0 (90%).

Esguema 7: Hidrdlise basica da piperina.
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O &cido 41 apresentou ponto de fusdo idéntico a0 descrito na literatura (pf.: 216-
217°C) (kan, 1991). Além da andlise comparativa do ponto de fusdo, o produto foi
devidamente caracterizado pelos métodos convencionais de andlise. No espectro de
infravermelho observa-se uma banda larga, em 3449 cm?, devido ao estiramento da ligacdo
O-H. Observase ainda a absorcdo a 1678 cmi’, caracteristica da carbonila de &cido
conjugado (Espectro 9, pagina 66). No espectro de RMN *3C observa-se um sinal em d
165,8 ppm, referente ao carbono da carbonila (Espectro 12, pagina 67). Os dados de RMN
!H foram totalmente compativeis com a estrutura de 41 (Espectro 11, pagina 67). No
espectro de massas observa-se 0 pico do ion molecular (m/z= 218 u.m.a., 55%), aém do
pico-base atribuido ao carbocétion bis-alilico (m/z= 173 u.m.a,100%) (Espectro 10,
pagina66). O Esguema 8 mostra uma proposta de fragmentacéo para o acido 41.

oL

+

M+ m/z= 218 (55%) m/z= 201 (10%)
_L> g 4»
(1T :
o) () ©
m/z= 173 (100%) m/z= 143 (55%)

BAPSS

m/z= 115 (75%)

Esguema 8: Proposta de fragmentagéo para o acido 41.
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3.2.2.3. Sintese de derivados da piperina

Estes andlogos foram sntetizados a partir da reacéo do cloreto do acido piperinico e
um &cool ou amina.
A seguir serdo relatados os principais pontos que compreendem a sintese destes

analogos a partir do écido piperinico.

? Sintese do cloreto de &cido
Tanto para a sintese de amidas quanto para a dos ésteres a passagem pelo cloreto de

&cido (cloreto de acila) foi comum.

Ve

o
<:j©/NOH <O NN cl

o}

A formacdo do cloreto de &cido tem como objetivo sintetizar um intermediario mais
reativo frente a substituicdo nucleofilica acilica que dara origem ao derivado de &cido
(éster, amida, anidrido, etc.).

Os cloretos de tionila (SOClL) e oxadila (COCI), sdo usualmente os reagentes de
escolha para a sintese de cloretos de acila. Apresentam a grande vantagem de formarem
subprodutos gasosos (SO,, CO, CO,) que ndo contaminam o produto (March, 1985).

Por haver disponibilidade de cloreto de oxalila, este foi utilizado na preparagcdo do
cloreto de acido. Por ser mais reativo que o SOCkb, todas as reacOes foram realizadas a
temperatura anbiente e houve conversdo total ao cloreto de &cido.

As reagdes de sintese das amidas (31, 42, 43, 44, 45) e do éster (46) a partir do &cido
piperinico processaramse através da substituicdo acilica no cloreto de &cido, o qua é
extremamente reativo. Adiciona-se a respectiva amina ou éster em excesso, esta adicéo
ocorre em banho de gelo, pois 0 processo reacional é atamente exotérmico. Utilizase

diclorometano como solvente, devido a0 seu baixo ponto de ebulicdo, podendo ser
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facilmente removido em evaporador rotatério. Os rendimentos destas reacbes foram

extremamente satisfatorios, variando de 70-90 %.

CORNES

Condicdes: a. KOH, etanol, refluxo, 24h; depois HCI (ag.), °C (90%); b. (COCI),, 25°C,

N>, 30min. c. CH,Cl,, acool ou amina, 0°C, N, 30-40min. (70-90%).

Esquema 9: Transformagdes realizadas através da formagdo do intermediério cloreto de

acido.

Para a discussdo das atribuicdes dos dados espectromeétricos obtidos para os diversos

derivados sintetizados elegemos as amidas 42 e 44 e 0 éster 46 como exemplos.

No espectro de 1V de 42 observa-se uma forte absor¢do em 1675 cm ! indicando a

presenca da funcdo carbonila amidica conjugada, além das absorgdes na regido entre 2969-

2860 cmit, referentes &s deformagdes axiais das ligagdes C-H (Espectro 13, pagina 71). No

espectro de RMN'H observa-se um sina simples em d 5,95 ppm, referente aos 2

hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, aém de um grupo de sinais entre d 6,3 a

d 6,95 ppm, referentes aos Hdrogénios ligados aos carbonos sp? da cadeia lateral, e aos 3
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hidrogénios arométicos (Espectro 15, pagina 72). No espectro de RMN *3C observa-se um
sind ad 165,8 ppm, referente ao deslocamento quimico da carbonila amidica (Espectro 16,
pagina 72). O espectro de massas mostrou, além do pico do ion molecular (m/z= 287
u.m.a., 70%), o pico base m/z= 201 u.m.a. (100%) (Espectro 14, pagina 71). O Esquema

10 mostra uma proposta de fragmentacéo para a morfolinilamida 42.

(0]
+
. (3 e
e Shan oEPANCSLC NI SS
<O Ij/\/\/L K/O <o <O 5
M+ 287 (70%) m/z= 201 (100%) m/z= 173 (55%)
H,CO (6]
LD
m/z= 143 (40%) m/z= 115 (60%)

Esquema 10: Proposta de fragmentacéo para a morfolinilamida 42.

No espectro de |V de 44 observa-se uma forte absorcdo em 3283 cni?, indicando a
presenca de amina secundéria, além das absorcdes na regigo entre 2916 cm' referentes as
deformacdes axiais das ligagdes G-H (Espectro 25, pagina 83). No espectro de RMN*H
observa-se um sina simples em d 6,02 ppm, referente aos 2 hidrogénios do grupamento
metilenodioxilico, além de um grupo de um sina intenso em d 7,38 ppm, referentes aos
cinco hidrogénios do anel aromatico monossubstituido, e outro sinal intenso em d 3,47 ppm
(singlete), referente ao hidrogénio da amida secundéaria Espectro 27, pagina 84). No
espectro de RMN 13C observa-se um sindl a d 165,23 ppm, referente ao deslocamento
guimico da carbonila amidica (Espectro 28, pagina 84). O espectro de massas mostrou,
além do pico do ion molecular (m/z= 307, 90%), 0 pico base m/z= 173 (100%) (Espectro
26, pagina 83). O Esquema 11 mostra uma proposta de fragmentacéo para a benzilamida
44.
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Esquema 11: Proposta de fragmentacéo para a benzilamida 44.

No espectro de IV de 46 observa-se uma forte absor¢éo em 1703 cm ! indicando a
presenca de carbonila de éster (Espectro 33, pagina 91). No espectro de RMN'H observa-
se um sinal simples em d 59 ppm, referente aos 2 hidrogénios do grupamento

metilenodioxilico, aém de um sina intenso em d 1,6 ppm, referentes aos hidrogénios 2' a

6' (Espectro 35, pagina 92). No espectro de RMN °C observa-se um sinal a d 166,4 ppm,
referente a0 deslocamento quimico do carbono da carbonila (Espectro 36, pagina 92). O
espectro de massas mostrou, além do pico do ion molecular (m/z= 300, 33%), 0 pico base
na formagdo do carbocation bis-dilico (m/z= 173 u.m.a) (Espectro 34, pagina 91). O

Esguema 12 mostra uma proposta de fragmentacdo para o éster 46.
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Esguema 12. Proposta de fragmentag&o para o éster 46.

As outras amidas apresentaram a maioria dos fragmentos de massas guais ao das
amidas morfolinil (42) e benzil @4) substituidas (Esquemas 10 e 11, respectivamente).
Todos os dados espectrométricos (IV, RMN, EM), bem como suas respectivas atribuicbes

encontram se descritos na Parte Experimental.
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3.2.2.4. Reducao da carbonila da piperina para a formagéo da sua respectiva amina

alilica (47)

Os principais reagentes usados como redutores e que sdo citados na literatura para
conversdo de amidas a aminas sdo (March, 1985):
? Hidrogenacéo catalitica;
? Hidreto delitio e aluminio (LiAIHy);
? DIBAL,;
Boridreto de sodio (NaBHa);
Borano (BH3).
A hidrogenacdo é recomendada para a reducdo de amidas primarias (ainda assm sob

)

)

altas pressdes e altas temperaturas) (March, 1985).

O boridreto de sodio ndo é capaz de reduzir amidas sozinho. S80 necessarios outros
regentes coadjuvantes (CoCl, acido acético, por exemplo) para que a reacdo ocorra.
Venkatasamy et al. fizeram a reducéo da piperina com NaBH,/I, e obtiveram rendimentos
baixissimos (13%) (Venkatasamy et al., 2004).

O borano é indicado para a reducdo de carbonilas de amidas saturadas
preferencialmente, visto que também é capaz de promover reducéo de ligagdes duplas
(March, 1985).

O uso de hidreto de litio e aluminio € o mais recomendado para reduzir carbonilas de
amidas. Porém, esta reacdo ocorre mais dificilmente do que com outros compostos
carbonilados (ésteres e &acidos carboxilicos) (March, 1985). Quando a carbonila é
conjugada a ligacBes duplas, é citado na literatura que reagcdes paralelas podem ocorrer
dificultando a obtencdo da amina desgjada, pois podem envolver reducéo das ligagbes
duplas por adic¢des conjugadas (Hudlicky, M., 1996).

Quando realizamos a reducdo da carbonila amidica da piperina com LiAlH4, ocorreu
justamente a formacdo de varios produtos além da sua amina alilica, dificultando seu
isolamento e com baixissimos rendimentos (10%).

A reacdo de reducdo da amida piperina pode ser realizada de forma satisfatoria
utilizando-se hidreto de diisobutilaluminio (DIBAL-H) como reagente, gerando o produto

desgjado com redimentos de 60%.



43

O produto obtido foi caracterizado pelos métodos convencionais de andise e
apresentou dados espectrométricos compativeis com a sua estrutura. No espectro de 1V
observa- se uma absorcdo de 2913 cmi?, referentes as deformacdes axiais das ligagdes C-H.
Neste mesmo espectro observa-se a auséncia de sinal na area referente a deformagéo axial
da carbonila que absorveu em 1643 cmi?, confirmando a reducgo & amina alilica (Espectro
37, pagina 95). No espectro de RMN'H observa-se um sinal simples en d 5,91 ppm,
referente aos 2 hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, além de um grupo de sinais
entre d 5,79 a d 6,9 ppm, referentes aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral, e os 3
hidrogéni os arométicos ( Espectro 39, pagina 96). No espectro de RMN *3C observa-se um
sind a d 61,4 ppm , referente a0 deslocamento quimico do carbono que teve a carbonila
reduzida (deslocamento de sina para campo alto) (Espectro 40, pagina 96). O espectro de
massas mostrou, além do pico do ion molecular (m/z= 271 u.m.a.), fragmentos para a
estrutura da amina alilica (Espectro 38, pagina 95). O Esquema 13 mostra uma proposta

de fragmentag@o paraaaminaalilica47.
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Esquema 13. Proposta de fragmentacdo paraaaminaalilica4?.



3.2.2.5. Segiiéncia de reacdes envolvidas na sintese da piperetina (3)

A preparagcdo da amida 3, um andogo da piperina com sete carbonos na cadeia
lateral, envolve uma rota sintética que é mostrada no Esquema 14 (pagina 46).

Esta amida, chamada piperetina, pode ser isolada de Piper nigrum e Piper
aurantiacum (De Araljo-Janior, J. X. et al.,1997).

A primeira etapa da metodologia sintética que foi empregada na sintese de formagéo
da piperetina consistiu na reducdo do &cido piperinico §1) a alcool @8), visto que ja
tinhamos sintetizado &cido piperinico em quantidades adequadas, por ser o precursor das
outras amidas sintetizadas anteriormente. A primeiratentativa de redugéo foi realizada com
LiIALH, em THF, que resultou em rendimentos baixissmos (em torno de 10%), visto que
houve também a formagdo de vérios subprodutos, provavelmente devido a reducéo das
ligacOes duplas da cadeia lateral, devido a adigdes conjugadas. A segunda tentativa foi
realizada utilizando-se DIBAL, em THF(seco) sob atmosfera inerte (argonio), redutor de
vérios grupos funcionais organicos (March, 1985). De Araljo et al. (2001) utilizaram
DIBAL em reagBes que envolviam conversdo de éster a,b-insaturado a @cool dlilico.
Resolvemos entdo fazer uma tentativa com o &cido piperinico em condi¢des semelhantes e
obtivemos seu respectivo acool ailico 48 com um rendimento de 60% e como Unico
produto. Na sua caracterizacdo por métodos espectromeétricos de andlise, observamos no
espectro de IV a auséncia do sinal de absorcéo de vibragdo da carbonila conjugada em
1678 cm' que antes estava presente para 0 4cido (Espectro 41, pagina 99). Dentre os
deslocamentos quimicos de RMN *H destaca-se a presenca de um dubleto em d 4,2 ppm
(J= 6,0 Hz) (hidrogénios metilénicos ligados ao carbono carbindlico) (Espectro 43, pagina
100) e no espectro de massas 0 pico do ion molecular m/z= 202 u.m.a. (38%), ambos
indicam aformacdo do acool 48 (Espectro 42, pagina 99).

O &cool adlilico 48 foi submetido a reacdo de oxidagdo, utilizando-se dioxido de
manganés como agente oxidante, que & sabido oxidar acoois ailicos aos respectivos
adeidos a,b-insaturados (Smith, 2001). Apos um refluxo de 3 horas, o aldeido 49 foi
obtido com um rendimento de 93%. Para sintetizar o aldeido 49 tivemos que preparar o
diéxido de manganés e seca-lo na estufa por duas horas (100-120°C) (Vogel, 1989).

Inicialmente pretendiamos usar PDC (dicromato de piridinium) (em diclorometano como
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solvente), ja que tinhamos este reagente disponivel em laboratério, porém, vimos na
literatura que a oxidac&o de acoois alilicos por PDC pode isomerizar as duplas conjugadas
e descartamos esta hipotese (Corey e Schmidt, 1979). O adeido obtido foi caracterizado
através dos métodos convencionais de andlise, apresentando o sinal caracteristico do
hidrogénio aldeidico no espectro de RMN *H em d9,5 ppm (d, J= 7,96 Hz; 1H) (Espectro
47, pagina 105) e no espectro de RMN *3C o sinal caracteristico de carbonila de aldeido em
d193,5 ppm (CHO) (Espectro 48, pagina 105).

O ddeido 49 foi submetido a uma reagdo de Wadsworth-Emmons-Horner
(Maryanoff, 1989), visando a obtencdo do éster a,b,gd,ez- insaturado 50, utilizando
condicBes reacionais semelhantes as de De Araljo-Jinior et al. (2001), que empregaram
esta reagd0 em uma das etapas de sintese da piperdardina mostrando-se bastante
satisfatéria. Os sinais de hidrogénio no espectro de RMN *H foram atribuidos para o éster
50, de maneira que os sinais referentes aos seis hidrogénios olefinicos, em d5,8 ppm(d, J=
15,24 Hz, 1H), 7,3 ppm (dd, J= 11,4; 15,24 Hz, 1H), e 6,3-6,6 ppm (m, 4H), estdo
presentes no espectro, confirmando a obtencdo do éster 50 (Espectro 51, pagina 109). O
espectro de massas mostra que o pico do ion molecular € também o pico-base com m/z=
272 (100%) (Espectro 50, pagina 108).

O éster 50 foi submetido a uma reacdo de hidrdlise, utilizando-se hidroxido de
potdssio como base e etanol como solvente a temperatura ambiente, seguido da
neutralizacdo do meio com solugdo aquosa de HCI, dotendo-se o &cido 51. Este &cido foi
caracterizado espectroscopicamente e o sinal de absorcdo de vibragdo em 3458 cmit
caracterizou a hidroxila de &cido carboxilico (Espectro 53, pagina 112).

O &cido 51 foi o precursor na obtencdo da piperetina 3, utilizando-se a mesma
metologia de obtengdo das outras amidas que sintetizamos. O &cido 51 gerou o cloreto de
&cido correspondente, a partir de sua reagdo com cloreto de oxalila a temperatura ambiente
por 30 minutos, seguido da adicéo de piperidina. A piperetina 3 foi obtida com 26 % de
rendimento global a partir da piperina 1 (Esquema 14, pagina 46) e caracterizada
espectroscopicamente por 1V, RMN e massas. Os seus sinais de RMN'H e RMN C
(Espectros 58 e 59, respectivamente, pagina 117) foram comparados com os ca piperetina
isolada como produto natural, descritos na literatura (De Araljo Janior et al., 1997). Estes

dados de comparagdo sdo demonstrados na Tabela 5 (pagina 47).
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Condigdes: a. KOH/etanol, refluxo, 12 h; HCI 10 % (pH 3.0) (90 %); b. DIBAL-H, THF,
-10°C, 1h (60%); c. MnO2, THF, refluxo, 3 h (93%); d. trietilfosfonoacetato, THF, NaH,
-15°C, 1h (90%); e. KOH/etanal, t.a., 25°C; HCl (), 0°C (90%); . (COCI)2, 25°C, 30min.;
depois CH,Cl,, piperidina, 0°C, 1h (90%).

Esquema 14: Preparacéo dapiperetina 3
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O Esquema 15 descreve uma proposta de fragmentacdo para a piperetina 3.
L0
j©/\/\/\)L O / < NN <0 OQ
S )

Mt m/z= 311 (75%) m/z= 199 (55%)

HN
H,CO
0

.
o @

m/z= 226 (100%) m/z=169 (80%)

F

m/z=141 (90%)

Esguema 15: Proposta de fragmentac&o da piperetina 3.
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Tabela 4: Dados de RMN *H e de RMN 13C da piperetina 3, em comparagdo com a amida

natural gue pode ser isolada de Piper nigrum e Piper aurantiacum (Arajjo-Janior, J. X. et

al.,1997).
Piperetina3 (CDCl) Piperetina natural (literatura)

H dH (ppm), J (Hz) dC (ppm) dH (ppm), J (Hz) dC (ppm)

T 3,46-3,55 (m, 2H) 43,1 3,48 (br s, 2H) 434

2 1,52-1,57 (m, 2H) 26,2 1,48-1,60 (m, 2H) 25,7

3 1,52-1,57 (m, 2H) 24,5 1,61-1,70 (m, 2H) 24,8

4 1,52-1,57 (m, 2H) 29,6 1,48-1,60 (m, 2H) 26,8

5 3,46-3,55 (m, 2H) 47,0 3,61 (br s, 2H) 47,0
C=0 | = - 1653 | = - 165,5

6,3 (d, = 14,0, 1H) 119,9 6,3 (d, J= 14,6, 1H) 120,2

7,3(dd, J=11,5; 14,2; 1H) 142,3 7,33 (dd, F11,4; 14,6; 1H) 142,4

a
b
g | 641(dd, J=115;142; 1H) | 130,3 | 6,39(dd, =114; 140, 1H) | 1305
d

6,59 (m,1H) 139,0 6,62 (dt, J=14; 10; 1H)) 139,2

e 6,61 (m,1H) 1265 6,64 (dd, J=15; 10; 1H) 1268

Z 6,57 (m,1H) 1352 6,57 (t, J=15, 1H) 1354

T 1303 | = e 131,6

2 6,91 (d, ==1,5; 1H) 1054 6,94 (d, J=1,6; 1H) 1056

3 | 77X 0 E—— 147,9

I — (S I —— 47,9

5 6,72 (d, = 8,12, IH) 108,3 6,74 (d, J= 8, 1) 1086

6 6,83 (dd, J=1,5, 8,12, 1H) 122 6,84 (dd, J=1,6, 8, 1H) 122,1
OCHz0 591 (s, 2H) 101,1 5,94 (s, 2H) 1013

OBS: * Estes valores podem estar trocados.
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3.2.2.6. Sequiéncia de reacbes envolvidas na sintese dos derivados cinamoila piperidil

(2) emorfolinil (53) substituidos

A preparagdo do &cido cindmico 62) (Esquema 16) foi realizada utilizando uma
reacdo de Knoevenagel classica, através dareacéo entre o piperonal e o acido malénico, em
presenca de piperidina, tendo piridina como solvente (Da Silva et al., 2002).

A reacdo se da através da formacdo do enolato do acido maénico, pela acéo da
piperidina como base. O anion formado ataca o centro eletrofilico do piperonal (carbonila
aldeidica), formando um intermediario susceptivel de sofrer in situ uma eliminagéo
descarboxilativa, gerando o alceno com configuragdo E. Apds neutralizagdo &cida do meio,
0 &cido cinamico 52 é formado. Na preparacéo das amidas 2 e 53 a partir do &cido 52, foi
utilizada a mesma metodologia descrita anteriormente para as amidas obtidas a partir do
&cido piperinico (Esguema 9 pagina 38). As amidas 2 e 53 foram obtidas em rendimentos
satisfatorios (Esquema 16).

A piperamida 2 € um produto natural isolado por Loder et. al. (1969) de Piper novae

hollandie.

Ve

Condigoes: a. acido malonico, piperidina, piriding, refluxo, 1,5h; resfriamento, HCl ),
(96%); b. (COCI),, 25°C, N2, 30 min.; c. piperidinaou morfolina, 0°C, N, 30-40min.,
CH,Cly; (75-80%).

Esquema 16: Seqliéncia de preparacdo dos derivados cindmicos.
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No espectro de |V de 2 observa-se uma forte absorgdo em 1644cni?, indicando a
presenca da funcdo carbonila amidica conjugada, aém das absor¢des na regido entre 3058 -
2854cmi?, referentes as deformagdes axiais das ligagdes C-H (Espectros 64, pagina 124).
No espectro de RMN*H observam-se um sinal simples em d 5,9 ppm, referente aos 2
hidrogénios do grupamento metilenodioxilico, aém de um grupo de sinais entre d 3,6 a
d 7,6 ppm referentes aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral, e aos 3 hidrogénios
arométicos (Espectros 66, pagina 125). No espectro de RMN *C observa-se um sinad a d
165,39 ppm, referente a0 deslocamento quimico do carbono da carbonila amidica
(Espectros 67, pagina 125). O espectro de massas mostrou, além do pico do ion molecular
e pico base (m/z=259 u.m.a., 100%), fragmentos caracteristicos para a estrutura do
derivado cinamoila piperidil substituido 2 (Espectro 65, pagina 124). O Esquema 17

mostra uma proposta de fragmentac&o o derivado cinamoila piperidil substituido 2 .

N
+
0 _| O //OGD HCO /O@
SORAO ARG s asiiVENN e o
o
0\ 0
M* miz= 259 (100%) miz= 175 (73%) miz= 145 (70%)

CO CO
_L o@ ® _L e
miz= 117 (30%) miz= 89 (40%)

Esquema 17: Proposta de fragmentag&o para o derivado cinamoila piperidil substituido 2.
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3.3. Avaliacao da atividade biol6gica

A avdliagdo da atividade tripanocida das moléculas obtidas neste trabaho foi
realizada no Ingtituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Laboratério de Gicobiologia,
UFRJ, em colaboracdo com o auno de mestrado Leonardo Freire de Lima e o professor
Norton Heise.

Os ensaios bioldgicos foram realizados primeiramente sobre as formas epimastigotas
deT. cruz. (amostra Y-Fundagdo Oswaldo Cruz-RJ).

De cada droga foi feita uma solucéo estoque (10 mg/mL). Trabalhamos com um

nlimero de parasitas de 2,0x10° células/mL. Foram realizadas diluicdes seriadas das drogas
testadas, de forma que chegaramse a concentragdes finais de 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56 e
0,78 pg/mL. A contagem de células foi realizada por sete dias em camara de Neubauer,
sendo que do primeiro ao sexto dia, fezse a contagem somente dos pocos onde havia maior
concentracdo das drogas (25 ug/mL) e no sétimo dia fezse a contagem de todos os pocos.
Os ensaios foram realizados em triplicata.

Todos os compostos andlogos e derivados da piperina foram testados sobre a forma
epimastigota de T. cruz, e os de maior toxicidade foram selecionados para serem testados
contra a forma amastigotade T. cruz.

Como pode ser visto na Tabela 5 a piperina 1 apresentou toxicidade comparavel ao
benzonidazol 32 (1Cso = 7,36 MM parale 2,20 mM para 32)

Dos derivados preparados, a piperetina 3, tetrahidropiperina 40, as amidas morfolil 42
e diisopropil 31 e a amina alilica47 foram as que demonstraram maior toxicidade sobre a
forma epimastigota de T. cruz, estes testes serviram para fazermos a selecdo dos derivados

que serdo avaliados sobre a forma amastigota intracelular de T. cruz.
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Tabela5: Vaoresde ICso para a piperina, derivados e benzonidazol frente as formas

epimastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruz.

Compostos Epimastigotas | Cso (M) Ameastigotas | Csg (M)

1 7,36 491

2 >06,52 NT?

3 10,67 7,40

31 14,85 1,77
32 2,20 2,58

40 19,41 11,52

4 >114,67 NT®

42 56,13 5,71

43 >65,61 NT?
4 >81,43 NT?
45 >83,33 NT?
46 >83,33 NT?

47 17,49 9,63

53 >05,78 NT?

*NT: Ndo Testados ® benzonidazol (droga de referéncia)

Foi avaliada a toxicidade das drogas mais ativas contra macr6fagos peritoneais
murinos ndo infectados, e a habilidade destes compostos em reduzir o nimero de
amastigotas intracelulares de células infectadas in vitro. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 5. Foram obtidos valores de 1Cso dos compostos testados e comparados com a dose
de Benzonidazol 32, a Unica droga utilizada no tratamento da doenga de Chagas disponivel
comercialmente no Brasl.
interferiram na viabilidade intracelular dos macréfagos ndo infectados até uma
concentracao de 20 mM, que foi demonstrado no teste de exclusdo do Azul de Trypancom
0 objetivo de verificar a citotoxicidade dessas drogas em macréfagos murinos.

Como o esperado, o valor de ICsp para o benzonidazol 32 foi similar ao previamente

descrito na literatura para a forma epimastigota e a intracelular amastigota (Neal e Buerem,
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1988; Martinez-Diaz et al., 2001). A piperina demonstrou ser um potente inibidor de T.
cruz, sendo mais toxica sobre amastigotas intracelulares do que sobre epimastigotas.
Dos derivados preparados, o &cido piperinico 41 e o éster 46 ndo apresentaram

aivid ade na dose maxima em epimastigotas, 0 que mostra a importancia da presenca de

amida 2 mostrou a importancia da extensdo da cadeia lateral na molécula original. Esta
toxicidade foi mantida pela piperetina 3, tanto contra epimastigotas quanto contra
amastigotas (Tabela 5, pagina 52). A remocdo das duplas ligacBes (formando a
tetraidropiperina 40) ocasionou uma diminuicdo na toxicidade, mas ndo demonstrou
interferéncia significante na atividade, isto sugere que a conjugacdo da cadeia lateral com o
anel aromético ndo é essencid para a atividade tripanocida. A mudanca do anel
piperidinico do produto natural pelos grupos diisopropil (31) ou morfolinil (42) produziram
compostos com menor atividade contra epimastigotas, mas, surpreendentemente, isso néo
interferiu significamente em suas toxicidades contra amastigotas intracel ulares. Outro dado
relevante diz respeito a maior atividade observada para as amidas terciédrias (1, 3, 31, 42),
comparadas as de natureza secundaria (43 e 44) que se apresentaram inativas.
Surpreendentemente a amida 45 (de natureza terci&ia) ndo demonstrou atividade toxica
sobre as formas epimastigotas. Finalmente, a reducdo da carbonila amidica da piperina,
levando a formag&@o de sua respectiva amina alilica 47, conservou significantemente os
efeitos toxicos contra os parasitas, mostrando que a funcdo amidica ndo é essencid a

atividade téxicasobre T. cruz.
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5) MATERIAL E METODOS

5.1. Instrumental utilizado nas car acter izaces espectométricas:

- Os espectros de RMN de H (200 MHz) e BC (50,3 MHz) foram obtidos em
espectrometro de marca Bruker, modelo AC200 (PPGQO — UFRRJ). Foi utilizado como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e os solventes cloroférmio (CDCI?) e DMSO-
d6 na solubilizacdo das amostras. Os deslocamentos quimicos () foram medidos em

unidade de parte por milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz(Hz).

Os espectros de IV foram obtidos em espectrémetro Perkin-Elmer 1600 FT
(PPGQO — UFFRJ), e Shimadzu IR-470 (IME), utilizado-se filme em NaCl para as

amostras liquidas ou pastilhas de KBr para as amostras solidas

- Os espectros de massas foram obtidos por impacto de détrons (70eV) utilizando
cromatografo em fase gasosa acoplado a espectrébmetro de massa modelo VARIAN -
SATURN 2000. Coluna capilar CP-SIL8CB (30 m X 0,25 X 0,25 um). Temperatura do
injetor = 250°C. Temperatura da fonte = 280°C. Condi¢des de andlise: Temperatura inicia
= 150°C/1’ -5°C/1’ -270°C.

5.2. Nasanalises, sintese e purificacbes

- Cromatofolhas de silica gel 60 Fs4 (Camada de 0,2 mm), da marca Merck para o

acompanhamento por CCF (Cromatografia de Camada Fina) das reacoes.

- Silica gel para coluna (70-230 mesh) , da marca Vetec.

- Solventes: acetato de etila, hexano, acetona, cloroformio, diclorometano, etanol, éter
etilico, metanol, THF, tolueno, fornecidos pela Vetec. Todos os solventes utilizados nas
reacOes e nos métodos de purificagdo foram previamente destilados, quando necessario, e
alguns deles foram tratados e secados de acordo com os métodos descritivos na literatura
(Perrin et al., 1966.
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Reagentes: hidroxido de potassio, hidrogénio, catalisador 10% Pd/C, &cido
cloridrico concentrado, cloreto de oxalila, morfolina, diisopropilamina, veratrilamina,
benzilamina, N-metil-piperazina, cicloexanol, piperona, &cido maldnico, piridina,
piperidina, &cido acético glacial, piperidilamina, MgSO, anidro, NaOH, DIBAL, MnO,,
KMnQOg4, sulfato de manganés, NaH, trietil 2-fosfoetanoato, K».CO3 NaCl, NgSO, anidro.

- Pimenta-do-reino comercial.
5.3. Outros equipamentos
- Aparelho Méelt-Temp |1 para medi¢do dos pontos de fuséo.

- Evaporador rotatorio da Fisaton-Modelo 802.

- Cémara de revelacdo para CCF equipada com lampadas U.V. com comprimento de
onda 254 e 365nm.

- Placas de aguecimento e agitacdo magnéticada Corming.

- Dessecador.
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5.4. Isolamento da E,E-1-N-piperoilpiperidina (piperina 1)

5 PIPERINA

Em aparelhagem de Soxhlet foram colocados 50g de pimentado-reino e 500mL de
etanol para a extracéo. A operacao foi mantida por aproximadamente 3 horas (aparelhagem
mostrada na Figura 18, pagina 30).

Apds concentrar 0 extrato em evaporador rotatorio, obteve-se um residuo de aspecto
viscoso e aroma adocicado, adicionouse a0 mesmo uma solucéo alcodlica de KOH a 10%
para que ocorresse a precipitacdo dos taninos e demais materiais fendlicos, contamnantes
do meio, na forma dos respectivos sais de potassio. Apos filtragdo e remocdo do material
precipitado, foi adicionada ao sobrenadante uma pequena uma quantidade de agua,
suficiente para que o meio se tornasse turvo. Apds um periodo de 48 horas em repouso,
formouse um precipitado amarelo que foi filtrado sob pressdo reduzida. O sdlido obtido foi
lavado com pequena quantidade de &gua gelada, seguido de éter etilico gelado. Foram
obtidos 3,59 (7%) de piperina na forma de cristais amarelo-claro.

IV (KBr, cnit):

OassCH2(Cspg): 2937

0CH>(Csp3):2858

gC=0:1643

Aparecimento de banda adicional 1582(JC=C, vibracdes do esqueleto do anel aromatico)
sugere a presenca de el étrons conjugados com o anel.

JO-CH,-0:1132
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Espectro 1: Espectro de IV da piperina
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Espectro 2: Espectro de massas da piperina.
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a piperina:

Piperina (CDCh)

Posicdo su(ppm), J(H2): sc(ppm):
T 3,53-3,63 (m,2H) 43,1(CHp)
2 1,58-1,61 (m,2H) 26,6 (CHy)
3 1,58-1,63 (,2H) 24,5 (CHy)
4 1,58-1,63 (m,2H) 25,5 (CH>)
5 3,53-3,63 (m,2H) 26,7 (CHy)
c¢G<o [ = 165,3 (C)
a 6,40(d, J=14, 1H) 122,4 (CH)
B 7,39(dd, J=14,46, J=7, 1H) 142,3 (CH)
? 7.35(dd, J=14,46, J=7, 1H) 125,2(CH)
d 6,75(d, J=14, TH) 138,1(CH)
N I — 30,8 (C)
2 6, 89(d, J=2, 1A) 1055 (CH)

s T = 148(C)

A B 148 (0)
5 6.7(d, =8, 1H) 108,3 (CH)
6 6,01(dd, J=8, J=1,5; 1H) 119,9 (CH)
OCH0 5,98(s,2H) 101,1(CH,)

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT

5 PIPERINA
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5.5.M odificagbes Estruturaisrealizadas na piperina

55.1. Reducdo catalitica da piperina (Hudlicky, 1986). Preparacdo da
tetraidropiperina(40)

(6] (0]
2 d b I 5
0 e X a o_3 1
< ( —><:© 5 5 N
3
o4 6 5~
o) 1 - A0 f

Reagentes: a) H2, Pd/C; acetato de etila, pressdo atmosférica, t.a., 2h

Em um baldo de 50mL de capacidade, foi feita uma solugcdo de 0,2g (0,69 mmols) de
piperinaem 9 mL de acetato de etila, sobre aqual adicionou-se e 20 mg do catalisador Pd/C
10%. Esta suspensdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente. Selou-se o bal&o
com um septo retirando-se 0 ar presente no bado por um sistema de vacuo. Um baldo
contendo hidrogénio foi fixado a0 septo. O meio reacional permaneceu sob pressdo de
hidrogénio e agitacdo por 2 horas, quando entdo a solugdo passou de amarela a incolor.
Apbs o término da reacdo (acompanhada por CCF), o meio reacional foi filtrado numa
coluna empacotada com silica gel, a fim de retirar-se o catalisador. Ap6s evaporagéo do

solvente foram obtidos 0,199 (95%) na forma de um éleo amarelo claro.

IV (Filme):

JnCH2(Csps):2929

JCH2(Csps):2853

JC=0:1637

JC=C:1490(vibracdo do esqueleto de anel aromatico)
JO-CH,-0:1210



-.fgi B7 4

62

AR ~ T
: ' k"\, Y i ]
Y -_r."’f IIII | I
k\..f "\ 1 f\ F
LN } l

; |

| i li | i |

| |

g |
! J I
[
. )' b
50,81 . — .
4080 +00e B 1egd il
Espectro 5: Espectro de 1V datetrahidropiperina.
M:';nmmwmu 8,723 min. Scan: B89 Chan: 1 ion: 1500 us RaC: (&
00%-| 127 ]
] 2
- 112 ]
il fre] Foll T Lai

Espectro 6: Espectro de massas da tetrahidropi perina.



=S RI7T0
3
1
j"'
=
24963
f:.ma
2650

2.

1
ﬁ
=
|

Integral

E

:uul'.:luli

TR
— TR
—HH
it
<{ii

[e]
2 d b 1
3 1/\/\)1\ N 9
<) g9 a 3
o 6 5~
5 2 N

|

L : :
| S _JH ___.-'k_rL_._ A

63

Espectro 8: Espectro de RMN*C da tetrahidropiperina.
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Tabela 7. Desdlocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a tetraidropiperina:

piperina hidrogenada (CDCE)

Posicéo su(ppm), J(Hz): sc’(ppm):
T 3,45-3,50 (M, 2H) 42,0(CHy)
2 145-1,58 (m2H) 24,3(CHy)
3 145-1,58 (m2H) 23,0(CHy)
4 145-1,58 (m2H) 25,0(CHy)
5 3,27-3,32 (M, 2H) 76,1(CHy)
=0 [ e 170,7(C)
a 2.2(t, 7,02 2H) 25,9(CHy)
B 1,45-1,55 (m,2H) 34,4(CHy)
g 145-1,55 (m2H) 32,6(CHy)
d 2,4 (t, =7,02; 2H) 30,8(CH,)
i T == 1355 (C)
? 6,57-6,60 (M, 1H) 107,4(CH)
3 T /== 146,9(C)
4 T = 144,9(C)
5 6,57-6,60 (M, 1H) 108,2(CH)
6 6,65 (m, 1H) 1205 (CH)

OCH,0 5,84 (52H) 101.1(CH,)

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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5.5.2. Hidrdlise alcalina de piperina: Preparacdo do acido 5(3,4-metilenodoxifenil)-
2E, 4E-pentadiendico 41) (Ikan, 1991)

Reagentes. a) KOH / Etanal, refluxo, 12h;
b) HCI 10%, até pH 3

Foram colocados em bal&o de 50 mL, 4g de piperina em 40 mL de solugdo alcodlica
de KOH 20%. A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitacdo por 12 horas,
passando de amarela a marrom com formagdo de precipitado.

Retirou-se todo o etanol da mistura reacional em evaporador rotatorio. Acrescentouse
&gua ao residuo formado, deixando atingir a temperatura de ebulicdo, a fim de solubilizar
todo o materia precipitado, sendo a solugdo, em seguida, filtrada a quente. A esta solucéo
aquosa do respectivo carboxilato, acrescentouse solugdo de HCI concentrado até chegar a
pH proximo de 3, ocorrendo a precipitacdo do &cido na forma de um solido amarelo. Apds
filtracBo sob pressdo reduzida, o material foi lavado com agua gelada. O sdlido obtido foi
seco em dessecador e recristalizado em etanol, gerando 3,48g (87%) do &cido piperinico 41.

(p.f.: 216-7°C, Lit.: 216-7°C) (Ikan, 1991).

IV (KBr,cm?):

JO-H: 3449

JC-H(Cspy): 2922

JC=0: 1678

JC=C: 1603-1449(vibracdo do esqueleto de anel aromético)
JC-O-C:1257

?C-H: 930(dobramento de Harom. iS0lado)
?C-H:852-799(dobramento de 2Hy;om. Vizinhos
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o acido piperinico:

68

&cido piperinico (CDCh)
Posicio su(ppm), I(H2): sc’(ppm):
= B — 169,3(C)
a 5,89(d, J=13, TH) 123,3(CH)
b 7,5(dd,J=16, J=9,6, 1H) 139,7(CH)
g 6,72(dd,J=16, J=9,6, 1H) 144,7(CH)
q 6,77(d, J=16, 1H) 125,3(CH)
T 131,2(C)
2 6,99(d, J=1,4, 1H) 108,7(CH)
T e — 148,3(C)
S I — 148,7(C)
5 6,8 (d, J=8, 1H) 106,4(CH)
6 6,94 (dd, J=8, J=1,4; 1H) 122,7(CH)
OCH,0 5,99 (5.2H) 101,8(CH2)

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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5.5.3. Procedimento geral para obtencdo de amidas e ésteres a partir do acido

piperinico (Szmuszkovice,J., 1964)

Em um ba&o de 25mL de capacidade, mantido sob atmosfera de Ny, foi feita uma
solucéo de 0,150g (0,688mmols) de &cido piperinico em 1mL de cloreto de oxdila A
mistura reacional ficou sob agitacdo, a temperatura ambiente, por cerca de 30 a 40 minutos,
durante os quais foi observado desprendimento gasoso. A reacéo foi acompanhada por CCF
até o consumo total do &acido de partida (pela adicdo de peguena quantidade do meio
reacional em metanol, gerando o respectivo éster metilico). O excesso de cloreto de oxalila
foi evaporado sob pressdo reduzida, levando a formagdo de um residuo amarelo que foi
dissolvido em 2mL de CH,Cl; (seco) e a solucdo resultante, mantida sob atmosfera de N,
foi colocada num banho de gelo sendo adicionado sobre a mesma, gota-a-gota 0,722mmols
do reagente adequado (amina ou acool). Apds cerca de 20 minutos de agitagdo a
temperatura ambiente, a andlise por CCF indicou o término da reacdo. O solvente foi
recristalizado em etanol ou por cromatografia fash sobre silica gel, usandocomo eluente

hexano/acetato de etila 10 %) gerando os respectivos derivados de acila.



70

5.5.3.1. Preparacdo da morfolinilamida do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-

pentadiendico (42)

Reagentes: a) cloreto de oxaila
b)morfolina, CH,Cl,, t.a

Seguindo o experimental descrito na pagina 69, foram utilizados 0,06mL (0,722 mmols; d=
0,999) de morfolina. Foram obtidos 0,197g de produto kruto, que apos purificacdo por

recristalizacéo em etanol gerou 0,108g (55%) da amida 22 na forma de cristais amorfos de

coloracdo bege.

Pf.:150°C.

IV (KBr,cm?):

JN-H: 3435 (amida terciéria)

JC-H (Cspz): 2969-2860

JC=0: 1675

JC=C: 1594 (vibracdo do esgueleto de anel aromético)
JC-O-C:1262

?C-H: 854-794 (aromatico trissubstituido)
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Tabela 8: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a morfolinilamida:

morfolinilamida (CDCk)
Posicéo su(ppm), JH2z): Sc(ppm), J(HZ):
T 3,70(d,2H) 46 (CH)
2 3,70(d,2H) 66,75 (CH.)
3 3,70(d,2H) 66,75 (CH2)
& 3,70(d,2H) 43 (CH)
co [ 165,8 (C)
a 6,4 (d, J=14,7; 1H) 118,6 (CH)
b 7,5(dd, J=14,7; J= 10; 1H) 143,3 (CH)
g 6,77 (s, 1H) 124,8 (CH)
d 6,72 (d, J=9; 1H) 139 (CH)
R e — 130,6 (CH)
2 6,95 (d, J=1,6; 1H) 108,4 (CH)
3 [T 148,2* (C)
4 [T 148,1* (C)
5 6,8 (s 1H) 105,5 (CH)
6 6,84(dd, J=1,6; J= 8; 1H) 122,6 (CH)
OCH,0 5,95 (s, 2H) 101,2 (CHy)

* as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.

* Estes valores podem estar trocados.
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5.5.3.2. Preparacdo da diisopropilamida do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-
pentadiendico (31)

Reagentes: a) cloreto de oxalila
b)diisopropilamina, CH,Cl», t.a.

Foram utilizados 0,1mL (0,722mmols; d=0,722) de diisopropilamina (recentemente
destilada de CaHj). Foram obtidos 0,200g de produto bruto, que apds purificacdo por
cromatografia flash sobre silica gel (eluente: hexano/acetato de etila 10%) gerou 0,100g

(50%) da amida 31 naforma de um 6leo amarelo.

IV(KBr,cm):

JN-H: 3441-3264(amidaterciéria)

JC-H(Cspy): 2972-2932

JC=0: 1635

JC=C: 1443(vibracdo do esgueleto de anel aromatico)
JC-O-C:1250

?C-H: 854-794 (aromético trissubstituido)
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77

Tabela 10: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a diisopropilamida:

amida diisopropil (CDCb)

Posicao Su(ppm), JHz): Sc(ppm), J(H2):
X 3,70-4,15 (m,1H) 47,8 (CH)
2 1,43-1,25 (m,3H) 21 (CHa)
3 1,43-1,25 (m,3H) 21 (CHg)
4 3,70-4,15 (m,1H) 45,8 (CH)
5 1,43-1,25 (m,3H) 21 (CHs)
6' 1,43-1,25 (m,3H) 21 (CHs)

co | 166,3 (C)

a 6,42 (d, J=14,6; 1H) 122,4 (CH)
b 7,32 (dd, J=14,6, J=7; 1H) 141,3 (CH)
g 7,28 (dd, J=14.6, J=7; 1H) 123,1 (CH)
d 6,75 (d, J=14,6;1H) 137,8 (CH)
T —— 131 (C)
2 6,9 (d, J=1,64; 1H) 105,5 (CH)
I 148,2 (C)
S 148,1 (C)
5 6,88 (d, J=8; 1H) 108,35 (CH)
6 6,92 (dd, J=8, J=1,64; 1H) 122,4 (CH)

OCH,0 5,98 (s, 2H) 101,3 (CH)

“as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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55.33. Preparacdo da veratrilamida doacido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-

pentadiendico (43)

(e} 2
L 1' \3' OC8H3
0 X N/U
&
{ N
4 OCH
o 41 =2 5 9 3

Reagentes:. @) cloreto de oxalila
b) veratrilamina, CH.Cl,, t.a.

Foram utilizados 0,12mL (0,722mmols, d=1,074) de veratrilamina (recentemente
destilada de CaH). Foram obtidos 0,262g de produto bruto, que apés purificagdo por
cromatografia flash sobre silica gel (eluente: hexano/acetato de etila 10%) gerou 0,196g
(75%) da amida 24 naforma de cristais amorfos alaranjados.

p.f.:167-168°C.

IV (KBr, cnit):

JNH: 3294

JassCH2(Cspy): 2940

JC=0: 1649

Aparecimento de banda adicional 1518(JC=C, vibracdes do esqueleto do anel aromatico)
sugere a presenca de el étrons conjugados com o anel.

JO-CH,-O: 1255

?C-H: 935(dobramento de Haom. isolado)

?C-H: 811(dobramento de 2 Hyrom. Vizinhos)
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Tabela 11: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a veratrilamida:
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veratrilamida (DM SO-d6)

Posicdo Su(ppm), J(H2): sc(ppm):
(N I — 147,3 (C)
2 6,54-6,84 (m,1H) 1253 (CH)
3 6,54-6,84 (m,1H) 111,9 (CH)
N — 1478 (C)
5 T = 1478 (C)
6 6,54-6,34 (m,1H) 112,5 (CH)

¢co T = 165,5 (C)
a 58 (d, =14,7, 1H) 120,6 (CH)
E 7,30 (d, J=15,02; 1H) 138 (CH)
g 6,54-6,84 (m 1H) 1245 (CH)
d 6,54-6,84 (M, 1H) 139,5 (CH)
r T == 130,90 (C)
2 6,54-6,84 (m 1H) 108,6 (CH)
3 T = 48,7 (C)
4 T = 148 ()
5 6,54-6,84 (m 1H) 105,7 (CH)
6 6.54-6,84 (m, 1H) 122.8 (CH)

OCH20 5,9 (s2H) 101,4 (CH,)
! 3,58-3,50 (m,2H) 34,8 (CHy)
8 3,58-3,50 (m,2H) 32,7 (CHy)
9 3.8(53H) 55,6 (CHa)
10 3,8 (53M) 55,6 (CH3)

N-H 57mId) | ——

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.

* Estesvalores podgm estar trocados
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55.34. Preparacdo da benzilamida do &cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-

pentadiendico (44)

o)
o b . o
a 0_3 LA
O— NN OH_>< | p
< b ~ 6\ A
o)
o 4l - 4 5

Reagentes: a) cloreto de oxalila
b) benzilamina, CH.Cl», t.a

Foram utilizados 0,1mL (0,722 mmols; d=0,981) de benzilamina (recentemente
destilada de GiH). Foram obtidos 0,210g de produto bruto, que apds purificacdo por
cromatografia flash sobre silica gel (eluente: hexano/acetato de etila 10%) gerou 0,147g

(70%) da amida 44 naforma de cristais amorfos de coloragdo marrom

Pf.:169°C.

IV (KBr, cnit):

JNH: 3283

JassCH2(Cspy): 2916

JC=0: 1614

Aparecimento de banda adicional 1539(JC=C, vibracdes do esqueleto do anel aromatico)
sugere a presenca de el étrons conjugados com o anel.

JC-H(Csp2):3042(para aromético)

JO-CH,-O: 1257

?C-H: 934(dobramento de Hyom. isolado)



80,0 .
75 ]
70 4
65 ]
60 |
55 ]
50 ]
45 |

%T
40
35 ]
30
25 |
20 ]
15 |
10,0

3283

83

4000,0

3000

2000

cm-1

1500

1000

Espectro 25: Espectro de 1V da benzilamida.

TEEE min. Bomn; TG Claan: 1 lore 7T um FOC: 40140

i ]

Espectro 26: Espectro de massas da benzilamida

400,0




84

0009C —

90Lr'E

L6Vy —

COVT9 ~—
80¢C'9 —
08629 ——

9€66'9 —=

9Te0L |\I

8I8EL ——

9666'9—
ore0L~""

L90TY|

!

66
(ppm)

awi9[

oveLT[

-

90TV [,

]

S5e8'8f

feboju | I

(ppm)
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Espectro 28: Espectro de RMN **C da benzilamida



Tabela 11: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a benzilamida:
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benzilamida (DMSO-d6)

Posicdo Su(ppm), J(H2): sc(ppm):
T 7,38 (d. 1H) 130, 2(CH)
2 7,38 (d. 1H) 128 3(CH)
3 7,38 (d. 1H) 127,3(CH)
4 7,38 (d. 1H) 125,2(CH)
S 7,38 (4. 1H) 127 (CH)
6 7,38 (4. 1H) 128,3(CH)

¢G<o T == 165,2(C)
a 6,29 (d, >=14,8; 1H) 124,2 (CH)
E 6,99-7,02 (m 1H) 139,7(CH)
g 6,99-7,02 (m, 1H) 125,2 (CH)
d 6,99-7,02 (m, 1H) 139,5 (CH)
N — 130,8(C)
2 6,99-7,02 (m, 1H) 105,7 (CH)
S T == 148°(C)
4 T = 147,7% (C)
5 6,99-7,02 (m, 1H) 108,4 (CH)
: 6,99-7,02 (m, 1H) 122,7 (CH)

OCH20 4,44 (t,2H) 43,6(CHp)

N-H

6,1 (s2H) 101,27(CHy)
347 (s 1H) | =

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.

* Estes valores podem estar trocados
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5.5.3.5. Preparacado da N-metil-piperazilamida do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-

4E -pentadiendico (45)

o)
0 e X
<O 41

Reagentes: a) cloreto de oxalila
b) N-metil-piperazina, CH,Cl,, t.a

Foram utilizados 0,07 mL (0,722 mmols;, d=0,903) de N-metil-piperazina
(recentemente destilada de CaH,). Foram obtidos 0,206g de produto bruto, que apds ser

lavado com éter-etilico gelado, obteve-se 0,154g (75%) da amida 45 na forma de cristais

amorfos marrons.

pf.:250°C.

IV (KBr, cnit):

JNH: 3294

JassCH2(Cspy): 2623

J<CH,(Csp,): 2854

JC=0: 1626

JC=C: 1457 (vibragdo de esqueleto aromatico)
JO-CH,-O: 1256

?C-H: 933(dobramento de Haom. isolado)
?C-H: 808(dobramento de 2 Harom. Vizinhos)
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Tabela 12: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a N-metil-

piperazilamida:

89

amida N- metil-piperazil (DM SO-d6)

Posicéo SH(ppm), J(Hz): sc’(ppm):
T 3,66-3,71 (m, 2H) 45,5 (CH)
2 24-2,6 (M, 2H) 43 (CH)
3 3,66-3,71 (m, 2H) 43 (CH)
4 2.4-2,6 (M, 2H) 75,5 (CH)
s O e —— 165 (C)
a 6,4 (d, J=14,66, 1M) 120,2 (CH)
3 7,37 (dd, J=14,66; J=10; 1H) 142,8 (C)
g 6,8 (dd, J=14,66, J=7,34; 1H) 125,6 (CH)
d 7,27 (d, J=14,66; 1H) 138,5 (CH)
N s —— 131 (CH)
2 7,04(d, 3=1,94, 1H) 105,8 (CH)
S — 1481 (C)
4 T = 1481 (C)
5 6,35, 1H) 108,7 (CH)
6 6,9 (d, J=1.72) 122.9 (CH)

oc7|-|20 2,4 (s, 3H) 51,2 (CH>)

N-CHs 5,98 (s, 1H) 101,5 (CH)

#as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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5.5.3.6. Preparacdo do éster cicloexil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-

pentadiendico (46)

Reagentes. a) cloreto de oxalila
b) cicloexanol, CH,Cl,, t.a

Foram utilizados 0,07mL (0,722 mmols; d=0,948) de cicloexanol. Apds isolamento
do meio reacional com 50 mL de acetato de etila (lavado com solucéo saturada de NaCl e
seco sobre (NaSO,) foram obtidos 0,206 g de produto bruto na forma de um Oleo
amarelado. Ap6s purificacdo por cromatografia flash sobre silica gel  (eluente:
hexano/acetato de etila 5 %) doteve-se 0,154g (75%) do éster 27 na forma de um oleo
amarelo claro.

IV(NaCl, cmy):

IC-H(Csp3):2936

JsC-H(Csp3):2859

JC=0: 1703

JC=C: 1617-1494-1447(vibracdo do esqueleto do anel aromatico)
JC-O-C:1251

?C-H: 930(dobramento de Harom. iS0lado)

?C-H:859-808 (dobramento de 2H;rom. Vizinhos)
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Espectro 36: Espectro de RMN *3C do éster cicloexil.



Tabela 13: Deslocamentos
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guimicos de hidrogénio e carbono para o éster cicloexil:

éster cicloexil (CDCh)

Posicdo su(ppm), J(H2): sc(ppm):
T 4,8-4,9 (m,2H) 75,8 (CH)
2 1,6-1,8 (m,2H) 31,6 (CHy)
3 1,6-1,8 (m,2H) 25,3 (CHy)
& 1,6-1,8 (m,2H) 23,7 (CHp)
5 1,6-1,8 (m,2H) 25,3 (CH)
6 1,6-1,8 (m,2H) 31,08 (CHy)
C=0 1,6-1,8 (m2H) 72,3 (CHo)
a [ e 166,4 (C)
B 6,69 (d, J=14, 1H) 121,3(CH)
9 7,4 (dd, =14, J=7, 1H) 139,7 (CH)
d 7,3 (dd, =14, J=7, 1A) 144.,2 (CH)
1 6,75(d, J=14, 1H) 124.5 (CH)
2 T == 130,5(C)
3 6,95 (d, J=2, 1H) 108,4 (CH)
4 T = 1483 (C)
S T = 1472 (C)
6 6,7 (d, =2, 1H) 105,7 (CH)
OCH0 6,8 (dd, =8, =2, 1H) 122,7 (CH)
5,9 (s,2H) 101,2 (CHy)

“as multiplicidad

es dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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5.5.4. Sintese da 5-(3,4-metilenodioxifenil)-penta-2E, 4E-dienilpiperidina (dienamina
(47) (Berardi, F.et al.,2003).

2 7 9 11 1
O DIBAL :@/\/\/\,\Oz
8 10
TOLUENO 6 5 3
473 a7 4

Fez-se uma solucdo de 0,200g (0,7mmols) de piperina em 10mL de tolueno(seco)
num baldo de 25mL sob atmosfera inerte (argbnio) e mantida em banho de gelo. Em
seguida, adicionouse aos poucos 2,8mL de DIBAL (4:1 em excesso). O meio reacional
ficou sob agitacdo, por 2h e foi acompanhado por CCF. Ao fim da reagdo para “matar o
baldo num banho de gelo (sob agitacéo) e adicionouse uma quantidade de acetato de etila
ao meio reaciona e deixando sob agitacdo por 20min em banho de gelo. A seguir fezse
uma extracdo em funil de separagdo com solucdo de NaOH 10% (3 x 10 mL), gotejouse
um pouco de solugdo de HCL 1M para separar melhor a emulséo formada. O produto bruto
foi seco em NaSO, anidro e apbs a purificagdo por cromatografia flash sobre florisil
(eluente: hexano/acetato de etila 10%) gerou 0,161g (85%) da dienamina 28 na forma de

um 6leo amarelo.

IV (Filme):

JpCH2(Csps3):2913

JC=C:1594-1446(vibracdo do esqueleto de anel aromatico)
JO-CH,-0:1257
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Tabela 14: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a dienamina:

97

dienamina (CDCk)

Posicéo su(ppm), J(Hz): sc(ppm):
T | 131,7 (C)
6,9 (d, J=1,74; IH) 108,2 (CHy)
<3 I ——— 148 ()
------------- 148 ()
5 6,75 (S, 1H) 105,3 (CHy)
6 6,8 (dd, =1,54, J=7,96; 1H) 121 (CHy)
7 6.7 (d, J=3,54; 1H) 131,4 (CH)
8 6,6 (dd, J=15,1; J=10,2 1H) 130,2 (CH)
9 6,6 (dd, J=15,1; 10,2 1H) 1295 (CH)
10 5,79(dt, 1H) 1285 (CH)
11 3,04 (d,J=6,8, m, 2H) 61,4 (CHy)
I 241 (m 2H) 54,4 (CHy)
2 1,55-1,63(m, 2H) 26,2 (CHp)
3 1,43-1,46 (m, 2H) 24,1 (CH2)
4 1,55 1,63 (m, 2H) 26.2 (CHyp)
2: 2,41 (m, 2H) 54,4 (CHy)
OCH,O 5,01 (52H) 101 (CHy)

&as multiplicidades dos carbonos foramdeterminadas por DEPT.
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5.5.5. Seqliéncia para a sintese da piperitina (3)

5.5.5.1. Sintese do 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-pentenol (&lcool alilico 48) a partir

do é&cido piperinico (41)

O
) 7 9 11
1
<O OH TOLUENO <O 37 (E)\g (E)\lo OH
— |
o " DIBAL 4\5 6 8

Fez-se uma solucdo de 0,100g (0,458mmols) de acido piperinico a em 10mL de
THF(seco) num baldo de 25mL sob atmosfera inerte (argbnio) que ficou sob agitagdo em
banho de gelo. Adicionouse gota-a-gota 1,8 mL (1,832 mmol) de uma solucdo IM de
DIBAL-H em THF. O meio reaciona foi acompanhado por CCF e ap6s 30-40 minutos
houve todo o consumo do reagente de partida.

Acrescentou se acetato de etila a0 meio reacional e deixouse sob agitacdo por 20
minutos em banho de gelo. A seguir o contetido do baldo bi transportado para um funil de
separacdo e fez-se uma extragcdo com solugdo NaOH 10% (3 x 10 mL). O produto bruto foi
seco em NaSO4 anidro e apoés a purificacdo por cromatografia fash sobre silica gel
(eluente: hexano/acetato de etila 10%) gerou 0,055g (655%) do &cool alilico 48 a forma de

cristais amorfos bege claro esbranquigados.

p.f..88-90°

IV (KBr, cmid):

JO-H: 3421

JassCH2(Cspy): 2932

JC=C: 1592-1443 (vibragdes do esquel eto do anel aromatico)
JC-H(Csp2):3018(para aromético)

JO-CH,-O: 1251
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?C-H: 934(dobramento de Hyom. isolado)
?C-H: 839(dobramento de 2HSarom. vizinhos)
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Espectro 41: Espectro de |V do dcool dlilico.
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Espectro 42: Espectro de massas do dcool alilico.
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Tabela 15: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o alcool alilico:

acool ailico (CDCls)

Posicéo su(ppm), J(Hz): sc’(ppm):
OH 124(H) | e
5 131,6 (O)
2 6,94 (0J=1,4, H) 105,3 (CH)
3 = 148 (C)
A — 47,2 (O)
S 6,7 (d, == 8,1; 1H) 108,3 (CH)
6 6,8 (dd, J= 1,41; 8,1; 1H) 121,3 (CH)
7 6,5 (d, J= 13,84; 1H) 132,4 (CH)
8 6,7 (dd, J= 4,8; 13,84, 1H) 131,7 (CH)
9 6,4 (dd, J= 3,95; 4,8:1H) 1264 (CH)
10 5,8(d, 6,0, 2H) 108 (CHp)
1 Z4,2(d, £6,0, 2H) 63,3 (CH,)
OCHz0 59(52H) 101,04 (CH,)

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.

2 7 9

3N L XX

8 10

11
OH
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5.5.5.2. Sintese do 5(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-pentenol (aldeido piperidil 49) a
partir do alcool alilico48.

5.5.5.2.1. Preparacdo do MnO, (Vogel, 1989)

3MN*2ag) + 2MNOA (4 + 40H oy — 5MnO,(9 + 2H200)

Adicionouse simultaneamente durante uma hora uma solucéo de 4,59 de sulfato de
manganés em 6 mL de HO e 4 g de NaOH em 10 mL de HO, solucdo 40 %, a uma
solucdo aquecida de KMnO4 (3,89 em 24mL de H,0). Este meio reacional ficou sob
agitacdo por mais uma hora. O precipitado fino foi isolado por filtracdo em funil de
buckner, sendo lavado vérias vezes com H,0. O produto foi seco na estufa (100-120°C) por
duas horas antes de ser filtrado.
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5.5.5.2.2. Preparacéo do aldeido (49)

Em um baldo de 50ml de capacidade, equipado com agitador magnético, e septo de
borracha, foi feita uma solugdo de dcool 0,139g (0,6813mmols) em 5mL de THF (seco)
agitado sob atmosfera inerte (N,) e em seguida adicionou-se 0,292g (3,4065 mmols) de
MnO, (excesso 5:1). Apos 3 horas a andlise por CCF indicou o término da reacdo. Fezse
uma filtracdo em funil de buckner pararetirar 0 excesso de MnO ,, lavando-se com CH,Cl,.
O solvente foi evaporado e em seguida fez-se uma filtragdo em coluna empacotada com
florizil utilizando como emoluente uma solucdo de hexano-acetato de etila 10%. Apds
evaporacdo do solvente, obteve-se 130,7 g (95 %) do adeido 49 na forma de cristais
amarelo.

p.f..97°C.

IV(KBr, cmi?):

JassCH2(Cspy): 2930

JC=C: 1600-1445 (vibracdes do esqueleto do anel aromético)
JC=0: 1670

JO-CH,-O: 1258

?C-H: 809(dobramento de 2HSyom. Vizinhos)
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Tabela 16: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o aldeido piperidil:

aldeido piperidil (CDCk)

Posicéo Su(ppm), J(Hz): sc’(ppm):

H-C=0 9.5(d, J= 7,96,1H) 1935 (CH)
a 6,2 (dd, = 7,96, J=15,95,1H) 123,6 (CH)
b 7,1(dd, E 15,95; J=9,6;1H) 142,2 (CH)
g 7,13 =9,6, 1H) 1254 (CH)
d 6,82 (d, = 10,1H) 152,3 (CH)
= 130,8 (C)
> 6,96 (d, = 1,8;1H) 106 (CH)
3 | e 1484 (C)
S R —— 1484 (C)
5 6,7 (d, )= 8,3,1H) 108,6 (CH)
6 6,90 (dd, J= 2 ; J= 8,3;1H) 1244 (CH)

OCH,0 5,9 (5 2H) 101,5 (CHy)

“as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.

) d b
37 1L XX
) 9 @
A, 6
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5,5.5.3. Reacdo de formacdo do éter etilico do acido 7-(3,4-melenodioxifenil)-
2E ,4E ,6E-heptatriendico (piperitinoato de etila) (50).

d b
o) D " o
< TR
o NaH 5
49 THFseco

N trietil-fosfonoacetato

Em um bal&o de 50ml de capacidade, equipado com agitador magnético, e septo de
borracha, foi feito uma suspensdo 0,034g (0,7603mmols) de NaH em 5mL de THF seco
agitado sob atmosfera inerte (N2) a temperatura ambiente e em seguida, foi adicionado ao
meio reaciona, gotaagota, uma solucéo de 0,151mL (0,7603mmols) de trietil 2-
fosfoetanoato, observando-se a evolucdo de hidrogénio. Ap6s 10 minutos de reacéo,
baixouse a temperatura do sistema com banho de gelo e NH,Cl e adicionou-se 0,128 g
(0,6336mmols) de aldeido, gota-a- gota, com agitacdo, deixando entdo o meio reaciona
chegar a temperatura ambiente por 1 hora. Apds o término da reacdo, acompanhada por
CCF adicionou-se a0 meio reacional 5mL de uma solucéo saturada de NH;Cl, evaporouse
0 THF a pressdo reduzida e o residuo foi particionado em 10mL de agua e acetato de etila
(3 X 25 mL). Em seguida, a fase orgénica foi lavada com 25 mL de uma solugéo saturada
de K,CO; e posteriormente com salmoura (2X25mL) sendo entdo seca sobre NSO,
anidro, filtrada e concentrada a pressdo reduzida. O residuo foi purificado em coluna
filtrante de gel de silica, eluida com uma mistura de hexano/acetato de etila 10%.
p.f.:98-100°C.

IV (KBr, cnit):

JassCH2(Cspe): 2988

JCH,(Cspy): 2915

JC=0: 1709

JC=C: 1591-1494 (vibragdo de esquel eto aromético)
JO-CH,-O: 1266 (para epoxido)

JO-CH,-O: 1219 (para éster)

?C-H: 929(dobramento de Hyom. isolado)



?C-H: 804(dobramento de 2 Harom. Vizinhos)
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Espectro 49: Espectro de IV do piperitinoato de etila.
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Espectro 50: Espectro de massas do piperitinoato de etila.



109

2980
QN.«#
€LSTY—~—
26T —

6VLLG—

TIS8'G——
9006'G—

6872 9—
6LTE'9—
GELE9—

65559
1€85°9;
mommdwn
S0T9'9—
EE9'9:
69399°9:
G9.9'9:
99TL9;
YOLL'9:
9¥BL9;
9918°9:
8128’9
18889
656891
906T"L—/—

mvHNNI\I

0TLTL;
S062°L:
TULVE'L:

68v29~"
6/TE9 —
GELE9~—
63959
16859

vesve

.

5.2

T T
5.8

[

o
3
8
S

7.2

C Y Y

o
S
=
o

]

7.4

resbor| |

3.8

4.0

4.2

4.4

4.6

4.8

5.0

5.4

5.6

.2 6.0

6.

6.4

6.8

7.0

7.6

(ppm)

Espectro 51: Espectro de RMN*H do piperitinoato de etila.
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Tabela 17: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o piperitinoato de

etila;

piperitinoato de etila (CDCls)

Posicao Su(ppm), JHz): Sc(ppm), J(H2):
c=0O | e 167 (C)
a 5,8 (d, J=15,24; 1H) 120,3 (CH)
b 7,3 (dd, J=11,4;15,24; 1H) 144,3 (CH)
9 6,3 (d, =11,4; 1H) 129,4 (CH)
d 6,65-6,58 (m,1H) 140,8 (CH)
e 6,65-6,58 (m,1H) 126,2 (CH)
z 6,65-6,58 (m,1H) 136,3 (CH)
i 131 (C)
2 6,89 (d, J=1,8; 1H) 105,5 (CH)
K 148 (C)
N 148 (C)
5 6,71 (d, J=8; 1H) 108,4 (CH)
6 6,81 (dd, J=1,8; 8; 1H) 122,2 (CH)
7 4,1 (q, 2H) 60,1 (CHy)
8 1.2 (t, 3H) 14,2 (CHs)
OCH;0 5,9 (s2H) 101,2 (CHy)

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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55.5.4. Hidrdlise alcalina do éster (50): sintese do é&cido 7-(3,4-melenodioxifenil)-
2E ,4E ,6E-heptatriendico (acido piperitinico) (51) (Junior, 2003).

(@] (0]
S R 3 Z\ d\ b\
0 N 0.3 1
< e g a OCHCH; a <j© e g a OH
o 4 6
5 51

30

Reagentes. a) KOH 1M, EtOH

Em um bal&o de 50mL de capacidade, equipado com agitador magnético, foi feita
uma solucdo de 105mg (0,386mmols) do éster em 10mL de etanol sobre a qual adicionou
se 5mL de KOH 1M. A evolucgéo dareagdo foi acompanhada por CCF.

Apés o término da reacdo o meio reacional foi concentrado no evaporador rotatorio,
sendo entdo acidulado com HCI 1M até pH proximo de 4 ocorrendo a precipitacdo de um
solido amarelo claro que foi entdo lavado com agua gelada e filtrado a vacuo. O solido foi
pesado, gerando 93mg (rend:99%) do &cido.

P.f.: Se decompde acima de 250°C.

IV (KBr,cm):

JO-H: 3458

JoxC-H(Cspy): 2923

JC=0: 1682

JC=C: 1591-1440 (vibracao do esqueleto de anel aromético)
JC-O-C: 1265

?C-H: 930 (dobramento de Hgrom. iSolado)

?C-H: 803 (dobramento de 2Hgom. Vizinhog
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Espectro 53: Espectro de 1V do acido piperitinico.
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Tabela 20: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o acido piperitinico:

acido piperitinico (CDCb)

Posicao Su(ppm), JHz): Sc(ppm), J(H2):
¢co | e 168 (C)
a 5,7 (d, J=14,6;1H) 121 (CH)
b 7,1(m, 1H) 144,2 (CH)
g 6,35 (m, 1H) 131,1 (CH)
d 6,62 (m, 1H) 141 (CH)
e 6,66 (m, 1H) 126,7 (CH)
2 6,55 (m, 1H) 136,1 (CH)
T 129,6 (C)
2 6,8(m, 1H) 105,4 (CH)
1 148* (C)
4 | e 147,6* (C)
5 6,73 (m, 1H) 108,5 (CH)
6 6,81 (m, 1H) 122,4 (CH)
OCH,0 5,9 (s 2H) 101,3 (CHp)
OH 364(s1H) | -

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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5.5.5.5. Preparacdo da amida piperidil do acido 7-(3,4-melenodioxifenil)-2E,4E ,6E-
heptatriendico (piperitina) (3).

(0]
z d b
o} AN
< e g a
O
51

Reagentes. a) Cloreto de oxalila
b) CH,Cl,, piperidina

Em um baldo de 25mL de capacidade, mantido sob atmosfera de N, foi feita uma solucéo
de 0,100g (0,409mmols) de &cido de 7C 32) em 1mL de cloreto de oxdila A mistura
reacional ficou sob agitacdo, a temperatura ambiente, por cerca de 30 a 40 minutos, durante
os quais foi observado desprendimento gasoso. A reacgdo foi acompanhada por CCF até o
consumo total do acido de partida (pela adicdo de peguena quantidade do meio reacional

em metanol, gerando o respectivo éster metilico). O excesso de cloreto de oxaila foi

evaporado sob pressdo reduzida, levando a formacdo de um residuo amarelo que foi

dissolvido em 2mL de CH,Cl; (seco) e a solucdo resultante, mantida sob atmosfera de N,
foi colocada num banho de gelo sendo adicionado sobre a mesma, gotaa-gota 0,045 mL
(0,457 mmols) de piperidilamina. Apds cerca de 20 minutos de agitacdo a temperatura
ambiente, a andlise por CCF indicou o término da reagdo. Adicionou-se a0 meio reacional

50 mL de acetato de etila. Lavouse a solugdo formada 3 vezes com 10 mL de HCI 1M
(para consumir 0 excesso de piperidina), a fase organica foi separada em funil de separacéo
e na etapa seguinte, lavou-se 3 vezes com 10mL de NaHCO3. Usou se CaSO;, anidro para
secagem da fase organica, que foi entdo evaporada sob pressdo redusida. Foram obtidos
0,116 g de produto bruto, que apds purificacdo por cromatografia flash sobre silica gel
(eluente: hexano/acetato de etila 10 % gerau 0,070g (60%) da amida 3 na forma de um
amorfos amarelados.

P.f.:128-130°C.

IV(KBr,cm):

JorwC-H(Cspez): 2930

JC=0: 1626



JC=C: 1445 (vibracdo do esgueleto de anel aromético)
JC-O-C: 1252

?C-H: 931 (dobramento de Hyrom. iSolado)

?C-H: 807 (dobramento de 2Hxom. Vizinhos.
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Espectro 56: Espectro de 1V da piperitina.
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Tabela 19: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a piperitina

(De Aragjo-Junior, J.X. et.al., 1997)

piperitina (CDCE)

Posicéo Su(ppm), J(H2): Sc(ppm), J(Hz):
T 3,46-3,55 (m,2H) 43,4 (CH,)
2 1,52-1,57 (m,2H) 25,1 (CHy)
3 1,52-1,57 (m,2H) 24.2 (CHy)
& 1,52-1,57 (m,2H) 24.5 (CHy)
5 3,46-3,55 (m,2H) 47 (CHp)
C=0 [ e 165,3 (C)
a 6,29 (d, J=14,2; 1H) 119,9 (CH)
b 7,30 (dd, J=11,5; 14,2; 1H) 142,3 (CH)
g 6,36 (dd, J=11,5; 14,2; 1H) 131,3 (CH)
d 6,57 (dd, =10; 14,2; 1H) 139 (CH)
e 6,61 (dd, J=10; 15, 1H) 126,5 (CH)
2 6,54 (d, J=15; 1H) 135,1 (CH)
1| e 130,3 (C)
2 6,90 (d, J=2; 1H) 105,3 (CH)
3 e 148 (C)
S [ — 147,3 (C)
5 6,70 (d, J=8; 1H) 108,3 (CH)
6 6,80 (dd, J=2; 8; 1H) 122 (CH)
OCH,0 5,91 (s, 2H) 101,1 (CHy)

“as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.

1w
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55.6. Preparacdo do &cido-(3,4-metilenonodioxifenil)-2E-propenocico (52) (&cido
cindmico) (Silva, E. F. et al., 2002)

1) &. malonico, Py 3 1N
< ;Q/\/ plrldlna < a
2) HCI 6
o4 52

Em um baldo de 50 mL de capacidade, equipado com condensador de refluxo, foram
dissolvidos 5 g (33,3 mmol) de piperona e 7,5 g (72 mmol) de &ido madnico numa
mistura de 15 mL de piridina e 0,25mL (2,53 mmol) de piperidina. Em seguida, a mistura
foi aguecida sob refluxo por cerca de 1,5 h em banho-maria . Ocorreu um rapido
desprendimento de CO,. A reacédo se completou apos ebulicdo por 10 minutos adicionais, e
em seguida, apos resfriar foi vertida em 5,7mL de solucéo de HCl em excesso de &gua, o
suficiente para neutralizar a piridina, ocorrendo a precipitacdo do produto. O &cido 13-
piperonilacrilico, foi filtrado, lavado com é&gua, éter e seco ao ar. Apds recrisializagdo com
&cido acético glacial, o produto em sua forma pura, foi obtido na forma de um solido

branco (6,1g) com 96% de rendimento.

p.f. :238°C.

IV(KBr,cml):

JO-H: 3457

JowC-H(Cspyp): 2922

JC=0: 1689

JC=C: 1624-1441 (vibracdo do esqueleto de anel aromretico)
JC-O-C: 1253

?C-H: 929 (dobramento de Hyrom. iSolado)

?C-H: 820 (dobramento de 2Haom. Vizinhos)
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Espectro 60: Espectro de |V para o acido cinamico.

L

-

162 (MEME2S=100%) Ackdo cinamico. BMS 3,379 i, Scan: 206 Chan: 1 lon: 1868 us RIC: 1770631 BC

L Fi-]

400,0

Espectro 61: Espectro de massas para 0 &cido cindmico.

I-!-J...I.?iﬁllll'lﬂﬂ -Iﬁﬁ T 15!1'-.-'1'}5'



121

TovEe—

0006'G—

618T9—
€199 —

08529\ _
126 9—

9v96'9
1169
7¥00°L
1210,
TT6T'L
v86T'L
ssez L/~
0sLEL=""

COOH

(ppm)

BT8T Y —
€T 99— —

06SL9~
1261°9— —
97969

169

r00°L —

L2T0°L
TI6T'L

vmma.mul
ss6CL—" T
0SLE L —

Espectro 62: Espectro de RMNH para o 4cido cinamico.

B60ST'8E:
¥SLG°8€E:
0000°6€
9Py 6E:
T6V8'6€E:
EEVT OV
2869°0F

LT29TOT—
0989'90T——
677'80T
8SE€S'80T

9/80°LTT—

S62L VT —
T20L°82T—

LSS6°EVT
0LL0'VYT

£0TT8YT ”\u
£z 6rT

0EY6'29T—

(ppm)

Espectro 63: Espectro de RMN3C para o &cido cinamico.
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Tabela 20: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o acido cinamico:

&cido cindmico (DM SO-d6)

Posicao sn(ppm), I(H2): sc’(ppm):
OH 359(d,1H) | -
c-o [ 168 (C)
a 6,2 (d, F14,2; 1H) 117,1 (CH)
b 7.3 (d, F14,2; 1A) 144 (CH)
T —— 128,7(C)
2 7,1(d, J=2; 1H) 108,6 (CH)
I 149,3 (C)
Y/ D — 148,1 (C)
5 7,05 (d, J=8; 1H) 106,76 (CH)
6 7,0(dd, J=2; 8; 1H) 124,8 (CH)
OCH,0 6,1 (s, 2H) 101,69 (CHy)

#as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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5.5.7. Preparacdo dos derivados cinamoilas substituidos a partir do acido-(3,4-

metilenonodioxifenil-2Epropendico

55.7.1. Preparacdo da amida piperidil do &cido 3-(3,4-metilenonodioxifenil)-2E

propenaico (derivado cinamoila piperidil substituido)(2)

b
o X _-CHO R 0-3
{ « = <
b
0 52 o4

—  Reagentes: @) Cloreto deoxdlila
b) CH,Cl,, piperidilamina

Em um bal&o de 25 mL de capacidade sob atmosfera de N, foram dissolvidos 0,300 g
(1,56 mmols) de &cido-(3,4-metilenonodioxifenil )-2E-propendico em 2 mL de cloreto de
oxalila. Esta reacéo ficou sob agitagéo a temperatura ambiente por 30-40 minutos. A reacdo
foi acompanhada por CCF até o consumo final do produto de partida.

O excesso de cloreto de oxalila foi evaporado a pressdo reduzida levando a
formacao de um solido que foi submetido a etapa seguinte sem purificagdo adicional .

Foram adicionados 2 mL de CH,Cl; (seco) e 1,47 mL (1,56 mmols) de piperidina.
Apo6s 20 minutos a andlise por CCF indicou o término da reacdo. O solvente foi evaporado
em rotavapor e o residuo formado foi purificado por cromatografia flash sobre silica gel,
utilizando como eluente uma mistura de hexano-acetato de etila 10 %. Foram obtidos 0,323

g (80 %) naforma de cristais amorfos de coloracéo bege.

IV (KBr, cnit):

JN-H: 3423
JC-H(Csp,): 3066-3003
JwoC-H(Csps): 2935
JLC-H(Csps): 2854
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JC=0: 1644

JC=C: 1593-1496-1443(vibracdo do esqueleto de anel aromatico)
JC-0O-C:1297-1250

?C-H: 971-931(dobramento de Harom. is0lado)
?C-H:855-819(dobramento de 2Hyom. Vizinhos)
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Espectro 64: Espectro de |V do derivado cinamoila piperidil substituido.
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Espectro 65: Espectro de massas do derivado cinamoila piperidil substituido.
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Espectro 66: Espectro de RMN*H do derivado cinamoila piperidil substituido.

\Zi5°3 74
81055 “(
966592 —

o8veer —
1998'9 —

2€9E9L

89€9'LL —

G062 TOT —

SEEZ'90T —
998€°80T ——

0ETS'STT —

68TG'€CT —

296L°62T —

€926 TYT —

£280'87T
v6v. 8vT ul

086€'G9T —

110

160 150 140

170

200

70

90

100
(ppm)

Espectro 67: Espectro de RMN*C do derivado cinamoila piperidil substituido.



Tabela 21: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o cinamail

piperidil:

126

cinamoil piperidil(CDChk)

Posicdo su(ppm), J(H2): sc(ppm):

1 3,6(3,2H) 46,8 (CHy)

2 1,6 (d,2H) 26,5 (CHy)

3 1,6 (4,2H) 24,5 (CHy)

4 1,6 (d,2H) 25,5 (CHp)

5 3,6 (d,2H) 43,2 (CHy)

co T 165,39 (C)

a 6,7 (d, =155 1H) 115,5 (CH)

L 7,6 (d, =155; 1H) 141,9 (CH)

N — 129,7 (C)

2 7.03 (s 1) 106,2 (CH)

S T = 48,7 (C)

4 T = 48,0 C)

5 6,8 (d, J=8, 1H) 1083 (CH)

6 6,97 (s 1) 1235 CH)
OCH20 5,98 (s,2H) 101,29 (CH>)

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT.
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55.7.2. Preparacdo da amida morfolil do acido 3-(3,4-metilenonodioxifenil)-2E

propendico (derivado cinamoila morfolil substituido) (53)

o

0] 03
o 52 ° 0 AN 53 7

Reagentes: a) Cloreto de oxalila >

b) CH,Cl,, morfolina

Em um baldo de 25mL de capacidade sob atmosfera de N, foram dissolvidos 0,300g
(1,56 mmols) de &cido-(3,4-metilenonodioxifenil )- 2E-propendico em 2 mL de cloreto de
oxalila. Esta reacéo ficou sob agitagéo a temperatura ambiente por 30-40 minutos. A reacdo
fol acompanhada por CCF até o consumo fina do produto de partida. O excesso de cloreto
de oxdlila foi evaporado a pressdo reduzida levando a formacdo de um solido que foi
submetido a etapa seguinte sem purificacéo adicional.

Foram adicionados 2mL de CH,Cl, (seco) e 1,35mL (1,56 mmols) de morfolina. Apos 20
minutos a andlise por CCF indicou o término da reacdo. O solvente foi evaporado em
rotavapor e o residuo formado foi purificado por cromatografia flash sobre silica gel,
utilizando como eluente uma mistura de hexano-acetato de etila 10%. Foram obtidos 0,325

g (80 %) daamida53 na forma de cristais amorfos de coloragéo bege.

(rendimento de 80% e p.f.:152°C).
IV(KBr, cmi?):

JN-H: 3423

JC-H(Cspy): 3058

Jw C-H(Csps): 2972-2915
J{C-H(Cspa): 2854

JC=0: 1645
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JC=C: 1617-1494-1461(vibragdo do esqueleto de anel aromatico)
JC-0O-C:1239

?C-H: 988-926(dobramento de Harom. iS0lado)
?C-H:859-821(dobramento de 2Hyom. Vizinhos)

'TE"?EF'H_;” . ..-.:,-’ -nll i I
wTo "l_"'xu . e - |I il IHII E
; . Y r,;w’ W | Inl :m |'"! il !n' .[1 J
! W bl
| |
/ | f'WHH'-
| PN '_ ]
! RN AR
ol W b
s 1
0k I
||,: -!!' |||J b
0o t
} g!i
- q 1
T A——— -
4508 FELn ] “HEE pEE) iz

Espectro 68: Espectro de |V do derivado cinamoila morfolil substituido.
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Espectro 69: Espectro de massas do derivado cinamoila morfolil substituido.
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Tabela 22: Deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para o derivado cinamail

morfolil substituido:

cinamoil morfolil(CDCh)

Posicao su(ppm), J(Hz): sc(ppm):
1 3,64 (d,2H) 42,4 (CHy)
2 3,64 (4,2H) 66,8 (CH)
3 3,64 (4,2H) 66,8 (CHy)
4 3,64 (d,2H) 46,1 (CH)
(0= o 1 —— 165,6 (C)
a 6,6 (d,0=15,1; 1H) 1238 (CH)
3 7,6 (d,J=15,1; 1H) 142,9 (CH)
1T 1297 (C)
2 6,96 (d,1H) 106,2 (CH)
N — 149 (C)
S 1482 (C)
S 6,7 (d, J=8; 1H) 108,3 (CH)
6 6,92 (d, J=8; 1H) 114,3 (CH)
OCH20 59(s 2H) 1014 (CHy)

& as multiplicidades dos carbonos foram determinadas por DEPT
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ANEXOS

Durante a execucéo deste trabalho foi realizada a seguinte publicagéo:

RIBEIRO, T. S, FREIRE-DE-LIMA, L., PREVIATO, J. O., PREVIATO, L. M.,
HEISE, N., FREIRE-DE-LIMA, M. E. Toxic effects of natural piperine and derivatives on
epimastigotes and amastigotes of Trypanosoma cruz. Bioorg. Med. Chem. Lett. 14: 3555-
3558, 2004.
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Abstract—We describe herein an evaluation of trypanocidal effects of the natural alkaloid piperine and twelve synthetic derivatives

against epimastigote and amastigote forms of the protozoan parasite

Trypanosoma cruzi, the causative agent of the incurable human

disease, Chagas® disease. The results obtained point to piperine as a suitable template for the development of new drugs with

trypanocidal activity.
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction
The alkaloid piperine 1 (Fig. 1) is the main secondary

metabolite in Piper nigrum, occurring mainly in the
fruits.! Piper nigrum (popularly known as black pepper)

/\/\/Wl\

is widely used in folk medicine in India, where it origi-
nates.

Piperine 1 is very abundant in the plant, being extracted
from the dry fruits with a yield of 3-7%.2 Various

Figure 1. Chemical structures of some natural amides isolated from Piper sp.®’

Keywaords: Piperine; Piperine analogues; Piper nigrum; Chagas' diseasc: Trypanosoma cruzi.

* Corresponding author. Tel/fax: +55-21-2682-2807: c-mail: marcosrules by

0960-894X/$ - see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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biological activities have been attributed to piperine
including insecticidal® and nematocidal activity,® and
inhibition of liver metabolism.’ Other natural amides
have been isolated from Piper species. Some are shown
in Figure 1.%7

he easy access to plant material {which may be

:quired from different sources), the abundance of the

atural product as well as the ease of extraction make
piperine a useful starting material for the preparation of
potentially bioactive compounds.

Kapil described the results of an investigation of pip-
erine activity against promastigote forms of Leishmania
donovani® More recently, Raay and co-workers
described encouraging data obtained in vivo testing
hamsters infected with L. donosani with piperine inter-
calated into mannose-coated liposomes.” Based on these
results, we tnvestigated the activity of this alkaloid and
of a series of derivatives on Trypanesoma cruzi, another
important protozoan parasite and the cause of Chagas’
disease (American irypanosomiasis) in humans, an
incurable infectious disease responsible for 21,000
deaths and 200,000 new cases annually in 15 Southern
Cone countries.'?

The most common treatment for this disease involves
two drugs, nifurtimox 8 and benznidazole 9 (Fig. 2),
which are active only during the acute and short-term
chronic phase. Benznidazole is now the only drug still
available since the production of nifurtimox was stop-
ped. Unfortunately, narrow therapeutic windows,
strong side effects, and variable drug susceptibilities
among T. cruzi strains result in low clinical efficacies for
these nitro derivatives.!! Thus, it is important to study
and develop new compounds with antitrypanosomal
activity, which may possess enhanced antiparasitic
activity associated with low toxicity. Natural products
have long been used as templates for the development of
new molecules, which may be useful against parasitic
diseases {e.g., quinine 10, Fig. 2, the antimalarial iso-
tated from Cinchona officinalis).*4?

This work is part of a research program aiming at the
use of abundant natural products in the synthesis of
new molecules with potential application as antipara-
sitic drugs. We previously reported the evaluation of
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Figure 2. Structures of nifurtimox 8, benznidazole 9 and quinine 16,

antiparasitic activity of curcumin (isolated from
Curcuma longa) and its derivatives on Leishmania ama-
zonensis."

We began our studies with the isolation of natural pip-
erine 1 from the powdered dry fruits of Piper nigrum
using the methodology described by Ikan,® and obtained
the amide in a very pure form in 7% yield. The isolated
product showed physical and spectrometric data iden-
tical to that reported in the literature 43

Firstly, piperine was tested against 7. cruzi epimastig-
otes. It showed a dose-dependent toxicity, with ¥Cy of
7.36 uM. This preliminary result encouraged us to pre-
pare a series of derivatives in order to determine the
chemical features present in piperine responsible for the
trypanocidal activity. We have carried out the satura-
tion of the 24-diene moiety as well as some chemical
transformations on the amide function and have also
prepared amides with different length side chains.

Scheme 1 shows the chemical transformations carried
out on I, affording derivatives 11-20. The saturated
derivative 11 was prepared from 1 by catalytic hydro-
genation of the conjugated double bonds.' The piperic
acid 13 was obtained from 1 in excellent yield through
basic hydrolysis.” Acid 13 was used as precursor of a
series of derivatives, the ester 14 and the amides 15-19,
through the intermediacy of the acyl chioride (13a)
prepared by treatment of 13 with oxalyl chloride,!” and
addition of the relevant alcohol or amine. The allylic
amine 12 was obtained as a single product by reduction
of 1 with diisobutylaluminum hydride.'

The derivatives of the cinnamic series (Scheme 2) were
obtained through classical Knoevenagel’s methodology
employing piperonal 20 as starting material.’ The cin-
namic acid 21 prepared in this way was used to prepare
amides 2 and 22. Piperamide 2 is a natural product
isolated by Loder et al. from Piper novae hollandie ®

Preparation of amide 3, an analogue with a seven car-
bon extended side chain, involved the synthetic route
shown in Scheme 3. This amide, named piperettineg, is a
natural product isolated from Piper nigrum and Piper
aurantiacum.*'> Amide 3 was prepared from 13 in five
steps, employing an Emmos-Horner reaction of alde-
hyde 24 with triethylphosphonoacetate,” which affor-
ded the ester 25 stereoselectively, in good yield with
E-configuration at A%, The reaction sequence from acid
26 to analogue 3 was similar to that employed for other
amides {Schemes 1 and 2). This synthetic path afforded
piperettine 3 in six steps from piperine 1, in 26% overall
yield.

The structures of all derivatives prepared in this work
{Schemes 1-3} were confirmed by IR, MS, 'H, and VC
NMR spectral data. The assignments are based on 2D
NMR experiments and comparison with literature val-
ues® ¥ and are consistent with the structures described.

Evaluation of the antiparasitic activity of the natural
product and its derivatives was carried by screening
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Scheme 1. Chemical transformations on piperine 1. Reagents and conditions: (a) ethyl acetate, Pd/C, Ha, 2h (90%); {(b) DIBAL-H. toluene. ~10 °C.
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Scheme 2. Preparation of cinnamic analogues of piperine. Reagents
and conditions: (a) malonic acid, pyridine. piperidine {cat.), reflux 3 h:
then HCl (aq). 0°C (85%); (b); (c) (COC),, 25 °C, 30 min (100%): then
CH.Cl,, piperidine. or morpholine, 0°C, 1 h (90%).
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their effects on the proliferation of T. cruzi Y-strain
epimastigotes grown in axenic culture.’? The most active
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compounds were also evaluated for their toxicity against
noninfected murine peritoneal macrophages and their
ability to reduce the number of intracellular amastigotes
in in vitro infected cells. The results are presented in
Table 1. The ICs values obtained for the compounds
tested were compared with those for benznidazole 9
(Fig. 2), the drug of choice for the treatment of Chagas’
disease.

Neither benznidazole nor piperine or any of the syn-
thesized derivatives interfered with the cellular viability
of noninfected macrophages up to the concentration of
20pM as judged by measurements of Trypan blue
exclusion and phagocytosis (not shown). As expected,
the 1Cs, values for benznidazole are similar to those
described previously for epimastigotes and intraceliular
amastigotes.??’ Piperine proved to be a potent T, cruzi
hibitor, being more toxic to intracellular amastigotes
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Scheme 3. Preparation of piperettine 3 from piperine 1. Reagents and conditions: {a) DIBAL-H, THF, —10°C, 1 h (60%%); (b) MnO;. THF . reflux, 3 h
{93%0); {c) Tricthylphosphonoacetate, THF, NaH, —15°C, 1 h {(90%); (d) KOH, CH;CH,O0H, 25°C; then HCI (aq), 0°C {90%); (e) (COCl),, 25°C.

30min; then CH,Cl;, piperidine, 0°C. 1 h (90%).
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Table 1. Growth inhibition of T. cruz7 {(epimastigotes and amastigotes)
for benznidazole, piperine and its derivatives

Compound Epimastigotes ICsy (pM)  Amastigotes ICs, (pM)
1 7.36 491
2 >96.52 NT?
3 10.67 7.40
9 2.20 2.58
1t 19.41 11.52
12 17.49 9.63
13 >114.67 NT
14 >8333 NT
15 >8] .43 NT
16 >635.61 NT
17 14.85 777
18 56.13 5.71
19 >83.33 NT
22 »95.78 NT

“NT: Not tested.

than epimastigotes. The apparently higher potency on
amastigotes may be explained by its preferential uptake
by tissue culture cells or by a greater capacity of intra-
cellular amastigotes to fluid-phase pinocytosis,” Among
the derivatives prepared, acid 13 and ester 14 did not
show activity at the maximum dose on epimastigotes,
evidence for the need for a nitrogen-containing function
for activity. Amides 2, 15, 16, 19, and 22 were also
shown to be inactive against epimastigotes at the dosage
tested. Derivatives 2, 13-16, 19, and 22 were not eval-
uated against amastigotes. The loss of toxicity observed
for amide 2 clearly demonstrates the importance of the
extended carbon side chain in the original molecule,
corroborated by the maintenance of toxicity by piper-
ettine 3 against ¢pimastigotes and amastigotes (Table 1).
Removal of the double bonds (derivative 11) did not
interfere significantly with activity, suggesting that
conjugation is not essential for trypanocidal activity.
Surprisingly, changing the piperidine moiety of the
natural product for diisopropyl (17) or morpholyl
groups (18) produces loss of activity on epimastigotes
but does not interfere significantly with toxicity against
intracellular amastigotes. Finally, reduction of the car-
bonylamide group of piperine gave the allylic amine 12,
which fetained significant toxic effects against the par-
asites, showing that the carbonyl group is not important
for the toxic effect. In conclusion, we have synthesized a
series of piperine derivatives, which behave as potent
inhibitors of the proliferation of T. cruzi parasites, and
which may be considered suitable template compounds
for the design of new and more potent drugs for the
treatment of Chagas’ disease,
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