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RESUMO

LOPES, Natalia Drumond. Sintese de derivados da amida natural piperina e avaliacao da
atividade inseticida contra larvas de Aedes aegypti. 2011. 89p. Dissertacao (Mestrado em
Quimica, Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas. Departamento de Quimica.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2011.

Este trabalho estd inserido numa linha de pesquisa que visa a utilizacdo de produtos naturais
abundantes e acessiveis como prototipo para sintese de novas moléculas com potencial
atividade bioldgica. A piperina é a amida majoritdria, extraida com altos rendimentos dos
frutos secos de Piper nigrum. Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa constataram
atividade antiparasitaria frente ao Tripanosoma cruzi para piperina e uma série de andlogos
(amidas, oxadiazdlicos e mesidnicos) e atividade inseticida contra espécies de dipteros
muscéides. Além disso, a literatura apresenta diversos andlogos com atividade inseticida.
Descrevemos aqui uma série de amidas derivadas da piperina substituindo o anel piperidinico
por outras amidas ciclicas. Além de outra série com redugao das insaturacdes da piperina e
substituicdes no anel aromatico. Todos os compostos foram caracterizados pelos métodos
convencionais de andlise IV, CG-EM e RMN e avaliados quanto a atividade inseticida frente
a larvas de Aedes aegypti utilizando metodologia recomendada pela Organizagdo Mundial de
Saude. Os resultados obtidos evidenciaram a tetraidropiperina (5-(benzo[d][1,3]dioxol-s-il)-1-
(1-piperidinil)-pentamida) como a substancia com melhor perfil de atividade. Os resultados
sdo satisfatérios diante de outros produtos naturais com atividade larvicida encontrados na
literatura.

Palavras-chave: piperina. inseticidas naturais. Aedes aegypti.



ABSTRACT

LOPES, Natalia Drumond. Synthesis of amide derivatives of natural piperine and
evaluation of insecticidal activity against larvae of Aedes aegypti. 2011. 89p. Dissertacdo
(Mestrado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas. Departamento de
Quimica. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2011.

This work is part of a research project which investigates the use of abundant and accessible
natural products in the synthesis of new molecules with potential biological activity. Piperine
is an amide extracted with high yelds from the dry fruits of Piper nigrum. Recent studies,
carried out in our laboratory, showed antiparasitic activity against Trypanossoma cruzi for
piperine and for a series of its derivatives and analogues. Insecticidal activity against muscoid
dipteran species was also observed, which had already been described in the literature for
other piperine analogues. We describe the synthesis of a series of amide derivatives of
piperine replacing the piperidine ring with other cyclic amides. We also describe another
series developed by reduction of the double bonds of piperine together with reactions on the
aromatic ring. All compounds were characterized by conventional methods of analysis (IR,
NMR, GC-MS) and evaluated for their toxic effects against Aedes aegypti larvae through
methodology recommended by the World Health Organization.

The results obtained show that tetrahydropiperine possesses the best activity profile. The
results are satisfactory considering other natural products with larvicidal activity reported in
the literature.

Key-words: piperine. Natural insectides. Aedes aegypti.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

BOD = Biochemical Oxygen Demand

CCDA = Cromatografia de Camada Delgada Analitica
CG-EM = Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectro de Massas
Clso = Concentrag¢do Inibitéria de 50%

CLso = Concentragdo Letal de 50%

d = dupleto
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1. INTRODUCAO

1.1. O produto natural: Piperina

A amida natural piperina 1 (N-piperidinil-5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-
pentadienamida) € o principal constituinte quimico de Piper nigrum L. (Piperaceae),
ocorrendo em maior propor¢do nos frutos da planta (Semler & Gross, 1988), e é conhecida
popularmente como pimenta do reino. Piper nigrum L. (Figura 1) tem seu uso bastante
difundido na medicina popular da India, pais de onde é origindria, sendo que no Brasil seu
principal uso € como condimento. Hoje, esta planta é cultivada em mais de 100 municipios
nos Estados do Pard, Espirito Santo, Bahia, Maranhdo, Ceard, Paraiba e, recentemente, no
Estado do Amapad, alcancando o Brasil no ano de 2004 uma producao de 30.000 toneladas por
hectare/ano (Duarte & Albuquerque, 2005).

Figura 1: Plantacdo de Piper nigrum L.

Outro ponto relevante em relacdo a este produto natural é a sua abundancia, sendo
extraido com rendimentos de cerca de 3-7%, a partir dos frutos secos da planta (Ikan, 1991).
Além disso, devido a maior ocorréncia da amida nos frutos, a pimenta do reino constitui-se
como uma fonte renovével para esta substancia, visto que com manejo adequado pode-se
realizar vdrias colheitas no ano sem comprometer a planta.

No que diz respeito as propriedades fisico-quimicas da piperina, a molécula apresenta
carbonos e hidrogénios, com duas funcdes éter e uma funcdo amida N,N -di-substituida. Isso
quer dizer que a molécula é quase apolar e, portanto, quase insolivel em dgua. De fato, é
solivel em éter, dlcool, cloroférmio e em solventes apolares. Para estruturas organicas
complexas, é com freqiiéncia dificil prever a solubilidade, mas, de uma forma geral, quanto
maior a cadeia carbOnica e quanto menos grupos polares, menor € a sua solubilidade em
solventes fortemente polares, como a dgua (Merck, 1996).

O estudo da piperina no meio cientifico, principalmente no que diz respeito as suas
atividades bioldgicas € amplamente encontrado na literatura como podemos observar na
revisdo realizada por Singh & Duggal (2009).



1.2. Estudos sobre atividades farmacolégicas da piperina

A piperina preenche os requisitos essenciais para utilizacdo como molécula protétipo
e/ou precursora para o desenvolvimento de novas drogas: abundancia, presenca em fonte
renovavel, facil isolamento, variadas atividades bioldgicas constatadas, além de possuir
funcionalidades possiveis de sofrerem variadas manipulacgdes sintéticas (Ribeiro, 2004).

Existe um nimero extremamente vasto de trabalhos na literatura onde a piperina foi
avaliada frente a diferentes modelos de atividade biolégica. Alguns destes serdo discutidos a
seguir.

Em 2007, foi investigado o efeito antidepressivo da piperina em ratos expostos a um
procedimento de estresse cronico suave. A administracdo da piperina foi repetida por 14 dias
em doses de 2,5; 5 e 10 mg/Kg, sendo observada a inversao do estresse cronico induzido (Li
et al., 2007).

Outro trabalho encontrado na literatura trata do efeito anti-hipertensivo da piperina.
Foi observado que a administragdo intravenosa de piperina em dosagens variando de 1 a 10
mg/Kg diminuiu a pressdo arterial principal em ratos anestesiados a pressdo normal. A dose
elevada de 30 mg/Kg ndo causou nenhuma mudancga da pressao arterial principal (Taqvi et al.,
2008).

Em 2009, foi induzida asma em ratos Balb/c por sensibilizacdo com a ovalbumina. A
piperina foi administrada oralmente (4,5 e 2,25 mg/Kg) cinco vezes por semana durante 8
semanas e verificou-se que os grupos tratados com piperina tinham suprimido a infiltracao
dos eosinofilos, inflamacao das vias respiratdrias alérgicas e estas ocorreram por supressao da
producdo de interleucina-4 e interleucina-5, imunoglobina E e histamina (Kim & Lee, 2009).

Encontram-se também na literatura trabalhos relacionados com a atividade
antibacteriana desta amida natural, como por exemplo, o efeito inibitério da piperina em
bactérias relacionadas a cdrie e glucana na placa bacteriana in vitro. A piperina apresentou
efeito inibitério maior que 40% sobre glucana solivel (Li & Liu, 2008).

Em revisdo recente descrita por Singh & Duggal (2009) encontram-se também
trabalhos com atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, hepatoprotetiva e
inseticida.

1.3. Trabalhos envolvendo modificacoes estruturais na piperina

Além das diversas atividades bioldgicas associadas a piperina, entre estes trabalhos
destacam-se alguns que, além de evidenciarem o efeito da piperina, mostraram também o
efeito de derivados e andlogos, visando tracar um perfil de relagdo estrutura-atividade (REA)
para os modelos estudados.

A piperina é composta por um grupo 1,3-benzodioxol (subunidade A), ao lado de uma
cadeia de acido pentadiendico (subunidade B) e a por¢do amina piperidinil (subunidade C)
(Figura 2).
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Figura 2: Estrutura da piperina dividida por seus grupamentos funcionais.



Em trabalho recente, foram realizadas modifica¢cdes na subunidade C, substituindo o
anel piperidinico por outras aminas alifaticas e aromadticas; avaliaou-se a influéncia desses
substituintes em co-administracdo com ciprofloxacina na atividade de bomba de efluxo
global. Esta avaliac@o foi realizada frente a cepa resistente de Staphylococcus aureus 1199.
As moléculas apresentadas na Figura 3 reduziram a concentra¢do inibitéria minima da
ciprofloxacina em quatro vezes, com atividade comparavel a outros inibidores da bomba de
efluxo ja descritos na literatura, por exemplo, reserpina, dcido cersdnico e verapamil
(Sangwan et al., 2008).
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Figura 3: Estrutura das moléculas mais ativas contra a cepa resistente de S. aureus (Sangwan
et al., 2008).

Em 2010 também foram realizadas modificacdes estruturais na subunidade C (Figura
2), utilizando diversos ésteres de aminodcidos em acoplamento com a piperina; a atividade
citotoxica destes novos derivados contra linhagens de células de cancer humano foi avaliada.
Esses derivados sintetizados tém a vantagem de serem mais soliveis em dgua do que a
piperina. Para os derivados que possuem metil 7, isopropil 8 e isobutil 9 na cadeia lateral,
como L-alanina, D-valina e L-leucina conjugados com a piperina, foi observada uma
atividade citotéxica de 10-90%. Especialmente a molécula 10, que possui um anel
heterociclico na cadeia lateral como a histidina, mostrou uma grande inibi¢do de crescimento
(91%) contra a linhagem de células de cancer de prdstata DU-145; a Cls foi de 21 uM (Rao
et al., 2010) (Figura 4).



COOMe COOMe

z@M* 3@“*

Figura 4: Estrutura dos ésteres de aminoacidos com atividade citotéxica contra
linhagem e células de cancer humano (Rao et al., 2010)

Em trabalho quimicamente similar ao descrito anteriormente foi sintetizada uma série
de ésteres metilicos de aminodcidos acoplados a piperina, modificacdo na subunidade C, que
foram avaliados quanto a atividade sobre formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
donovani. Todos os compostos apresentaram maior atividade do que a piperina ou o éster de
aminodcidos. Na Figura 5 encontra-se a estrutura da amida do dcido piperinico com o éster
metilico da valina 11, que foi o composto mais ativo, apresentando Clsyp = 0,075 mM contra as
formas amastigotas. Este composto foi posteriormente avaliado, in vivo, em hamsters (Singh
et al., 2010).
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Figura 5: Amida do 4cido piperinico com o éster metilico da valina
(Singh et al., 2010)

Em trabalho desenvolvido por nosso grupo em 2004, derivados da piperina 1,
alterando a subunidade C, foram sintetizados (Figura 2, pagina 2), gerando novas amidas;
também foram introduzidas modificagdes na subunidade B, reduzindo as duplas ligacdes ou o
grupamento carbonila e aumentando ou diminuindo a cadeia alifdtica. Esses derivados,
apresentados na Figura 6 (pagina 5), foram avaliados quanto a atividade antiparasitdria
contra Trypanosoma cruzi. A piperina 1 apresentou atividade antiparasitdria contra formas
epimastigotas com Clsy = 7,36 uM. Este resultado motivou a avaliacdo de outros derivados
sintetizados. O acido piperinico 12 e o éster derivado 13 ndo apresentaram atividade toxica
em dose maxima para formas epimastigotas, o que levou a concluir que a presenca do
nitrogénio € importante para atividade estudada (Ribeiro et al., 2004).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa, motivado por dados descritos na literatura,
sobre a atividade antitumoral da piperina in vitro frente as culturas de células 929, linfoma
de Dalton (DLA) e do carcinoma ascitico de Ehrlich (EAL) (Sunila & Kuttan, 2004),
sintetizou uma série de andlogos a amida natural, e investigou suas atividades citotoxicas
frente ao carcinoma de Ehrlich. A Figura 7 (pagina 5) mostra as estruturas das amidas 18, 19
e 20, as mais ativas nas avaliagOes realizadas (Barreto-Junior, 2005; Pissinate, 2006).
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Figura 6: Piperina e derivados sintéticos avaliados contra T.cruzi (Ribeiro et al., 2004)
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Figura 7: Derivados e andlogos da piperina que apresentaram maior atividade citotoxica
contra o carcinoma de Ehrlich (Barreto-Junior, 2005; Pissinate, 2006).

Em trabalho recente, o provavel mecanismo de acdo antitumoral de amidas desta
familia foi descrito, agindo na inibicdo de histonas desacetilases (HDACs), enzimas que
desempenham papel importante no processo de diferenciacao celular (Luo et al., 2011).

Ainda descrevendo trabalho desenvolvido por nosso grupo, em 2008 foi realizada a
sintese de novos compostos mesionicos do tipo cloretos de 1,3,4- tiodiazélico-2-fenilamina,
derivados da piperina, combinando assim o mesionico com a parte da amida natural, tendo em
mente o conceito de hibridizacdio molecular (Viegas-Junior et al., 2007), que é uma
ferramenta util na concepcdo de novos derivados bioativos. Os efeitos toxicos desses
compostos foram avaliados contra diferentes formas evolutivas de Trypanosoma cruzi e
também contra células hospedeiras. Primeiramente, foi avaliado o efeito anti-proliferativo de
nove derivados em formas epimastigotas de T.cruzi, tendo sido obtida Clsy entre 0,64 e
113,06 uM. Os quatro derivados 21, 22, 23 e 24 que apresentaram melhores resultados foram
avaliados contra macréfagos murinos; os resultados mostram um perfil mais seletivo para o
derivado 24 (Figura 8) (Ferreira et al., 2008).
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Figura 8: Compostos mesionicos com atividade biolégica contra 7. cruzi

(Ferreira et al., 2008)

1.4. Atividade inseticida da piperina e derivados

A variedade de atividades bioldgicas exibidas pela piperina é bastante ampla. Tao
antiga quanto a utilizacdo de pimenta do reino como condimento € o conhecimento de suas
propriedades inseticidas, que sé foram cientificamente constatadas em 1924 (Scott &
Mckibben, 1978). Desde entdo, vérias pesquisas seguiram-se com o intuito de identificar as
substancias responsdveis por estas atividades. Em trabalho realizado por nosso grupo de
pesquisa, foi avaliado o potencial da piperina 1, da tetraidropiperina 14 e da amida cinamoil
17 (Figura 9) frente a duas espécies de dipteros muscéides, Lucilia cuprina e Musca
domestica, apresentando atividade t6xica relevante para a tetraidropiperina, com Clso = 16,25
e 7,65 pg/mosca, respectivamente, em 24 horas apds o tratamento (Barbieri et al., 2007).
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Tetraidropiperina 14 Amida Cinamoil 17

Figura 9: Substancias avaliadas quanto a atividade inseticida contra Lucilia cuprina e
Musca domestica (Barbieri et al., 2007).

Em 2002, foi avaliada a atividade inibitéria exibida por amidas isoladas de Piper
nigrum contra larvas dos mosquitos Culex pipiens pallens, Aedes aegypti e Aedes togoi, que
sao vetores de diversas doengas infecciosas, com resultados extremamente interessantes (Park
et al., 2002).
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Em 2000, foi relatada a atividade inseticida da piperina 1 e de amidas anédlogas 25 e 26
(sintetizadas a partir da mesma) sobre diferentes espécies de insetos: Ascia monuste orseis
Latr, Acanthoscelides obstectus Say, Brevicoryne brassicae L, Protopolybia exigua D e
Cornitermes cumulans K. (Figura 10) (De Paula et al., 2000).

Figura 10: Amidas N,N-dissubstituidas que demonstraram maior atividade inseticida sobre A.
monuste orseis L. (De Paula et al., 2000).

Em outro trabalho € apresentada a sintese e a avaliagdo da toxicidade das amidas 27,
28, 29, 30, 31 e 32, andlogas a piperina, frente a larvas de Ascia monuste orseis Godart
(Lepidoptera: Pieridae) e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Figura 11). Nas faixas de concentracdo testadas para a amida N-isopropil (27), foram obtidos
intervalos mais estreitos de resposta para A. monuste orseis variando de 10~ a 1 mg/ml; para
S. frugiperda o intervalo de resposta variou de 107 a 10 mg/ml. Dentre os compostos testados
para ambas as espécies, a amida N-isopropil foi a que se mostrou mais promissora como
inseticida, por ter se mostrado mais toxica para as duas espécies avaliadas (Estrela et al.,
2003).

a) i-NaOH, AgNOQO;,
R = CH,CH,CH(CH,), 28 0
ii- neutralizagdo; 82%;

R = CH,[CH,L,CH; 29
b) (COCl),, THF, 25°C, 6H;

o) R
R = CH,[CH,L,CH, 3() < |

¢) amina correspondente,
R=CH,CH, 31 ©

THF, 60°C, 1,5h
R = CH,[CH,1.CH, 32

Figura 11. Esquema da reacao de obten¢ao das amidas avaliadas quanto a atividade téxica
frente a larvas de A. monuste orseis e S. frugiperda (Estrela et al., 2003).

A discussdo a respeito dos inseticidas é de grande complexidade no meio cientifico,
visto que homens e insetos competem, na maioria das vezes, pelos mesmos espacos e
alimentos. O homem vem buscando formas de vencer esta competi¢do. O meio mais utilizado
tem sido o controle quimico dos insetos, através do uso de substancias de origem natural ou
sintética, que apresentem efeitos toxicos sobre o inseto. O grande perigo desta estratégia
reside no fato de que, ao tentar envenenar seus adversarios, o homem tem causado sérios
danos a si préoprio e ao planeta. Diante desta situacdo, pesquisadores acreditam que no futuro
os inseticidas sintéticos serdo substituidos pelos inseticidas originados de produtos naturais.
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1.5. A necessidade do uso de pesticidas

A FAO (Food and Agriculture Organization), entidade que faz parte da estrutura da
ONU (Organizagao das Nacdes Unidas) define os pesticidas como: “Qualquer substancia ou
mistura de substancias destinadas a prevenir, destruir ou controlar pragas, incluindo vetores
de enfermidades de animais e seres humanos que prejudiquem ou interfiram na produgdo,
processamento, estocagem, transporte ou comercializacdo de alimentos, produtos agricolas,
madeira e produtos da madeira, ou racdes para animais, ou aqueles que podem ser
administrados em animais para controle de insetos, aracnideos, ou outras pragas internas ou
externas a seus corpos. O termo inclui substincias destinadas ao uso como reguladores de
crescimento de plantas, desfolhantes, dessecantes, agentes inibidores, ou agentes destinados a
prevenir a queda prematura de frutas, e substincias aplicadas a culturas, tanto antes como
depois da colheita, para prevenir a deterioracdo durante a estocagem ou transporte”
(Schneider & Moragas, 2003).

Ao longo de histéria, varios tipos de pragas, como insetos, ervas daninhas, bactérias,
roedores, e outros organismos biolégicos, aborreceram os humanos ou ameacaram sua sadde.
Pessoas tém usado pesticidas ha milhares de anos tentando controlar estas pragas (Wheeler,
2002).

Os pesticidas sdo substancias largamente utilizadas na agricultura e nos lares, pois a
primeira vista pareceu ser a melhor solucdo, mas experiéncias mostraram que, ao longo do
tempo, os insetos passaram a ser tolerantes ao tratamento intensivo com pesticidas. Podemos
enumerar diversos fatores que tém servido de estimulo ao desenvolvimento de substancias
aplicaveis no controle quimico dos insetos, dentre os quais destacam-se:

® A grande competi¢do entre 0 homem e os insetos por alimentos, € as grandes perdas
de produtividade em diversos tipos de culturas ao redor do mundo;

® As perdas de produtividade dos rebanhos devido a ac@o de insetos e outros parasitas
hematéfagos; a transmissdo de inimeras doencas e infec¢des tendo como vetores os
insetos;

® O desenvolvimento de resisténcia por alguns insetos aos inseticidas disponiveis no
mercado.

Deve-se destacar que o desenvolvimento e o uso de inseticidas representam gastos da
ordem de bilhdes de délares num esfor¢o de controlar os insetos (Hirata, 1995).

Dentre as doencas transmitidas por vetores, destacamos o dengue, transmitido pelo
mosquito do género Aedes, que vem preocupando as autoridades sanitdrias de todo mundo
pela vasta distribui¢ao nas regides tropicais e subtropicais.

1.6. O dengue

O dengue caracteriza-se como uma doenca febril aguda, que pode ser de curso benigno
ou grave, dependendo da forma como se apresente: infec¢do inaparente, dengue clédssico
(DC), febre hemorrdgica da dengue (FHD) ou sindrome do choque da dengue (SCD).
Atualmente, € a mais importante arbovirose que afeta o ser humano e constitui sério problema
de satde publica no mundo (Guia de Vigilancia Epidemioldgica, Ministério da Satude, 2005).

E uma doenga transmitida por mosquitos do género Aedes, sendo incriminadas varias
espécies do subgénero Stegomyia (Aedes aegypti, Aedes albopictus e Aedes polynesiensis),
nas quais o virus foi encontrado in natura (Bancroft, 1906). O mais importante vetor de

dengue, entretanto, € o Aedes aegypti. O Aedes albopictus ¢ um vetor de importancia
secunddria na Asia (Braga & Valle, 2007). E uma infeccdo que vem preocupando as



autoridades sanitdrias de todo o mundo, em virtude de sua circulacdo nos cinco continentes e
grande potencial para assumir formas graves e letais.

No Brasil, ha referéncias de epidemias de dengue em 1916, em Sao Paulo, e em 1923,
em Niter6i, sem diagndstico laboratorial. A primeira epidemia documentada clinica e
laboratorialmente ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista - RR, causada pelos sorotipos 1 e 4.
A partir de 1986, foram registradas epidemias em diversos estados, com a introducdo do
sorotipo 1. A introducdo dos sorotipos 2 e 3 foi detectada no Rio de Janeiro, em 1990 e 2000,
respectivamente. O sorotipo 3 apresentou rdpida dispersao para 24 estados do pais no periodo
de 2001-2003. As maiores epidemias detectadas até 0 momento ocorreram nos anos de 1998 e
2002, com cerca de 530 mil e 800 mil casos notificados, respectivamente
(www.portal.saude.gov.br).

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Satide, do Ministério da Saude, até a semana
epidemioldgica 26 de 2011 (que corresponde ao periodo de 26/06 a 2/07/2011) foram
notificados no Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo-SINAN, 715.666 casos suspeitos
de dengue. Nesse informe, sdo considerados como casos de dengue tanto as notifica¢des ja
confirmadas como aquelas ainda sob investigacdo, por se tratarem de casos provaveis da
doenca ocorrida no Brasil (www.portal.saude.gov.br).

Tanto Ae. aegypti quanto Ae. albopictus sdo importantes vetores de arbovirus para o
homem. Ambas sdo espécies exéticas que chegaram ao continente americano apos
desenvolverem, em seus ambientes primdrios, grau significante de sinantropia. Geralmente, a
ocorréncia de epidemias de dengue esta diretamente relacionada com a presenca e a densidade
de seus vetores (Rodhain & Rosen, 1997).

1.7. Aedes aegypti

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Figura 12) é um mosquito origindrio da Africa,
onde existem populagdes selvagens e domésticas. Originalmente descrito no Egito, o que lhe
conferiu seu nome especifico (Aedes aegypti), ele tem acompanhado o homem em sua
permanente migracdo (Nelson, 1986).

O Ae. aegypti foi reconhecido como transmissor da febre amarela em 1881, por Carlos
J. Finlay. Em 1906, Brancroft publicou as primeiras evidéncias de que o mosquito também
era o vetor de dengue, fato posteriormente confirmado por Agramonte, em 1906, e por
Simmons, em 1931 (Martinez, 1990). Provavelmente, esse vetor foi introduzido nas Américas
a bordo de barcos vindos da Europa, que cruzavam o Atlantico durante as primeiras
exploracdes e colonizacdes européias ao Novo Mundo (Bisset, 2002). Os primeiros registros
de sua identificacdo em terras do Brasil foram em 1898, por Lutz, e em 1899, por Ribas
(Franco, 1969).

Figura 12. Aedes aegypti, o mais importante vetor da dengue.



1.8. Controle de vetores

O controle do vetor é imprescindivel para prevenir diversas doencas — entre as quais a
dengue € o melhor exemplo — parte integrante de muitos programas de saide, como o0s
dirigidos a prevencdo e controle da maldria e das leishmanioses. O papel do controle de
vetores em Sadde Publica é prevenir a infec¢do mediante o bloqueio ou reducdo da
transmissdo, sendo seus principais objetivos:

e Manejar os problemas existentes, como surtos, epidemias, alta mortalidade e alta
morbidade.
e Prevenir epidemias ou a re-introducao de doencas.
e Reduzir os fatores de risco ambiental da transmissao.
Para que esses trés objetivos sejam alcancados, € necessario contar com informagdes sobre o
hospedeiro humano, a doenga, o vetor e o ambiente; e dispor dos recursos necessarios para
aplicacdo oportuna (Braga et al., 1999).

O controle efetivo dos vetores ndo pode depender de um sé método. Ao contrario,
deve-se dispor de vérias alternativas, adequadas a realidade local, que permitam sua execucao
de forma integrada e seletiva.

O controle (ou manejo) integrado trata do planejamento unificado de controle, de
acordo com as condi¢des ambientais e a dindmica populacional do vetor (Braga et al., 1999).

Sao selecionados os métodos de controle apropriados se as populacdes do vetor sdo
mantidas em niveis que ndo causam dano a saude (Organizacion Panamericana de La Salud,
1995).

Os componentes do controle integrado de vetores incluem vigilancia, redugdo da fonte
(ou manejo ambiental), controle bioldgico, controle quimico com uso de inseticidas e
repelentes, armadilhas e manejo da resisténcia a inseticidas (Rose, 2001).

O manejo ambiental lanca mao de medidas para eliminar o vetor ou seus focos, ou,
ainda, para impedir o contato homem-vetor, como a eliminac¢ao de criadouros, a drenagem e a
instalacdo de telas em portas e janelas. O controle biolgico de mosquitos inclui o uso de
varios predadores, invertebrados aquaticos (como Toxorhynchites ou copépodos) ou peixes
(Gambusia sp. e outros) que comem larvas e pupas. Entre as medidas de controle biolégico,
também se encontram o uso de patégenos, como o fungo Lagenedium giganteum, e de
parasitas, como os nemadatodeos (Romanomermis culicivorax e R. iyengari) (Rose, 2001).
Virios agentes de controle bioldgico apresentaram um bom potencial para suprimir
populacdes de mosquitos, como o peixe predador Gambusia affinis (Hoy, 1985), as bactérias
patdgenas Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)(Mulla et al., 1982) e Bacillus sphaericus
(Bs)(Mulligan et al., 1980) e o fungo patégeno Metharizium anisopliae (Scholte et al., 2003)

1.8.1. Controle por inseticidas quimicos

O controle quimico, com inseticidas de origem organica ou inorganica, ¢ uma das
metodologias mais adotadas como parte do manejo sustentdvel e integrado para o controle de
vetores em Saude Publica (Rose, 2001).

O desenvolvimento de inseticidas que permanecem ativos por periodos longos foi um
dos mais importantes avangos no controle de insetos acontecidos no século XX. O primeiro
inseticida de efeito prolongado, ou propriedade residual, foi o [1,1,1-tricloro-2,2-bis-(p-
clorofeniletano)] DDT 33, (Figura 13), um organoclorado desenvolvido durante a Segunda
Guerra Mundial que, quando aplicado em paredes e tetos de casas, permanecia ativo contra os
insetos por varios meses (Lourenco-de-Oliveira et al., 2003)

Sua producio foi incentivada pela industria de dlcalis (soda cdustica), que tinha como
principal subproduto o gés cloro. Esse gds, quando livre na atmosfera, torna-se extremamente
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indesejado, pois pode ser letal ao provocar asfixia e irritacdo das mucosas (Lara & Batista,
1992).

CCly

33
Cl Cl

Figura 13. Estrutura quimica do DDT 33.

Os outros compostos organicos pertencem, principalmente, aos grupos dos
organofosforados, carbamatos ou piretréides. Todos esses grupos atuam sobre o sistema
nervoso central dos insetos e tém sido usados nos programas de controle de doencas
transmitidas por vetores (Palchick, 1996).

1.8.1.1. Organoclorados

Em 1940, Paul Mueller, da companhia suica GEISY, observou que o DDT, sintetizado
por Zeidler em 1874, era um potente inseticida. A sua pronunciada propriedade inseticida,
aliada a baixa solubilidade em 4gua, alta persisténcia e sua forma de acdo, desconhecida até
aquele momento, propiciou resultados verdadeiramente notdveis e seu uso rapidamente se
expandiu. Durante a Segunda Guerra Mundial, na Itdlia, o DDT em p6 foi pulverizado na pele
da populacdo para prevenir epidemias de tifo transmitidas por piolhos, que causavam alta
mortalidade. Ele foi usado, também, em grandes dreas do globo terrestre para eliminar o
mosquito vetor da maldria (Flores et al., 2004).

Em 1948, o entomologista suico Paul Muller foi premiado com o Nobel de Medicina
pela descoberta da utilidade do DDT no controle dos vetores de maldria, febre amarela e
muitas outras doencas (ipmworld.umn.edu/chapters/ware.htm)

Mais tarde, o DDT foi utilizado no controle de pragas da agricultura, particularmente
em colheitas com alto rendimento (Flores et al., 2004).

Embora o modo de acdo do inseticida nunca tenha sido claramente estabelecido, sabe-
se que ele atua no canal de sédio, provavelmente mantendo-o aberto e destruindo o equilibrio
de ions sédio e potdssio dos axdnios, impedindo, assim, a transmissdo normal de impulsos
nervosos em insetos e mamiferos. Seu efeito € inversamente proporcional a temperatura:
quanto mais baixa a temperatura, mais toxico € o DDT para os insetos (Braga & Valle, 2007).

O problema surgiu quando o DDT, a semelhanca de todos os organoclorados, teve sua
eficdcia reduzida, obrigando o uso de dosagens cada vez maiores. Por esse motivo, procurou-
se desenvolver, em grandes laboratérios especializados, formulas que se caracterizassem por
maior eficicia e maior biodegradabilidade (Flores et al., 2004).

Embora o controle quimico de pragas tenha reduzido o indice de doengas para homens
e animais e incrementado a produgdo agricola, estes agentes quimicos podem permanecer
ativos no meio ambiente por longos periodos, afetando os ecossistemas. Os efeitos desses
agentes ao longo do tempo representam um grande risco para a saude publica, sendo
necessarios 0 monitoramento e a vigilancia desses produtos em dguas, solos, alimentos e ar
(Flores et al., 2004).

A publicacdo de trabalhos relacionados ao DDT relatando a presenca da substincia no
leite materno e sua associacdo com a ocorréncia de cancer em humanos (Wolff et al., 1993)
fez com que a OMS encomendasse a um grupo de especialistas, reunidos em comité, a revisao
completa da literatura sobre o inseticida. As conclusdes desse comité, apresentadas em 1993,
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foram no sentido de que, “... em decorréncia da falta de evidéncia suficiente e convincente
acerca dos efeitos adversos da exposicdo ao DDT pelas aplicagdes residuais para controle de
vetores, ndo existe justificativa toxicoldgica ou epidemioldgica para alterar a politica de uso
do produto no controle da maléria e leishmaniose” (WHO, 1995). O documento, entretanto,
sugere que os paises ainda usudrios do DDT facam a substitui¢do por outros inseticidas,
deixando de considerd-lo como tnica possibilidade.

Atualmente, varios pesquisadores que trabalham no controle da malédria advogam o
uso do DDT em paises com alta transmissdo e que nao dispdem de condi¢cdes monetdrias de
adquirir outro produto com efeito similar (Roberts et al., 2000). Durante a reunido do Comité
Intergovernamental em Contaminantes Organicos Persistentes (Cicop) na Africa do Sul, no
final de 2000, cuja finalidade era estabelecer um acordo internacional que permitisse
implementar ac¢Oes relativas aos compostos organicos persistentes (COP), resolveu-se, dada
sua importancia para a Satde Publica, pela ndo-inclusdo do DDT na lista de COP aos quais
haviam sido impostas restricdes. Essas recomendacdes devem perdurar até que se estabeleca
uma politica de substituicdo do inseticida nos paises usudrios. Para tanto, foi discutida a
necessidade da defini¢do de prazos e apoio financeiro, visto que, geralmente, os paises que
continuam a usar o DDT nd@o possuem recursos para arcar com os custos de sua substituicao
(Braga & Valle, 2007).

1.8.1.2. Organofosforados e Carbamatos

Os inseticidas carbamatos e organofosforados sdo compostos anticolinesterdsicos, com
variado grau de toxicidade para o ser humano. Estas substancias vém sendo amplamente
utilizadas como inseticidas, fungicidas e parasiticidas na agricultura, desde a II Guerra
Mundial (Murphy, 1996; Soares, 1998). Sdo os inseticidas mais utilizados na agricultura e nos
ambientes domésticos desde a década de 1990 até os dias atuais. Além do amplo emprego
como pesticidas, alguns organofosforados tém potencial medicamentoso, com ag¢des que 0s
tornariam passiveis de serem utilizados no tratamento do glaucoma e da miastenia gravis,
embora sejam subutilizados, por serem medicamentos de risco, tendo sua dose téxica proxima
a dose terapéutica. Estes compostos sdao ainda utilizados em sadde publica no controle do
vetor da maldria e de outras doengas, como a dengue (Namba, 1971; Carlton et al., 1998).

O organofosforado temephos (34, Figura 14), registrado nos EUA em 1965, para
utilizacdo em agricultura e controle de mosquitos, € o larvicida desse grupo com uso
generalizado no controle de larvas de mosquitos, recomendado pela OMS para uso em 4gua
potavel (Chavasse & Yap, 1997).

HsCO__ P//S
~

o o}
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Figura 14: Estrutura quimica do temephos 34

Os organoclorados eram, até 1957, os compostos mais usados como pesticidas.
Entretanto, a partir daquele ano, levando-se em consideragao sua persisténcia ambiental e, por
outro lado, o reconhecido potencial inseticida e a menor persisténcia ambiental dos
organofosforados (OF), os organoclorados foram sendo substituidos, inicialmente pelos
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organofosforados e, posteriormente, em parte pelos carbamatos. Até a década de 90, mais de
200 compostos organofosforados e mais de 25 compostos carbamatos sdo produzidos e
comercializados (Murphy, 1996), sendo as principais classes de pesticida utilizado nos
Estados Unidos e em todo o mundo, movimentando bilhdes de délares anualmente (Carlton et
al., 1998). Atualmente, os carbamatos sdo pouco utilizados e a producdo da maior parte foi
descontinuada.

Dentre os indmeros compostos da classe dos organofosforados, os que mais se
destacam sdo: paration 35, diclorvos 36 e malation 37 (Figura 15).
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| / \/ Hs
OH HsC
35 36
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Figura 15. Estruturas quimicas de compostos da classe dos organofosforados (Murphy,
1996)

Um carbamato de propriedades inseticidas conhecidas mundialmente é o Sevin 38
(Esquema 1). Este composto é obtido a partir da reacdo do a-naftol 39 com isocianato de
metila 40, um gas muito téxico, o qual fora responsavel pela morte de 1.800 pessoas por
envenenamento ocasionado por vazamento numa fdbrica indiana de produgdo de Sevin

(Solomons, 1996).
O

Vi 6‘ . 6‘

Isocianato de metila 40 naftol Sevin

Esquema 1. Reagdo de producdo do carbamato mundialmente conhecido como Sevin
(Solomons, 1996)

Os organofosforados atuam inibindo a Acetilcolinesterase (AChE), importante enzima
do sistema nervoso central. Essa enzima € fosforilada pelo inseticida, ficando
irreversivelmente inativada. A inibicdo de AChE resulta no actimulo de acetilcolina nas
juncdes nervosas (ou sinapses), o que impede a interrup¢do da propagacdo do impulso
elétrico. Conseqiientemente, o sistema nervoso central continuard sendo estimulado,
desencadeando processo de paralisia, que pode culminar com a morte do inseto (Braga &
Valle, 2007). Os Carbamatos atuam semelhante aos organofosforados, também inibem a
Acetilcolinesterase, embora, nesse caso, a reacdo envolvida seja a carbamilacdo. Apesar de
atuarem de forma muito similar nos sistemas bioldgicos, apresentam duas diferencas
principais em relacdo aos organofosforados. Primeiramente, alguns carbamatos sdo potentes
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inibidores da Aliesterase (uma Esterase alifdtica, cuja funcdo exata € desconhecida) e
apresentam seletividade pronunciada contra as AChE de certas espécies. A segunda diferenca
é que a inibicao da AChE pelos carbamatos é reversivel
(ipmworld.umn.edu/chapters/ware.htm).

Embora inimeros compostos organofosforados tenham sido descobertos no inicio do
século passado, o conhecimento de seus efeitos deletérios s6 foi relatado em 1932, quando
Lang e Kreuger observaram efeitos toxicos em ratos. A descoberta resultou em um grande
nimero de novos usos potenciais para os compostos organofosforados, incluindo o seu uso
como gases neurotoxicos, chamados de "gases dos nervos", os conhecidos gases de guerra,
Soman e Tabun, que foram usados na II Guerra Mundial. (Carlton et al., 1998).

Os envenenamentos por carbamatos e organofosforados sdo, desta forma, um
importante problema de satide publica, especialmente nos paises em desenvolvimento, nos
quais ocorrem os maiores indices de morbidade e mortalidade relativa a estes produtos
(Carlton et al., 1998). Isso é conseqiiéncia de que, mesmo com o desenvolvimento de novas
classes de inseticidas (organofosforados e carbamatos) mais biodegradéveis, a toxicidade nao
foi tdo seletiva. Tanto pragas eram eliminadas, quanto o homem e o meio ambiente eram
seriamente contaminados. Essa realidade promoveu a continua busca de novas classes
quimicas que preenchessem o0s requisitos minimos necessarios para atuar como um inseticida
ecologicamente benigno:

¢ Biodegradabilidade;
e Alta seletividade para insetos.

1.8.1.3. Inseticidas de Origem Vegetal

Até a 2* Guerra Mundial, o piretro, a rotenona e a nicotina eram os principais produtos
de origem vegetal utilizados no controle de insetos (Hirata, 1995). Apds a descoberta do
inseticida DDT (Lara & Batista, 1992) e em 1942 do herbicida 2,4-D [4acido 2,4-dicloro-
fenoxiacético] (Coats, 1994) ocorreu uma grande revolug@o na agricultura, com os inseticidas
sintéticos dominando completamente o mercado. Esta tendéncia foi gradativamente mudada,
uma vez que anos depois foram feitas vdrias criticas aos pesticidas sintéticos, recomendando-
se o uso de inseticidas naturais, principalmente o piretro, por serem praticamente atoxicos ao
homem e com reduzido potencial de contamina¢do do meio ambiente.

Como exemplo de inseticida natural, destaca-se o piretro, extraido de flores de
crisantemos. Este inseticida, também conhecido como p6 da Pérsia, encontra-se presente em
vérias espécies do género Chrysanthemum da familia Asteraceae. Segundo registros, o piretro
foi amplamente utilizado no século XVII na regidao do Cducaso e no norte do Ird. Os
principios ativos deste material sdo as piretrinas e cinerinas, sendo que atualmente o mesmo €
utilizado como inseticida doméstico.

O extrato de piretro, uma vez livre de pigmentos, ¢ denominado piretrina. Os
componentes inseticidas das piretrinas naturais sdo ésteres dos acidos crisant€émico e pirétrico
com os alcoois piretrolona, cinerolona e jasmolona, derivados do tipo ciclopentenolonas. Os
crisantematos compreendem a piretrina I 41, a cinerina I 42 e a jasmolina I 43, formando a
fracdo de piretrinas I; ao passo que a fracdo de piretrinas II é composta pela piretrina 11 44,
cinerina II 45 e a jasmolina II 46, sendo estes tltimos piretratos (Figura 16) (Hirata, 1995).

A observacdo da elevada atividade inseticida exibida por estas substincias, aliada a
uma baixa toxicidade a mamiferos, impulsionou as crescentes pesquisas das propriedades
existentes na classe das piretrinas naturais, culminando com o advento dos andlogos sintéticos
das piretrinas, denominados piretréides, como veremos mais adiante (Zito, 1983).
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Atualmente, os piretréides dominam o mercado de inseticidas para fins residenciais,
sendo comercializados sob diversas formas, sejam liquidos, aerosséis ou cartuchos
empregados em pequenos aquecedores elétricos.

A grande desvantagem da utilizag@o das piretrinas naturais reside na facilidade com
que sdo degradadas quando expostas ao ar e a luz solar, o que limita a sua eficdcia. No
vegetal, as piretrinas sdo estabilizadas por antioxidantes naturais, como o 4cido tanico e a
hidroquinona (Galeffi & Marini-Bettolo, 1988).
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Figura 16. Estrutura dos constituintes inseticidas do piretro (Hirata, 1995)

A elaboracdo de novos andlogos sintéticos das piretrinas deveria relacionar, entdo,
uma atividade inseticida crescente com o aumento da estabilidade, mantendo a baixa
toxicidade a outras espécies (Coats, 1994).

Um avanco notdvel na quimica dos piretrdides fotoestdveis foi a preparacdo da
deltametrina 47 (Figura 17), inseticida usado no Brasil no controle de Aedes aegypti, um dos
oito possiveis isdmeros do 3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato de o-
ciano-3-fenoxibenzila (Elliott et al., 1974). Uma diferengca marcante na estrutura da
deltametrina € a presenca do grupo ciano, na subunidade 3-fenoxibenzil, bem como a
substituicdo dos dtomos de cloro por bromo no grupo vinila. A configuracdo (1R, cis) do
isdmero mais potente da permetrina 48 foi mantida na deltametrina, sendo que esta € cerca de
dez vezes mais potente que a permetrina, € mil vezes mais do que a piretrina I (o protétipo
natural), frente a diversas espécies de lepidopteros (Elliott & Janes, 1978).

cl Bf

Cl)\ \_
H3C// H3C//' ‘A,
11, |( o 1, o

CHj

Permetrina Deltametrina
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Figura 17. Comparacdo entre as estruturas da permetrina e da deltametrina, ressaltando as
diferencas estruturais (Elliott & Janes, 1978).

Em 1980 foi sintetizada uma nova classe quimica, tendo como principal grupo um éter
de oxima (49 e 50, Figura 18). A principal caracteristica destas substancias foi a simplicidade
estrutural, confirmando a tese de que os piretrdides mais ativos deveriam se relacionar mais
com a forma estrutural do que com presenca de certos grupos funcionais (Bull ef al., 1980).

48 47
- - \/@\ /©
/@I N/O\Q\O/Q /@I\l ” ’
cl 49 Cl 50

Figura 18. Novos piretréides da classe dos éteres de oxima com alta atividade inseticida (Bull
et al., 1980)

Os piretréides apresentam modo de agao similar ao do DDT. Atuam, aparentemente,
mantendo abertos os canais de sédio das membranas dos neurdnios. Ha dois tipos de
piretréides: aqueles que, entre outras respostas fisiologicas, t€m um coeficiente de
temperatura negativo, assemelhando-se ao DDT (tipo 1); e os que apresentam coeficiente de
temperatura positivo (tipo 2), ou seja, a mortalidade dos insetos a eles expostos varia
diretamente com o aumento de temperatura. Os piretréides afetam o sistema nervoso
periférico e central do inseto: estimulam as células nervosas a produzir descargas repetitivas
e, eventualmente, causam paralisia. O efeito estimulante dos piretréides € muito mais
pronunciado que o do DDT (ipmworld.umn.edu/chapters/ware.htm).

Apesar de sua baixa toxicidade para mamiferos e passaros, os piretréides sdo toxicos
para peixes, invertebrados aquéticos e abelhas (Mian & Mulla, 1992; Reddy & Philip, 1994).

1.8.2. A busca por novos inseticidas naturais

Atualmente, um dos principais incentivos a busca de novos inseticidas de origem
natural tem sido a suposicdo da opinido publica de que, inerentemente, os produtos naturais
s30 mais seguros que os sintéticos. Apesar desta afirmag¢do ndo ser sempre cientificamente
comprovada, o mercado permite precos especiais para produtos chamados “orginicos” ou
“naturalmente produzidos”. De uma forma geral, os inseticidas naturais ndo sao persistentes,
ou seja, degradam-se com maior velocidade que os sintéticos, ndo deixando residuos no
alimento ou no meio-ambiente. Esta tendéncia econdmica, aliada ao panorama politico global,
tem criado grandes oportunidades para o desenvolvimento de inseticidas naturais nos
laboratdrios de pesquisa em universidades e indudstrias em todo mundo. Para um inseticida
natural ser comercialmente vidvel, ele ndao deve apenas ser eficaz, mas preencher uma série de
requisitos, tais como: seletividade contra inimigos naturais, baixa toxicidade ambiental,
reduzida toxicidade para mamiferos, biodegradabilidade e auséncia de fitotoxicidade.

Entre os critérios praticos que devem ser preenchidos estdo: fonte de matéria-prima
abundante, baixo custo, facilidade para padronizacdo dos compostos ativos em variedades
naturais da planta, fonte potencial para patentear a tecnologia da obten¢do dos compostos
inseticidas.
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Como foi mostrado até aqui, as piretrinas naturais serviram como compostos
prototipos para o desenvolvimento de uma série de substancias com elevada atividade
inseticida e reduzida toxicidade. Seguindo esta mesma estratégia, muitos pesquisadores da
drea de produtos naturais t€ém demonstrado especial interesse na avaliacdo da atividade
inseticida de diversas moléculas isoladas de fontes naturais. Estas, uma vez tendo confirmadas
as suas atividades inseticidas, mesmo sendo isoladas em quantidades reduzidas, podem servir
de inspiragdo para a descoberta de novas familias de substancias inseticidas de origem
sintética (Pachlatko, 1998; Crombie, 1999).

Inseticidas derivados de produtos naturais foram muito utilizados até 1940,
principalmente a nicotina, um alcaldide extraido das folhas de Nicotina tabacum e Nicotina
ristica 51, pertencentes a familia das Solanaceae, associado a nornicotina 52 e a anabasina 53
(Figura 19) (Pachlatko, 1998).

J oW UJ Oy
Z
N 51 N 52 N/ 53

Figura 19. Estrutura quimica da nicotina, nornicotina e anabasina (Pachlatko, 1998).

O ressurgimento dos inseticidas naturais nos ultimos anos € devido, em parte, ao uso
indiscriminado de compostos clorados e fosforados. O processo de selecdo escolhia insetos
resistentes € com a reproducao destes, novas variedades mais resistentes eram geradas, € em
resposta a esse processo, um novo inseticida era introduzido. Porém, a simples introducio de
novos produtos, com potencial de toxidez cada vez mais elevado, ndo garantia o controle a
médio nem mesmo a curto prazo, pois a natureza, através de seus proprios mecanismos, acaba
se adaptando e dai advém a resisténcia.

Os novos inseticidas sintéticos comecaram a ser desenvolvidos com foco na
seletividade, atacando pragas especificas, e nao destruindo inimigos naturais dos insetos, € em
sua natureza biodegradavel.

A persisténcia deixou de ser uma vantagem, pois seria preferivel reduzir a populacao
de insetos no periodo de maior incidéncia a erradicd-los por completo, o que geralmente
resultava em contaminagao dos alimentos, solo e porventura dos préprios agricultores.

A incorporacdo de substancias alelopdticas tem sido outra abordagem de grande valia
no manejo agricola, por reduzir o uso de herbicidas, fungicidas e inseticidas, e, por
conseguinte, a deterioracdo ambiental. Compostos volateis como os terpendides sdo liberados
de plantas em regides secas, ao passo que fitotoxinas, como compostos fendlicos, flavondides
ou alcaldides, sdo liberados de plantas em zonas umidas (Chou, 1989). Com base nessa
tendéncia, vém sendo pesquisados e descobertos diversos Oleos essenciais e extratos de
plantas como potentes agentes de controle em produtos estocados (Tribolium castoneum
Herbst, Sistophilus orizae L., entre outros), agindo como inseticidas por contato (Shaaya et
al., 1997).

Entre os diversos compostos de origem natural com comprovada atividade inseticida,
destacam-se os rotendides, limondides, alcaldides, terpendides, cumarinas e rocaglamidas.

Recentemente, o grupo de Pridgeon descreveu a sintese e a avaliacdo da atividade
ao mosquito adulto Aedes aegypti, vetor do virus da dengue. Algumas dessas moléculas
encontram-se na Figura 20 (Pridgeon et al., 2007).

17



CH,
HsC

57 58 59

Figura 20. Piperidinilamidas testadas contra fémeas adultas de Ae. aegypti
(Pridgeon et al., 2007).

Em 2006, um estudo fitoquimico avaliou a atividade larvicida dos extratos hexanicos e
metanodlico dos frutos de Pterodon polygalaeflorus Benth (Leguminosae) sobre Aedes aegypti.
O estudo fitoquimico resultou em trés diterpenos furanicos: vouacapano 60, 6-D-
acetoxivoucapano 61 e 6-D-hidroxivouacapano 62 (Figura 21), sendo o dltimo relatado pela
primeira vez como produto natural. Apenas o extrato hexanico apresentou boa atividade, com
CLsp 23,99 pug/mL, podendo ser considerado um agente larvicida (Pimenta et al., 2006).

Figura 21. Estruturas dos diterpenos isolados de Pterodon polygalaeflorus
(Pimenta et al., 2006).

Em 2005 foi realizado, pelo grupo de Costa, o estudo quimico-bioldgico dos 6leos
essenciais de Hyptis martiusii, Lippia sidoides e Syzigium aromaticum frente as larvas do
Aedes aegypti; foram constatados valores respectivos de CLsy de 21,4; 19,5 e 18,5 ppm e,
frente ao Culex quinquefasciatus, 14,5, 16,6 e 27,5 ppm, respectivamente.

Neste trabalho foram identificados cerca de 90% dos principais constituintes quimicos
dos trés Oleos extraidos, e caracterizados para cada 6leo essencial seus constituintes
majoritarios: eugenol, 1,8-cineol, e timol, respectivamente. Diante dos resultados, estdo sendo
realizados novos estudos na elaboragdo de formulagdes que possam funcionar como uma
alternativa natural ao combate de larvas de mosquitos vetores de parasitos (Costa et al., 2005).
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Um trabalho foi publicado em 2004 sobre a atividade larvicida de Myroxylon
balsamum, de terpendides e fenilpropandides frente ao Aedes aegypti. O sesquiterpeno
isolado foi menos ativo do que a fragdao hexanica geradora. Do ponto de vista comercial esta
informagdo € importante, pois a viabilidade econdmica para a obten¢do de um extrato € muito
maior quando comparada a uma substancia pura (Simas et al., 2004).

Em trabalho de revisdo, Shaalan e colaboradores (2005) descreveram um extenso
levantamento sobre produtos naturais de origem vegetal com potencial atividade
mosquitocida.
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2.0BJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Isolar a amida natural piperina em quantidade suficiente para produzir uma série de
derivados amidico que serdo caracterizados através de técnicas espectrométricas e avaliados
quanto a suas atividades inseticidas sobre Aedes aegypti.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

>
>

Extrair a piperina através de Piper nigrum L. em quantidades adequadas;
Preparar piperamidas da série insaturada, variando o grupamento piperidinil
presente na estrutura da piperina por outros grupamentos ciclicos;

Preparar piperamidas da série saturada, a partir de tetraidropiperina, variando
posteriormente as substitui¢des no anel aromatico, mantendo o grupamento
metilenodioxi contido na amida natural;

Caracterizar devidamente os compostos obtidos, bem como seus
intermedidrios, através das técnicas convencionais de andlise (IV, RMN 1H,
RMN °C e EM);

Avaliar atividade larvicida frente ao Aedes aegypti através dos métodos
recomendados pela OMS, comparando os dados observados com temephos,
larvicida amplamente utilizado no Brasil.
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3. ESTRATEGIAS DE SINTESE

3.1. Estratégia de sintese para novas amidas da série insaturada, derivadas da piperina
@

Como descrito na andlise retrossintética (Esquema 2), para a sintese das amidas da
série insaturada derivadas da piperina é necessdrio a formacao do 4cido, 4cido piperinico 12
correspondente, para a formagao do intermedidrio cloreto de dcido com a consequente reacao
de interconversdo de grupo funcional (IGF) com cada amina. Isso se deve ao fato de que
derivados de acila menos reativos podem ser sintetizados a partir dos mais ativos, pois o
inverso, em geral, € dificil e exige condi¢des especiais (Solomons, 1996).

o) 0
0 N X R .G.F. 0] X N o
< — <
o) o)
63,64,65,66,67,68,69,70 e 71
o) o)
I.G.F. o \ hidrélise o NN
< X OH____- X N
o 12 o 1
O D0T
R= b
N (0]
CH \CH
63 64 65 66 67
T NNH e %N/\
k/s \O k/N
OCH,
68 69 70 71 \©

Esquema 2: Estratégia de sintese para preparacao de novos derivados da série insaturada da
piperina 1.

partir do cloreto de 4cido que é o mais reativo dentre os derivados de 4cido. Por sua vez o
cloreto de acido pode ser obtido por interconvercdo de grupo funcional (I.G.F) tendo o 4cido
piperinico 12 como seu precursor. Diversas metodologias podem ser empregadas para
obtencdo do intermedidrio, dentre elas destacamos o uso de cloreto de tionila (SOCl,) e
cloreto de oxalila (C,0,Cl,) (March, 1985). O 4cido 12 pode ser facilmente preparado a partir
da amida natural 1, através de uma reacdo de hidrélise bdsica seguida de neutralizacdo do
meio.
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3.2. Estratégia de sintese para novas amidas da série saturada, derivadas da piperina(1l)

Através de uma redugdo catalitica utilizando Pd/C em atmosfera de hidrogénio, as
insaturacdes da piperina 1 foram hidrogenadas para formagdo da tetraidropiperina 14
(Venkatasamy et al., 2004). Através de uma reacdo de Substituicdo Eletrofilica Aromética
podemos realizar uma nitragdo catalisada por acido em 14, formando a nitropiperina
hidrogenada 18 (Rascado, 1997). Conseqiientemente, 18 foi reduzida a aminopiperina
hidrogenada 72 , conforme mostrado no Esquema 3.

| 0\
o} N Redugao O N
< —
o NH, 72 0 NO, 18
° O\
Nitragdo /° N Redugao ~ A N
=< —
o 14 ° 1

Esquema 3: Estratégia de sintese para a preparacao de novos derivados da série saturada da
piperina 1.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Instrumentos utilizados nas caracterizacoes espectrométricas:

>

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz) e Bc (100 MHz) foram obtidos em
espectrometros de marca Bruker, modelo AC400 (PPGQ — UFRRJ). Foi utilizado
como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e os solventes: cloroférmio (CDCls)
e dimetilsulf6xido (DMSO-D6) na solubilizacio das amostras. Os deslocamentos
quimicos (0) foram medidos em parte por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (/) em Hertz (Hz).

Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos nos espectrometros Bruker 1600 FT
(PPGQ-UFRRJ), amostras s6lidas foram pulverizadas em pastilhas de KBr e amostras
liquidas depositadas como filme.

Os espectros de massa foram obtidos no cromatégrafo gasoso acoplado ao
espectrofotometro de massas GCMS-QP2010 Plus da Shimadzu ou Varian Saturn
2000 por impacto de elétrons a 70 Ev (PPGQ-UFRRIJ). Condi¢des de andlise: Coluna:
vi-5MS (30Mx0,25x0,25mm); Temperatura: 200°C/1°- 10 °C — 290°C/10 min; Injetor:
270°C.

4.2. Nas analises, sinteses e purificacoes

>

>

Cromatofolhas de silica gel 60 F254 (camada de 0,2 mm), da marca Merck para o
acompanhamento por CCDA (Cromatografia de Camada Delgada Analitica) das
reacoes.

Solventes: acido acético glacial, acetato de etila, acetona, cloroférmio, diclorometano
e metanol, fornecidos pela Vetec. Todos os solventes utilizados nas reagdes € nos
métodos de purificacdo foram previamente destilados e secos, quando necessario
(Vogel, 1978).

Reagentes: acido cloridrico concentrado, dcido nitrico concentrado, cloreto de oxalila,
hidréxido de sédio, hidréxido de potdssio, anilina, m-anisidina, 4-metil piperidina, 1-
metil-piperazina, fenil-piperazida, pirrolidina, hexametilenamina, —morfolina,
tiomorfolina, Pd/C, hidrazina, cloreto férrico, acido nitrico e acido acético, fornecidos
pela Aldrich, Vetec e Merck.

Pimenta-do-reino moida.

4.3. Outros equipamentos

>

>

>

Reator de microndas — Modelo Discover — CEM Inc.

Aparelho Melt-Temp II para medi¢ao dos pontos de fusao.

Evaporador rotatério da Fisaton -Modelo 802.

Camara de revelacdo para CCDA equipada com lampada UV com comprimento de

onda de 254 e 365 nm.
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» Placas de aquecimento e agitacdo magnética da Corning e Fisatom.

4.4. Isolamento da amida piperidinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-
pentadiendico (piperina) (1)

Em uma aparelhagem de Soxhlet (Figura 22) foram colocados 250 g de pimenta-do-
reino num cartucho de papel de filtro e no balao de fundo redondo de 500 mL, foram
adicionados 350 mL de etanol a 95%. O sistema foi mantido sob refluxo por
aproximadamente 10 horas. Apds concentrar o extrato em evaporador rotatdrio, foi obtido um
residuo de aspecto viscoso e aroma adocicado, sendo entdo adicionado ao mesmo 100 mL de
uma solug¢do etandlica de KOH a 10% recentemente preparada, para que ocorresse a
precipitacdo dos taninos e demais materiais fendlicos, contaminantes do meio, na forma dos
respectivos sais de potdssio. Apés filtragdo, sob pressdo reduzida, e remo¢do do material
precipitado, foi adicionada ao sobrenadante uma pequena quantidade de dgua, suficiente para
que o meio se tornasse turvo. Apés um periodo de uma semana em repouso, formou-se um
precipitado amarelo que foi filtrado sob pressao reduzida. O sélido obtido foi lavado com uma
pequena quantidade de dgua gelada, seguido de éter etilico gelado. Apds a recristalizacdo em
etanol foram obtidos 7,5 g (3%) de piperina na forma de cristais amarelo-claro no formato de
agulhas.

Figura 22: Aparelhagem de Soxhlet

Pf:126-127°C (Lit.: 125-127°C — Ikan, 1991)
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm '1):
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vC-H (Csp2) = 3008 (sistema aromatico)

vC-H (Csp3) =2941-2850 (estiramento de metilenos do anel piperidinico)
vC=0 =1633 (estiramento da carbonila conjugada de amida)

vC=C (Csp2) = 1616 — 1491 — 1448 (vibragao do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1252 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 847 (deformacao angular de C-H para 2H do sistema aromético)

% Transmittance

L¥8—

E
32 T 3
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Espectro 1: Espectro no IV da piperina 1

Dados do Espectro de Massas:

m/z = 285 (M+., 100%); 201 (20%); 173 (10%); 143 (10%); 115 (35%); 112 (15%); 84 (10%)
e 42 (5%).
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Espectro 2: Espectro de massas da piperina 1.
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Tabela 1: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN "°C para a piperina 1

Posicao §'H (ppm) ; J (Hz) §°C (ppm)
I 3,54 (m, 2H) 43,2 (CH,)
2,3 ed 1,57 - 1,69 (m, 6H) 24.,6; 25,6;26,7(CH,)
5 3,65 (m, 2H) 46,9 (CH,)
cC=0 e 165,4 (C)
o 6,45(d; 14,3; 1H) 120,0 (CH)
B 7,40 (ddd; 14,3; 7,1 € 2,9; 1H) 142,4 (CH)
Y 6,74 — 6,80(m, 1H) 125,3 (CH)
) 6,74 — 6,80 (m, 1H) 138,2 (CH)
1 e 131,0 (C)
2 6,99 (d; 1,4; 1H) 105,6 (CH)
3ed e 148,2 (C)
5 6,74 — 6,80 (m, 1H) 108,4 (CH)
6 6,90 (dd; 8,2 e 1,5; 1H) 122,5 (CH)
OCH,0 5,98 (sl; 2H) 101,2 (CH,)
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Piperina 1

4.5. Preparacao das amidas da série insaturada
4.5.1 Preparacao do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E) pentadiendéico (acido
piperinico)(12)

T\
0 X X N a,b 0 x X OH
< — <
0 1 82% o 12
Reagentes: a) KOH/EtOH, refluxo em MW, 1h; b) HCI 10%, até pH 3

Esquema 4: Reacdo de preparagdo do acido piperinico 12

Num balao de 50 mL de capacidade foi feita uma suspensao de 2,20 g (7,72 mmols) de
piperina (1) em 22 mL de solucdo alcodlica de KOH 20%. A mistura reacional foi mantida
sob refluxo e agitagdo por 1 hora no reator de microondas (temperatura de 95°C e 35 W de
poténcia). A reacdo foi acompanhada por CCDA, a solucio passou de amarela para marrom-
claro, com formacdo de um precipitado. Apés o término da reagdo, o etanol foi retirado do
meio reacional em evaporador rotatério. Acrescentou-se dgua ao residuo formado, deixando o
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mesmo atingir a temperatura de ebuli¢do até total solubilizacdo, sendo a solug¢ao formada, em
seguida, filtrada a quente. A solucdo aquosa do respectivo carboxilato resfriou-se e
acrescentou-se solucdo de HCI 10% até chegar a pH préximo de 3, ocorrendo a precipitacao
do 4cido na forma de um sélido amarelo. Apds filtracdo sob pressdo reduzida, o material foi
lavado com &4gua gelada. O s6lido obtido foi seco em dessecador e recristalizado em etanol,
gerando 1,37 g (82%) do 4cido piperinico (12). Essa reagdo foi repetida algumas vezes, a fim
de obter a quantidade necessdria para as demais reacdes. O produto foi devidamente
caracterizado pelos métodos convencionais de andlise e os dados obtidos estdo de acordo com
o descrito na literatura (Ferreira, 2006).

Pf: 218-219 °C (Lit. 216-217 °C) (Ikan, 1991).

Em um baldo de 25 mL acoplado a um borbulhador foram colocados 1,834 mmols de
acido piperinico sob atmosfera de N,. Em seguida foram adicionados 1,834 mmols de cloreto
de oxalila (COCl),. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente e sob agitacdo constante.
ApO6s 2 horas a reagdo havia se completado, sendo verificada por CCDA (através da formagao
do éster metilico correspondente ao reagir instantaneamente com uma pequena aliquota de
metanol). O excesso de (COCI), foi removido no evaporador rotatério, restando apenas o
cloreto de acila, que foi utilizado na etapa posterior sem tratamento prévio, devido a sua
instabilidade em atmosfera imida. A este intermedidrio foram adicionados 10 mL CH,Cl,
seco e 3,668 mmols (2 equivalentes em relagdo ao 4cido) de cada amina correspondente sob
banho de gelo durante 30 minutos. Ao final da reacdo, o produto obtido foi particionado entre
50 mL de acetato de etila e 15 mL de solucdo de HCI 5% mL, seguido de 15 mL de solucao
de NaHCO;3; 10%. Em seguida, lavado com 15 mL de solu¢do saturada de NaCl. A fase
organica seca sobre Na,SO, (agente dessecante) foi entdo evaporada em evaporador rotatdrio
até secura. Todas as amidas foram caracterizadas pelo ponto de fusdo, RMN 'He 13C, IVe
EM. Na Tabela 2 a seguir, encontram-se descritas as amidas sintetizadas com os respectivos
rendimentos e pontos de fusao.

Tabela 2: Ponto de fusao e rendimento para amidas insaturadas sintetizadas

Amidas Sintetizadas R Ponto de Fusao Rendimento
63 4-metil piperidinil 63-64 °C 97 %
64 1-metil piperazinil 69-70 °C 59 %
65 Pirrolidinil 137-138 °C 46 %
66 Hexametilenaminil 114-115 °C 95 %
67 Morfolinil 165-166 °C 93 %
68 Tiomorfolinil 119-120 °C 86 %
69 Anilinil 198-199 °C 60 %
70 m-anisidinil 144-145 °C 62 %
71 Fenil piperazinil 152-153 °C 63 %
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4.5.2.1. Sintese da amida 4-metil piperidinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-

4(E)-pentadiendico (63)

0] O
| |
. i 97% o . N

Reagentes: a) (COCI),/N,, t.a., 2h b) CH,Cl,, 4-metil piperidina, t.a., 30 min.

Esquema 5: Reacdo de preparacido da amida 4-metil piperidinil 63
Pf: 63-64°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm '1):

vC-H (Csp2) = 3010 (sistema aromatico)

vC-H (Csp3) =2949 — 2852 (estiramento de metilenos do anel piperidinico)
vC=0 =1633 (estiramento da carbonila conjugada na amida)

vC=C (Csp2) = 1589 — 1500 — 1444 (vibragao do esqueleto aromatico)
vC-O-C = 1252 (anel metilenodioxi)
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Espectro 5: Espectro no IV da amida 4-metil piperidinil 63

3

29



Dados do Espectro de Massas:

m/z = 299 M+1, 100% ); 281 (25%); 207 (25%); 201 (65%); 173 (45%); 143 (45%); 115
(85%); 89 (20%) e 41 (30%).
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Espectro 6: Espectro de massas da amida 4-metil piperidinil 63
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Espectro 7: Espectro de 'H (400 MHz, CDCls) da amida 4-metil piperidinil 63
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Espectro 8: Espectro de C (100 MHz, CDCl5) da amida 4-metil piperidinil 63

Tabela 3: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN "°C para a amida 63

Posicio 8 "H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)

I’ 2,65 ¢ 3,02 (m, 2H) 42,6 (CH,)
2ed 1,15 ¢ 1,69 (m, 4H) 34,8 ¢ 33,8
3’ 1,69 (m, 1H) 31,2 (CHp)
5 4,00 e 4,65 (m, 2H) 46,2 (CH»)
CH; 0,98 (m, 3H) 21,7 (CH3)

C=0 e 165,4 (C)
a 6,46 (d; 14,8; 1H) 120,0 (CH)
B 7,42 (m; 1H) 142,5 (CH)
¥ 6,78 (m, 1H) 125,3 (CH)
8 6,78 (m, 1H) 138,2 (CH)

131,0 (C)
2 7,00 (sl; 1H) 105,6 (CH)

3ed 148,1 (C)
5 6,78 (m, 1H) 108,5 (CH)
6 6,91 (dd; 8,2 ¢ 1,5; 1H) 122,5 (CH)
OCH,0 6,00 (sl; 2H) 101,3 (CH,)
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4-metil piperamida 63



4.5.2.2. Sintese da amida 1-metil piperazinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-
4(E)-pentadiendico (64)

ST e L

Reagentes: a) (COCI),/N,, t.a., 2h b) CH,Cl, , 1-metil piperazina, t.a., 30 min.

Esquema 6: Reacdo de preparacdo da amida 1-metil piperazinil 64

Pf: 69-70°C

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

VN-H = 3404 e 3213 (amina primaéria)

vC-H (Csp3) =2954 — 2818 (estiramento de metilenos do anel piperazinico)
vC=0 =1633 (estiramento da carbonila conjugada da amida)

vC=C (Csp2) = 1610 — 1502 — 1444 (vibragao do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1255 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 804 (deformagao angular de C-H para 2H no sistema aromadtico)
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Espectro 9: Espectro de IV da amida 1-metil piperazinil 64
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Dados do Espectro de Massas:

m/z = 300 (M+., 35%); 243 (15%); 201 (30%); 171 (15%); 143 (15%); 115 (55%); 70 (100%)
e 42 (65%).
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Espectro 10: Espectro de massas da amida 1-metil piperazinil 64
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Espectro 11: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl5) da amida 1-metil piperazinil 64
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Espectro 12: Espectro de >C (100 MHz, CDCl;) da amida 1-metil piperazinil 64

Tabela 4: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN '*C para a amida 64

Posi¢ao §'H (ppm) ; J (Hz) §°C (ppm)
I'ed4 3,69 (d; 4H) 54,7 55,2 (CHy)
2ed 2,39 (m; 4H) 46,0 e 45,6 (CH>)

CH; 2,33 (s; 3H) 41,9 (CH3)
C=0 e 165.5 (C)
a 6,42 (d; J=14,7; 1H) 119,3 (CH)
B 7,45 (dd; J=14,7¢9,9; 1H) 143,1(CH)

Y 6,78 (m; 1H) 125,1 (CH)
o 7,00 (t; 2,13; 1H) 138,8 (CH)
130,8 (O)

2 6,91 (m; 1H) 105,6 (CH)
3ed s 148,2 (C)
5 6,78 (m; 1H) 108,5 (CH)
6 6,78 (m; 1H) 122,6 (CH)

OCH,0 6,00 (s; 2H) 101,3 (CH,)

1-metil piperazinil 64




4.5.2.3. Sintese da amida pirrolidinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-
pentadiendico (65)

o N N o a,b <oj©/\/\/\D
< 12 46% o) 65

0]

Reagentes: a) (COCI),/N,, t.a., 2h b) CH,Cl, , pirrolidina, t.a., 30 min.

Esquema 7: Reagdo de preparagdo da amida pirrolidinil 65
Pf: 137-138°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm '1):

vC-H (Csp,) = 3022 (sistema aromatico)

vC-H (Csps) = 2976-2872 (estiramento de metilenos do anel piperidinico)
vC=0 =1637 (estiramento da carbonila conjugada da amida)

vC=C (Cspy) = 1593 — 1500 — 1446 (vibragao do esqueleto aromético)

vC-O-C = 1252 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp,) = 843 (deformacao angular de C-H para 2H no sistema aromatico)
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Espectro 13: Espectro de IV da amida pirrolidinil 65
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Dados do Espectro de Massas:

m/z = 271 (100%); 241 (5%); 201 (85%); 173 (40%); 143 (40%); 115 (85%); 89 (15%); 70
(10%) e 63 (20%).
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Espectro 14: Espectro de massas da amida pirrolidinil 65
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Espectro 15: Espectro de 'H (400 MHz, CDCls) da amida pirrolidinil 65
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Espectro 16: Espectro de '>C (100 MHz, DMSO-Dj) da amida pirrolidinil 65

Tabela 5: Deslocamento quimico de RMN 'He RMN "C para amida 65

Posicio 8 'H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)
I'ed 3,56 (t; J=6,78; 4H) 46,4 ¢ 46,0 (CH,)
2 e’ 1,95 (m; 4H) 26,1 ¢ 24,3 (CHy)

C=0 164,2 (C)
a 6,26(d; 14,5; 1H) 123,1 (CH)
B 7,44 (dd; 14,5 ¢ 9,6; 1H) 141,3 (CH)
y 6,75 (m, 1H) 125,9 (CH)
3 6,75 (m, 1H) 138,6 (CH)
[ — 131,2 (C)
2 6,99 (d; 1,76; 1H) 105,9 (CH)

- U — 148,4 ¢ 148,2 (C)
5 6,75 (m, 1H) 108,9 (CH)
6 6,90 (dd; 1H) 122,7 (CH)

OCH,0 5,98 (sl; 2H) 101,7 (CHy)

Pirrolidinil 65
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4.5.2.4. Sintese da amida hexametilenaminil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-
4(E)-pentadiendico (66)
(0]
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Reagentes: a) (COCI),/N,, t.a., 2h b) CH,Cl, , hexametilenamina, t.a., 30 min.

Esquema 8: Reacdo de preparacdo da hexametilenaminil 66
Pf: 114-115°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm '1):

vC-H (Csp2) = 3028 (sistema aromatico)

vC-H (Csp3) =2972-2852 (estiramento de metilenos do anel hexametilénico)
vC=0 =1633 (estiramento da carbonila conjugada da amida)

vC=C (Csp2) = 1585 — 1493 — 1446 (vibragao do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1252 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 847 (deformagao angular de C-H para 2H no sistema aromadtico)
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Espectro 17: Espectro de IV da amida hexametilenaminil 66
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Dados do Espectro de Massas:

m/z =299 (M+., 100%); 201 (15%); 173 (5%); 126 (15%); 115 (25%); 89 (5%) e 41 (5%).
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Espectro 18: Espectro de massas da amida hexametilenaminil 66
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Espectro 19: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) da amida hexametilenaminil 66
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Espectro 20: Espectro de RMN'’C (100 MHz, CDCl3) da amida hexametilenaminil 66

Tabela 6: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN "°C para 66

Posicio 8 'H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)

I§ 3,54 (t; J=6,15; 2H) 46,4 (CH,)
2e5 1,75 (m; 4H) 29,3 ¢ 27,7 (CHy)
3ed 1,58 (m; 4H) 27,0 e 26,5 (CHy)
6’ 3,62 (t, J=6,15; 2H) 47,8 (CHy)
C=0 e 166,5 (C)

a 6,40(d; 14,5; 1H) 122,5 (CH)

B 7,45 (dd; 14,5 ¢ 9,6; 1H) 142,6 (CH)

y 6,75 (d; J=4,02; 1H) 125,3 (CH)

8 6,99 (d; J=1,51; 1H) 138,5 (CH)
o — 131,0 (C)

2 6,79 (m; 1H) 105,6 (CH)

K S — 148,1 (C)

5 6,78 (m, 1H) 108,5 (CH)

6 6,90 (dd; J=8,16 ¢ 1,63; 1H) 120,1 (CH)
OCH,0 5,98 (sl; 2H) 101,3 (CH>)

Amida hexametilenaminil 66
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4.5.2.5. Sintese da amida morfolinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-
pentadiendico (67)

° °\
(T e ST
o 12 93% o 67 K/O

Reagentes: a) (COCI),/N,, t.a., 2h b) CH,Cl, , morfolina, t.a., 30 min.

Esquema 9: Reacdo de preparacdo da amida morfolinil 67

Pf: 165-166°C (Lit. 167-168°C — Ribeiro, 2004)

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

vC-H (Csp3) =2980-2920-2854 (estiramento de metilenos do anel morfolinico)
vC=0 =1637 (estiramento da carbonila conjugada da amida)

vC=C (Csp2) = 1589 — 1491 — 1443 (vibragao do esqueleto aromatico)
vC-O-C = 1240 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 852 (deformacao angular de C-H para 2H no sistema aromético)
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Espectro 21: Espectro de IV da amida morfolinil 67
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Dados do Espectro de Massas:

m/z = 287 (M+., 100%); 201 (100%); 173 (45%); 143 (35%); 115 (75%); 89 (15%) e 63

(15%).
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Espectro 22: Espectro de massas da amida morfolinil 67
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Espectro 23: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) da amida morfolinil 67
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Espectro 24: Espectro de RMN "°C (100 MHz, CDCl;) da amida morfolinil 67

Tabela 7: Deslocamento quimico de RMN 'He RMN "C para 67

Posicao 8 'H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)
'e 4’ 3,66 — 3,71 (m; 4H) 46,1 e 42,3 (CHy)
e 3,66 — 3,71 (m; 4H) 66,8 (CH,)
C=0 e 165,6 (C)

o 6,37(d; 14,5; 1H) 122,7(CH)
B 7,45 (dd; 14,5 ¢ 10,3; 1H) 143,4 (CH)
Y 6,74 (dd; J=10,0; 1H) 124,9 (CH)
d 6,99 (sl; 1H) 139,1 (CH)
I e 130,8 (C)
2 6,82 (s; 1H) 105,6 (CH)
3ed e 148,3 (C)
5 6,79 (d; J=6,3; 1H) 108,5 (CH)
6 6,90 (d; J=8,0; 1H) 118,7 (CH)
OCH,0 5,98 (sl; 2H) 101,3 (CHy)

Amida morfolinil 67




4.5.2.6. Sintese da amida tiomorfolinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-

pentadiendico (68)
(0]

0]

Reagentes: a) (COCI),/N,, t.a., 2h b) CH,Cl, , tiomorfolina, t.a., 30 min.

Esquema 10: Reacdo de preparacdo da amida tiomorfolinil 68
Pf: 119-120°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm '1):

vC-H (Csp2) = 3018 (sistema aromatico)

vC-H (Csp3) =2960-2868 (estiramento de metilenos do anel tiomorfolinico)
vC=0 =1635 (estiramento da carbonila conjugada da amida)

vC=C (Csp2) = 1589 — 1491 — 1444 (vibragao do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1263 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 850 (deformagao angular de C-H para 2H no sistema aromadtico)
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Espectro 25: Espectro de IV da amida tiomorfolinil 68
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Dados do Espectro de Massas:

m/z = 303 (M+., 100%); 201 (95%); 200 (25%); 173 (30%); 143 (30%); 115 (70%); 89 (10%)
e 42 (10%).

303—|
201—|
115—|
1437 1739 200
42
j 89
242256
| “\ “HH\H“\‘ im \H‘u \‘H\ “\ . H\H\‘ Ll \“\ “ | il —! —! malin
II|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z
Espectro 26: Espectro de massas da amida tiomorfolinil 68
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Espectro 27: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) da amida tiomorfolinil 68
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Espectro 28: Espectro de RMN Bc (100 MHz, CDCl3) da amida tiomorfolinil 68

Tabela 8: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN "°C para 68

Posicao 8 'H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)
I’e 4’ 3,92 (m; 4H) 48,6 ¢ 44,8 (CH,)
2’e3’ 2,66 (m; 2H) 28,1 ¢27,3 (CHy)
C=0 e 165,7 (C)
o 6,38(d; 14,5; 1H) 122,7(CH)
B 7,44 (dd; 14,5 e 10,6; 1H) 143,5 (CH)
v 6,76 (m; 1H) 124,9 (CH)
S 6,76 (m; 1H) 139,0 (CH)
1 . 130,8 (C)
2 6,99 (s; 1H) 105,7 (CH)
3ed L 148,3 € 148,2 (C)
5 6,76 (m; 1H) 108,5 (CH)
6 6,90 (dl; 1H) 119,1 (CH)
OCH,0 5,98 (sl; 2H) 101,3 (CHy)

Amida tiomorfolinil 68




4.5.2.7. Sintese da anilida do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-pentadiendico

<j©/\/\A » <j©/\/\/\ Q

Reagentes: a) (COCI),/N,, t.a., 2h b) CHCl,, anilina, t.a., 30 min.

Esquema 11: Reacdo de preparagdo da anilida 69
Pf: 198-199 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm '1):

vN-H = 3253 (estiramento da amida secunddria)

vC-H (Csp2) = 3037 (sistema aromatico)

vC-H (Csp3) = 2920 (anel metilenodioxi)

vC=0 =1653 (estiramento da carbonila conjugada da amida)

vC=C (Csp2) = 1616 — 1533 — 1443 (vibragdo do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1252 (metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 989 (deformacao angular de C-H para H isolado no sistema aromaético)
O0C-H (Csp2) = 746 e 688 (deformagao angular de C-H para SH no sistema aromatico)
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Espectro 29: Espectro de IV da anilida 69
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Dados do Espectro de Massas:

m/z =293 (25%); 201 (100%); 171 (15%); 161 (25%); 115 (50%); 89 (10%) e 65 (20%).
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Espectro 31: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-D6) da anilida 69
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Espectro 32: Espectro de RMN de '*C (100 MHz, CDCl;) da anilida 69

Tabela 9: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN "°C para 69

Posicao 8 'H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)

r e 139,9 (C)
e 7,69 (d; 8,0; 2H) 129,1 (CH)
3es’ 7,30 (m; 2H) 119,6 (CH)

4 7,30 (m; 1H) 125,5 (CH)

NH 10,10 (s; 1H) ~ —memeee
C=0 e 164,3 (C)

o 6,31(d; 14,8; 1H) 124,8 (CH)

B 7,30(m; 1H) 141,42 (CH)

Y 6,89 (m; 1H) 123,6 (CH)

d 7,00 (m; 1H) 139,3 (CH)

I e 131,1 (C)

2 7,02 (m; 1H) 108,8 (CH)
3ed e 148,3 e 148,4 (C)

5 6,94 (m; 1H) 106,1 (CH)

6 6,97 (m; 1H) 123,3 (CH)

OCH,0 6,05 (sl; 2H) 101,7 (CHp)

Anilida 69



4.5.2.8. Sintese da amida meta-anisidinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-
pentadiendico (70)

,b
° \ X oH 2 o \ X NH OCHj

[ — .

< 12 62,5% o 20

Reagentes: a) (COCI)2/N2, t.a., 2h b) CH2CI2, m-anisidina, t.a., 30 min.

Esquema 12: Reacdo de preparacdo da amida m-anisidinil 70
Pf: 144-145 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm ):

vC-H (Csp2) = 3074 - 3012 (sistema aromatico)

vC=0 =1651 (estiramento da carbonila conjugada da amida)

vC=C (Csp2) = 1618 — 1489 — 1446 (vibragdo do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1254 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 989 (deformacao angular de C-H para H isolado no sistema aromaético)
O0C-H (Csp2) = 864 (deformacao angular de C-H para 2H no sistema aromético)
vC-O-C = 1038 (metoxila)
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Espectro 33: Espectro de IV da amida m-anisidinil 70
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Dados do Espectro de Massas:

m/z = 323 (30%); 201 (100%); 161 (30%); 143 (20%); 115 (50%); 89 (10%) e 63 (10%).

201
115
161
143 1 323
71 soq ‘
281
221 251 1
1l H‘M w‘Mm MHH\ H‘\\m‘\ \‘ e Wl ‘h‘\ w\‘m \‘ ‘\ “\ 1 L —! —l L, I
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
m/z
Espectro 34: Espectro de massas da amida m-anisidinil 70
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Espectro 35: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-D6) da amida m-anisidinil 70
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Espectro 36: Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl;) da amida m-anisidinil 70

Tabela 10: Deslocamento quimico de RMN "H e RMN '°C para 70

Posicao 8 "H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)
r e 141,0 (C)
2’ 6,69 (dd; 15,7 e 10,2; 1H) 109,1 (CH)
e 159,1 (C)
4 7,22 (d; 8,6; 1H) 106,2 (CH)
5 7,47 (m; 1H) 131,21 (CH)
6’ 7,11 (d; 7,53; 1H) 111,9 (CH)
OCHj3 3,8 (s; 3H) 55,4 (CH3)
NH 814 (s; 1H) e
C=0 e 164,4 (C)
o 6,11 (d; 14,8; 1H) 125,5 (CH)
B 7,47 (m; 1H) 141,6 (CH)
Y 6,69 (dd; 15,7 e 10,2; 1H) 124,7 (CH)
d 6,88 (d; 8,0; 1H) 139,4 (CH)
I e 129,9 (C)
2 6,97 (sl; 1H) 105,4 (CH)
3ed e 148,3 (C)
5 6,77 (m; 1H) 108,9 (CH)
6 6,77 (m; 1H) 123,4 (CH)
OCH,0 5,98 (sl; 2H) 101,8 (CH»)

5 amida m-anisidinil 70




4.5.2.9. Sintese da amida fenil-piperazinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-

pentadiendico (71)

(o] (0]

‘ j@/\/\/j\
0 NN N 2P TN
<oj©/\12/\/L 63,3% <0 71 bN\©

Reagentes: a) (COCI),/N,, t.a., 2h b) CH,Cl,, fenil piperazina, t.a., 30 min.

Esquema 13: Reacdo de preparacdo da amida fenil piperazinil 71
Pf: 152-153 °C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm ):

vC-H (Csp2) = 3018 (sistema aromatico)

vC-H (Csp3) = 2918 — 2806 (estiramento de metilenos do anel piperazinico)

vC=0 =1635 (estiramento da carbonila conjugada da amida)

vC=C (Csp2) = 1589 — 1502 — 1444 (vibragao do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1252 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 862 (deformacao angular de C-H para 2H no sistema aromético)
O0C-H (Csp2) =762 e 690 (deformagdo angular de C-H para SH no sistema aromadtico)
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Espectro 37: Espectro de IV da amida fenil piperazinil 71
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Dados do Espectro de Massas:

m/z = 362 (M+., 75%); 243 (15%); 227 (15%); 201 (25%); 160 (50%); 132 (100%); 104

(55%) e 56 (65%).
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Espectro 38: Espectro de massas da amida fenil piperazinil 71
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Espectro 39: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da amida fenil piperazinil 71
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Espectro 40: Espectro de RMN de °C (100 MHz, DMSO-D6) da amida fenil piperazinil 71

Tabela 11: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN °C para 71

Posicio 8 'H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)
ed 3,89 (m; 4H) 49,4 (CH,)
2ed 3,23 (m; 4H) 45,3 (CH,)

e 151,2 (C)
27 e6” 6,97 (m; 2H) 116,3 (CH)
37 e5” 7,30 (m; 2H) 129,46 (CH)

47 6,80 (m; 1H) 119,8 (CH)

C=0 e 165,0 (C)
a 6,47 (d; 14,5; 1H) 126,0 (CH)
B 7,49 (dd; 14,7 ¢ 9,7; 1H) 142,74 (CH)
y 6,90 (m; 1H) 123,0(CH)
8 6,97 (m; 1H) 138,6(CH)
[ —— 131,3 (C)
2 6,97 (m; 1H) 109,0(CH)

K — 148,4 (C)

5 6,90 (m; 1H) 106,0(CH)

6 6,97 (m; 1H) 120,7(CH)
OCH,0 6,00 (sl; 2H) 101,8 (CH)
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4.6. Preparacao da série saturada
4.6.1. Preparacao da tetraidropiperina (5-(benzo[d][1,3]dioxol-s-il)-1-(1-piperidinil)-
pentamida (14)

ﬁ
jij/\/\/\\ O H,, Pd/C <oj©/\/\/\O
97% 0 14

Esquema 14: Reacao de preparagao da tetraidropiperina 14

Em um baldo de 125 mL foram dissolvidos 1,00 g (3,509 mmols) de piperina em 50
mL de acetato de etila, sobre o qual foi adicionado 0,05 g do catalisador Pd/C 10%. Esta
suspensdo foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente, por alguns minutos. Selou-se o
baldo com um septo, retirando-se o ar por meio de sistema de vacuo acoplado a um baldo
contendo hidrogénio fixado ao septo. O sistema entdo permaneceu por 4 horas sob atmosfera
de hidrogénio e agitacdo magnética. Apos o término da reacdo (acompanhada por CCDA), o
meio reacional foi filtrado numa seringa empacotada com silica gel comercial (SPE), para
retirar o catalisador. Apds a evaporacdo do solvente, obteve-se 0,99 g de um 6leo amarelado.
O rendimento foi de 97%.

Dados de Infravermelho (filme, cm '1):

vC-H (Csp2) = 3005 (sistema aromatico)

vC-H (Csp3) = 2935 — 2856 (estiramento de metilenos)

vC=0 =1639 (estiramento da carbonila amidica)

vC=C (Csp2) = 1504 — 1443 (vibragdo do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1248 e 1038 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 810 (deformagao angular de C-H para 2H no sistema aromadtico)
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Espectro 41: Espectro de IV da tetraidropiperina 14
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Dados do Espectro de Massas:
m/z =289 (M+., 85%); 204 (85%); 176 (20%); 148 (40%); 127 (100%); 112 (95%); 70 (50%)
e 56 (40%).
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Espectro 42: Espectro de massas da tetraidropiperina 14
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Espectro 43: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) da tetraidropiperina 14
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Espectro 44: Espectro de RMN °C (100 MHz, CDCl5) da tetraidropiperina 14

Tabela 12: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN °C para 14

Posicdo 8 "H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)
K 3,38 (t; 2H) 42,6 (CH,)
23 ed 1,52 - 1,67 (m; 6H) 25,6; 24,6 ¢ 24,9 (CH»)
5 3,56 (t; 2H) 46,7 (CH,)
--------------- 171,2 (C)
o 2,58(m; 2H) 35,4(CH,)
B 1,74 (m; 2H) 26,5 (CH,)
Y 1,74 (m; 2H) 31,5 (CHy)
3 2,34 (m; 1H) 33,2 (CH)
136,2 (C)
2 6,73 (m; 1H) 108,0 (CH)
3 e 147,5 (C)
5 6,69 (d; J=1,63; 1H) 108,8 (CH)
6 6,64 (dd; J=7,91 e 1,63; 1H) 121,1 (CH)
5,93 (sl; 2H) 100,7 (CH>)

Tetraidropiperina 14



4.6.2. Preparacao da (6-nitro-5-(benzo[d][1,3]dioxol-s-il)-1-(1-piperidinil) pentamida)
(18)

O‘ (0]
SO RNa ok 7. O
o 12 83% 5 no, 18

Reagentes: a) AcCOH/ HNO,, t.a., 3h

Esquema 15: Reacdo de preparacdo da 6-nitro-tetraidropiperina 18

Em um baldo de 10 mL foi feita uma solu¢do de 1 g de tetraidropiperina (3,460
mmols) em 4,5 mL de 4cido acético glacial, formando uma solu¢do amarelo claro. Sobre esta
solucdo, mantida sob agitacio magnética e a temperatura ambiente, foi adicionado 0,3 mL
(4,44 mmols) de 4cido nitrico concentrado, gota a gota. A reacao foi acompanhada por CCDA
e ap6s 3 horas havia se completado, apresentando-se como uma solu¢do vermelha, que foi
transferida para um funil de decantacdo e particionada com acetato de etila (3x20 mL) e
depois solu¢do de NaHCO; (3x20mL). A fase organica foi seca com Na,SO, (anidro), filtrada
e evaporada, fornecendo o produto na forma de um sélido amarelo amorfo, com peso 0,962g.
O rendimento foi de 83%.

Pf: 64-65°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm '1):

vC-H (Csp2) = 3076 (sistema aromatico)

vC-H (Csp3) =2953 — 2922 - 2850 (estiramento de metilenos)

vC=0 =1637 (estiramento da carbonila amidica)

vC=C (Csp2) = 1502 — 1458 (vibragdo do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1254 e 1030 (anel metilenodioxi)

O0C-H (Csp2) = 922 (deformacao angular de C-H para H isolado no sistema aromaético)
vC-NO, = 1522 e 1325 (estiramento de C-N para nitrocompostos)

59



(o]
o

(0] (o]
o (&)
I NN N

% Transmittance

\l
o
444

i
w
N
(63}

BV T —

—
53
_LUI

o P
W N
~

0€0F—

o))
o
VGel—

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Espectro 45: Espectro de IV da 6-nitro-tetraidropiperina 18

Dados do Espectro de Massas:

m/z = 335 (55%); 299 (15%); 273 (5%); 232 (35%); 190 (50%); 187 (25%); 153 (35%); 112
(100%); 84 (95%) € 41 (65%).
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Espectro 46: Espectro de massas da 6-nitro-tetraidropiperina 18
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Espectro 47: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da 6-nitro-tetraidropiperina 18
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Espectro 48: Espectro de ¢ (100 MHz, CDCl3) da 6-nitro-tetraidropiperina 18



Tabela 13: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN °C para 18

Posicao 3 'H (ppm) ; J (Hz) 5"°C (ppm)
R 3,49 (m; 2H) 42,6 (CHy)
2 1,64 (m; 2H) 25,1 (CHy)
3’ 1,64 (m; 2H) 24,6 (CHo)
4 1,64 (m; 2H) 25,1 (CHy)
5 3,49 (m; 2H) 46,7 (CHo)
C=0 170,9 (C)
a 2,90 (m; 2H) 33,7(CHy)
B 1,64 (m; 2H) 26,5 (CHy)
y 2,38 (t; 7,0; 1H) 32,9 (CHy)
§ 1,64 (m; 2H) 30,4 (CHy)
134,8 (C)
2 6,76 (s; 1H) 110,5(CH)
3 142,6 (C)
4 146,2 (C)
5 105,6 (CH)
6 151,6 (C)
OCH,O 102,7 (CH,)

6-nitro-tetraidropiperina 18

4.6.3. Preparacao da 6-amino-5-(benzo[d][1,3]dioxol-S-il)-1-(1piperidinil) pentamida(72)
0

(0]
H H
<ojj\/\/\ O ab oﬁ\/\/\@
o no, 13 91% © NH, 72

Reagentes: a) FeCl;.H,0/MeOH b) NH,NH,, 6h

Esquema 16: Reacdo de preparacdo da 6-amino-tetraidropiperina 72

Em um baldo de duas bocas de 25 mL foram adicionados 0,300 g (0,8982 mmols) de
nitropiperina saturada, juntamente com 1,3 mg (0,0048 mmols) de FeCls.H,O, 89 mg de
carvao ativo e 10 mL de metanol como solvente. A rea¢cdo foi mantida sob refluxo e agitacdo
magnética. Posteriormente, foram adicionados 1,3 mL (0,260 mmols) de hidrazina (gota a
gota). Manteve-se a reagcdo por 6 horas, apds esse periodo, a mistura reacional foi resfriada até
a temperatura ambiente, filtrada e concentrada. Formou-se um residuo branco que foi
solubilizado em CHCl3, lavado com solugdo saturada de NaCl, secado com Na,SQy, filtrado e
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concentrado novamente. Ao final, obteve-se 0,250 g de produto na forma de um sélido

perolado, correspondendo a um rendimento de 91%.
Pf: 89-90°C
Dados de Infravermelho (pastilha em KBr, cm 7):

VN-H = 3467 e 3363 (estiramento N-H de amina priméria)
vC-H (Csp2) = 3010 (estiramento do sistema aromatico)

vC-H (Csp3) =2927 - 2852 (estiramento de metilenos)

vC=0 = 1625 (estiramento da carbonila amidica)

vC=C (Csp2) = 1506 — 1466 (vibragao do esqueleto aromatico)
vC-O-C = 1284 e 1032 (anel metilenodioxi)
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Espectro 49: Espectro de IV da 6-amino-tetraidropiperina 72
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Dados do Espectro de Massas:

m/z = 304 (25%); 219 (25%); 177 (10%); 150 (100%); 137 (5%); 112 (10%); 84 (15%) e 41
(10%).

150—|
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Espectro 50: Espectro de massas da 6-amino-tetraidropiperina 72
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Espectro 51: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) da 6-amino-tetraidropiperina 72
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Tabela 14: Deslocamento quimico de RMN 'H e RMN °C para 72

Posicio & 'H (ppm) ; J (Hz) 8"°C (ppm)

R 3,39 (m; 2H) 42,6 (CHy)
X 1,63 (m; 2H) 25,6 (CHy)
3’ 1,63 (m; 2H) 24,6 (CH)
4 1,63 (m; 2H) 25,1 (CHy)
5 3,56 (m; 2H) 46,7 (CHy)

C=0 e 171,1 (C)
o 2,38(t; 7,3 2H) 33,1(CHy)
B 1,63 (m; 2H) 26,5 (CHy)
v 1,63 (m; 2H) 28,8 (CHy)
S 2,47 (m; 2H) 31,0 (CH)

1 118,6 (C)

2 6,57 (d; 5,7; 1H) 109,0(CH)

3 146,1 (C)

4 140,2 (C)
5 98,1 (CH)

6 138,3 (C)
OCH,0 100,4 (CH,)

"
4 O,
o) ' )
4

6-amino-tetraidropiperina 72

Espectro 52: Espectro de RMN "°C (100 MHz, CDCls) da 6-amino-tetraidropiperina 72
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4.7. Ensaio inseticida contra larvas de Aedes aegypti

Os ensaios descritos neste trabalho foram realizados no Laboratério de Fisiologia e
Controle de Artrépodes Vetores - LAFICAVE- IOC- FIOCRUZ.

Foram utilizadas larvas de 3° instar (L-3) de Aedes aegypti da cepa Rockefeller, cepa
referéncia de suscetibilidade a inseticidas, em laboratério ha décadas (Kuno, 2010).

Utilizou-se a metodologia de eclosdo sincronizada, com 1.000 ovos em uma bacia de
plastico 33 X 24 X 8 cm contendo 1 L de dgua desclorada com 1 g de racdo para gato. As
larvas foram mantidas em uma BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 26°C durante 3 dias,
periodo para atingir o 3° instar.

Inicialmente, foram realizados em laboratorio testes preliminares com doses bastante
elevadas do material a ser testado, a fim de selecionar as moléculas mais ativas para, com
elas, realizar ensaios tipo dose-resposta. Segundo a proposta da OMS (WHO, 2005), ao se
tratar de produtos naturais e seus derivados, deve-se iniciar o teste preliminar numa
concentracdo a 100 mg/L, porém devido a baixa solubilidade destes compostos em dgua,
iniciamos os testes com concentracdo de 50 mg/L. Algumas substincias, que ndo ficaram
totalmente soliveis a 50 mg/L, foram testadas a 25 mg/L. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 16 (Pagina 67). Para as moléculas que apresentaram mortalidade
acima de 25% foram realizados testes preliminares, com algumas concentragdes para
obtencdo de faixas de respostas, ou seja, intervalos de concentragcdes de cada composto que
ocasionam mortalidade do inseto desde préximo a zero até préximo de 100%. A partir dos
resultados obtidos foram realizados ensaios do tipo dose-resposta para esses produtos, para
calculo das concentragdes letais. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 17
(Pagina 77). Na Figura 23 (Pagina 68) encontram-se as moléculas avaliadas.

4.7.1. Preparo das solucoes-estoque para o ensaio larvicida:

Em uma balancga analitica devidamente calibrada a massa desejada de cada substancia
foi pesada e colocada em tubos Falcon. A dilui¢do foi realizada de forma que utilizdssemos
etanol como solvente majoritario e os demais solventes, se necessarios, na menor quantidade
possivel, conforme mostrado na Tabela 15 abaixo. Todas as solugdes foram agitadas em
vortex até a completa solubilizagao.

Tabela 15: Quantidades dos solventes das solucdes-estoque das substancias avaliadas no
ensaio larvicida contra Aedes aegypti

Substiancia DMSO (uL) Acetona (uL) Etanol (mL)

66,14e18  --------- 500 7,5
67,69 ¢ 71 700 300 7,0
65 400 300 7,3
70 200 300 7,5
72 500 500 7,0
Controle 1 700 300 7,0
Controle 2 ----emmmm- 500 7,5
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4.7.2. Montagem do ensaio

A cada copo descartavel de 200 mL de capacidade adicionou-se 80 mL de dgua
filtrada. Dependendo do volume da solucio-estoque de cada substancia a ser aplicado, retirou-
se previamente quantidade equivalente de d4gua com uma micropipeta automatica. Apds a
adicao da solugdo-estoque em cada copo, todo o volume dos copos foi agitado com vortex
para homogeneizacdo da solug@o. Vale ressaltar que em todos os casos as concentragdes das
solucdes a serem testadas foram calculadas para um volume final de 100 mL. Depois de 15
minutos, foram adicionadas 20 larvas L-3 em 20 mL de dgua desclorada, totalizando volume
de 100 mL. O ensaio foi realizado em quadruplicata, resultando em 80 larvas para cada
concentracdo testada, em ambiente com temperatura controlada, a 26°C, durante 24 horas,
quando se realizou a leitura. Cada ensaio foi repetido 3 vezes em dias diferentes, a fim de que
fosse obtido a média da mortalidade. Nao houve mortalidade nos controles (Lima et al.,
2003).

Tabela 16: Resultados obtidos nos ensaios a 50 mg/L e 25 mg/L ap6s 24 h.

substincias 50 mg/L 25 mg/L
1 Precipitou Precipitou — Mortalidade ~ 100%
14 Mortalidade 100% Mortalidade ~ 95%
18 Mortalidade 100% Mortalidade ~ 35%
65 Precipitou Mortalidade ~ 50%
66 Precipitou Precipitou — Mortalidade ~ 75%
67 Nao solubilizou Mortalidade ~10%
69 Nao solubilizou Precipitou
70 Precipitou Precipitou
71 Nao solubilizou Precipitou
72 Mortalidade ~ 40% Mortalidade ~ 1%
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Figura 23: Moléculas avaliadas quanto a atividade larvicida frente ao Aedes aegypti.
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Isolamento da piperina dos frutos secos de Piper nigrum

A primeira etapa deste trabalho consistiu no isolamento do produto natural
(Ikan,1991), visando a obtencdo de quantidades adequadas de piperina para a sintese de seus
derivados. A metodologia aplicada para a extragdo do produto foi descrita por Santos (1999),
que utilizou uma aparelhagem de Sohxlet, tendo etanol como solvente. Apds extracdo e
tratamentos adequados, a piperina foi obtida na forma de cristais amarelos. O material foi
obtido, normalmente, com grau de pureza adequado, o que foi confirmado através dos
métodos convencionais de analise (RMN, CG-EM e 1V). Os dados obtidos foram totalmente
compativeis com a estrutura da amida natural, e também com dados descritos na literatura (De
Aratjo Junior et al., 1997).

Encontramos na literatura outras abordagens para o isolamento da piperina, entre as
quais destacamos o uso de CHCI; em condi¢des de maceracdo (Epstein et al., 1993), uso de
solucdo aquosa de surfactante (Padalkar & Gaikar, 2008), o uso de HPCPC (High
Performance Centrifugal Partition Chromatography) (Chen et al., 2009), em condicdes
supercriticas (Kumoro et al., 2009) e o uso de 4cido acético glacial seguido de particio com
cloroférmio (Kanaki ef al., 2008). Diante de tantas metodologias encontradas, a escolhida por
nosso grupo se destaca pela facilidade de acesso ao equipamento utilizado (Sohxlet) e pela
baixa toxicidade dos solventes utilizados (etanol e dgua), além da eficiéncia para extracdo de
um produto natural.

Para o produto isolado, encontramos ponto de fusdo idéntico ao da literatura Pf: 126-
127 °C (Ikan, 1991). No espectro de infravermelho (Espectro 1, pagina 25) pode ser
observada uma forte absor¢io em 1633 cm’, indicando a presenca da funcdo carbonila
amidica conjugada, além das absor¢des na regido entre 2940-2858 cm™, referente 2s
deformacdes axiais das ligagdes C-H e em 1252 cm’', referente ao estiramento do metileno do
grupo metilenodioxi. No espectro de massas (Espectro 2, pagina 25) encontram-se
fragmentos como o fon molecular e pico base m/z = 285 (M*., 100%), além dos m/z = 201
(30%), 173 (10%), 143 (10%) e 115 (40%); compativeis com descritos anteriormente na
literatura (Ferreira, 2006). No espectro de RMN 'H (Espectro 3, pagina 26), observou-se um
simpleto largo em 6 5,98 ppm, referente aos 2 hidrogénios do grupamento metilenodioxilico,
além de um grupo de sinais entre 6 6,43 e o 7,44 ppm, referentes aos hidrogénios olefinicos da
cadeia lateral, e entre 6 6,74 e 6 6,99, referente aos 3 hidrogénios do sistema aromaéticos. No
espectro de RMN Bc (Espectro 4, pagina 26) observou-se um sinal em & 165,4 ppm,
referente a absorcao do carbono da carbonila amidica. No esquema 17, a seguir, descrevemos
uma proposta de fragmentacao para a piperina.
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Esquema 17: Proposta de fragmentacdo para a piperina 1

5.2. Preparacao do 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-pentadiendico (acido piperinico
12), intermediario na sintese das amidas, através da hidrélise alcalina da piperina

A preparacdo dos primeiros derivados envolveu a hidrélise da fungdo amida presente
na piperina 1, gerando o dcido piperinico 12. As amidas sdo facilmente hidrolisadas em meio
acido, mas nesse caso ndo € possivel devido a presenca do grupo metilenodioxi, que pode
clivar e as duplas liga¢gdes, que podem gerar carbocations. Tentativas de se fazer esta hidrélise
em meio 4acido, sob diferentes protocolos experimentais, geraram mistura complexa de
produtos, geralmente muito mais polares que o dcido piperinico esperado. A hidrélise basica
foi usada como uma alternativa para gerar o 4cido piperinico. Esta reacdo encontra-se
experimentalmente descrita no trabalho de Ikan (1991). Contudo, nosso grupo de pesquisa
observou que a reacdo ndo se completava conforme descrito por Ikan (1991), sendo
necessarias modificacdes no tempo de reacdo, de 2 horas para 12 horas de refluxo, além da
elevacao das quantidades de base utilizada, gerando assim o dcido piperinico 12, em elevado
rendimento (93%) e grau de pureza adequado apds a recristalizagdo (Ribeiro, 2004). Porém,
como otimizacdo do processo, a utilizacdo do reator de microondas (Figura 24) diminuiu
consideravelmente o tempo de reagdo. Em apenas 1 hora foi possivel obter dcido piperinico a
ser purificado através de recristalizacdo com rendimento de 82%.

Isso pode ser explicado pelo fato de que as reacdes realizadas utilizando aquecimento
por microondas diferem das reacdes que sao termicamente aquecidas. O efeito de microondas
pode estar relacionado ao aumento nas vibragcdes moleculares na interface de reacdo. Outros
autores afirmam também que a irradiacdo de microondas afeta a energia de ativagcdo, o que
contribui para diminuir o tempo de reacdo. Experimentos realizados usando reator de
microondas (Figura 24) em sintese organica podem, portanto, causar um resultado diferente
quando comparados com reagdes de aquecimento convencionais, mesmo que a temperatura
final seja a mesma (Lidstrom, et.al., 2001; Kappe et al., 2009). Na figura abaixo mostramos o
reator de microondas utilizado para aceleracdo da reagcdo de hidrdlise basica da amida natural.

O produto foi devidamente caracterizado pelos métodos convencionais de andlise (IV,
CG-EM, "H RMN e C RMN). Os resultados foram compativeis com os da literatura (Ikan,
1991; Ferreira, 2006).
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Esquema 18: Preparacdo das amidas da série insaturada.

As metodologias mais comumente empregadas na preparacdo de amidas a partir dos
dcidos correspondentes envolvem a utilizacdo de dicicloexilcarbodiimida (DCC) em presenca
da amina adequada (Yesilada et.al., 1996), a passagem pelo respectivo cloreto de acila (Sloop,
1995) ou ainda a formagdo de mesilatos (Venkatasamy et al., 2004). Apesar de o uso do DCC
permitir a obtencdo da amida em apenas uma etapa a partir do 4cido, esta metodologia
apresenta como inconveniente a dificil remocdo de dicicloexiluréia formada como subproduto
na reacdo. As metodologias empregadas para preparacao de cloretos de acido, geralmente ndo
sdo aplicadas para compostos sensiveis a dcidos, pois as condigdes exigidas geram HCI
durante o processo. Portanto, em trabalho realizado em 2005, foi utilizada uma metodologia
alternativa para obtencdo de cloreto de dcido pela combinacdo de trifenilfosfina (PhsP) e
tricloroisociandrico (TCICA) em meio de DCM a 0°C. A adi¢do subseqiiente de aminas
primdrias resultou em obten¢cdo de amidas secunddrias de alto rendimento (Esquema 19,
pagina 72) (Rodrigues et al., 2005). Nosso grupo de pesquisa tentou realizar essa
metodologia alternativa, o que ndo gerou resultados satisfatérios.
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Esquema 19: Proposta de mecanismo para metodologia do uso de Ph;P e TCICA
(Rodrigues et al., 2005).

Portanto, na sintese das amidas da série insaturada (63, 64, 65, 66, 67,68, 69,70 e 71),
a passagem pelo cloreto de acido (cloreto de acila) foi comum (Esquema 18, pagina 71). A
formacdo do cloreto de acido teve como objetivo sintetizar um intermedidrio mais reativo
frente a reacdo de formagao de amida através da reagdo de Substitui¢cdo Nucleofilica Acilica
(SNAc). Os cloretos de tionila (SOCI,) e oxalila (COCl), sao usualmente os reagentes de
escolha para a sintese de cloretos de acido. Apresentam a vantagem de formar subprodutos
gasosos (SO,, CO, CO;) que ndo contaminam o produto, o que pode ser verificado no
Esquema 20 (March, 1985).
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Esquema 20: Mecanismo de formacao dos cloretos de acila utilizando cloreto de oxalila
(March, 1985)

Apesar de apresentarem comportamento reacional semelhante, as condi¢des reacionais
sdo distintas: para utilizar o cloreto de tionila o refluxo € necessario, ja o cloreto de oxalila
faz-se em temperatura ambiente. Por haver disponibilidade do cloreto de oxalila, este foi
utilizado na preparagdo dos cloretos de acidos. Por ser mais reativo que o SOCl,, todas as
reacOes foram realizadas a temperatura ambiente, o que minimiza problemas de degradagao
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dos produtos obtidos. Por apresentar alta reatividade, os cloretos de acido sintetizados nao
foram quantificados ou purificados por nenhuma técnica, foram todos considerados puros
pelo acompanhamento por CCDA (pela formacdo instantanea do éster metilico, pela reagcao
com metanol) e utilizados logo em seguida, apds remocgao do excesso de cloreto de oxalila em
evaporador rotatério. A adi¢do subseqiiente das aminas correspondentes gerou as amidas da
série insaturada apresentadas com rendimentos variados (46% a 97%). Estas reagdes foram
realizadas na presenga de excesso de amina (1:2), necessdria a neutralizacdo do HCI gasoso
gerado na etapa de SNAc, conforme apresentado no Esquema 21 a seguir. Alternativamente,
podemos utilizar outra base terciéria, por exemplo, trimetilamina ou piridina.
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Esquema 21: Mecanismo de Substituicdo Nucleofilica Acilica

Como a por¢do do 4cido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-pentadiendico esta
presente em todos os derivados, os espectros de IV, CG-EM, RMN 'He BC apresentaram-se
bem semelhantes, salvo para as modificacdes da por¢do amidica. Para exemplificar a
atribui¢do de dados espectrométricos, elegemos as amidas 66, 70 e 71.

A amida 66 foi obtida na forma de um sélido de cor verde-musgo perolado e
apresentou ponto de fusdo 114-115°C. No espectro de infravermelho (Espectro 17, pagina
38) pode ser observada absor¢do em 3028 cm’ referente ao sistema aromdtico; forte absor¢do
em 1633 cm™, indicando a presenca de carbonila amidica conjugada, além de outra em 1252
cm’ referente a estiramento do metileno do grupo metilenodioxi. No espectro de massas
(Espectro 18, pagina 39), encontra-se o fon molecular que é o pico base m/z = 299 (M*,
100), além dos fragmentos m/z = 201 (10%) e 115 (20%) . No espectro de RMN 'H (Espectro
19, pagina 39), observou-se um simpleto largo a & 5,98 ppm, referente aos hidrogénios do
grupamento metilenodioxi, um dupleto a & 6,40 ppm, referente ao hidrogénio olefinico a a
carbonila, um duplo dupleto a 6 7,45 ppm, referente ao hidrogénio olefinico 3 a carbonila e
dois tripletos, sendo um a 6 3,62 e outro a 6 3,54, referentes aos hidrogénios dos metilenos do
anel hexametilénico vizinhos ao nitrogénio da amida, que apresentam um comportamento
diferente dos demais hidrogénios deste anel. Isso se deve ao cardter da ligacdo C-N da amida,
um carater de dupla ligacdo que interfere nos carbonos vizinhos. Esse efeito pode ser
observado nos demais espectros com caracteristicas semelhantes. No espectro de RMN Be
(Espectro 20, pagina 40) observou-se um sinal a 6 166,5 ppm, referente a carbonila amidica
conjugada e um sinal a 6 101,3 ppm, referente ao metileno do grupamento metilenodioxi,
além de outros sinais compativeis com a estrutura da amida 66.

No Esquema 22 a seguir, incluimos uma proposta de fragmentacido da amida 66.
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M * m/z = 285 (100%) m/z = 201 (30%)
m/z = 173 (10%) m/z = 143 (10%) m/z = 115 (40%)

Esquema 22: Proposta de fragmentacao para amida 66

A amida 70 foi obtida na forma de um sélido branco e apresentou ponto de fusdo 144-
145°C. No espectro de infravermelho (Espectro 33, pagina 50) observou-se absor¢ido em
3012 cm! referente ao sistema aromatico, além de outras a 1618 cm'l, 1489 cm™ e 1446 cm’!
confirmando a presenca de esqueleto aromatico. Observa-se também forte absorcdo a 1651
cm’ relativa 4 carbonila amidica conjugada. Uma absorcdo em 989 cm” demonstra a
presenca da deformacdo angular de C-H para um hidrogénio isolado no sistema aromaético,
além de outra absor¢dio a 864 cm’ evidenciando a deformacdo angular de C-H para 2
hidrogénios vizinhos no sistema aromdtico, o que confirma a presenca de 2 sistemas
aromaticos diferentes. No espectro de massas (Espectro 34, pagina 51), observa-se
fragmentos como o fon molecular m/z = 323 (M™, 25%) e o pico base m/z = 201 (100%), além
de outros fragmentos como m/z = 161 (25%) e 115 (50%). No espectro de RMN 'H (Espectro
35, pagina 51), observou-se um simpleto a & 5,98 ppm, referente aos hidrogénios do
grupamento metilenodioxi, outro simpleto a ¢ 3,8 ppm evidenciando a presenga da metoxila,
além de um dupleto a 6 7,22 ppm referente aos hidrogénios metilénicos isolados no sistema
aromdtico que comporta a metoxila, além de outros sinais. No espectro de RMN °C
(Espectro 36, pagina 52), observou-se um sinal a 6 164,4 ppm referente a carbonila amidica
conjugada e um sinal a & 55,4 ppm referente a metoxila substituinte do sistema aromatico,
além de outros sinais compativeis com a estrutura da amida 70.

A amida 71 foi obtida na forma de um sélido amarelo-claro e apresentou ponto de
fusdao 152-153°C. No espectro de infravermelho (Espectro 37, pagina 53) observa-se
absor¢des a 3018 cm'l, 1589 cm'l, 1502 cm™! e 1444 cm™ referentes aos sistemas aromaticos,
forte absorcdo a 1635 cm™ evidenciando a presenca da carbonila amidica conjugada,
deformacdo angular a 862 cm™ de C-H para 2 hidrogénios vizinhos no sistema aromético,
além de outras absorcdes a 762 cm™' e 690 cm™ demonstrando a deformagio angular de C-H
para 5 hidrogénios no sistema aromdtico, o que nos confirma a presenca de 2 sistemas
aromaticos. No espectro de massas (Espectro 38, pagina 54) observa-se fragmentos como o
ion molecular m/z = 362 (M+., 75%), o pico base m/z = 132 (100%), além de outros com
abundancia relativa elevadas, como m/z = 201 (35%), e 56 (60%). No espectro de R, MN '"H
(Espectro 39, pagina 54) observou-se um simpleto largo a & 6,00 ppm, referente aos
hidrogénios do grupamento metilenodioxi, dois multipletos nas regides de & 3,23 e & 3,89
referentes aos hidrogénios dos metilenos do grupamento piperazil, além de outros sinais
compativeis com a estrutura da amida 71. No espectro de RMN BC (Espectro 40, pagina 55)
observou-se um sinal a 6 165,0 ppm, referente a carbonila da amida conjugada e dois sinais a
0 45,3 ppm e outro a 49,4 ppm, referentes aos carbonos metilénicos do grupamento piperazil,
além de outros sinais.
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5.4. Sintese das amidas da série saturada (14, 18 e 72)
5.4.1. Sintese da tetraidropiperina (14)

A preparacdo da tetraidropiperina (14) foi realizada através da reducdo catalitica
classica, tendo como catalisador Pd/C em atmosfera de H, (a press@o normal) e acetato de
etila como solvente (Venkatasamy er al., 2004). O rendimento € considerado muito
satisfatorio (97%).

A tetraidropiperidina (14) foi obtida na forma de um 6leo levemente amarelado e com
forte odor. No espectro de infravermelho (Espectro 41, pagina 56), observa-se fortes
absor¢des em 2935 cm™' e 2856 cm’ referente ao estiramento de metilenos. Em 1639 cm’
outra forte absor¢do referente a carbonila amidica. Além de outras absor¢des que comprovam
a estrutura da amida 14. No espectro de massas (Espectro 42, pagina 57), encontram-se
fragmentos como o fon molecular m/z = 289 (M™, 70%), o m/z = 127 (100%) como pico base,
além de outros fragmentos de abundancia relativa elevadas, como os m/z = 204 (70%), e 112
(95%). No espectro de RMN 'H (Espectro 43, pagina 57), observou-se um multipleto a &
2,58 ppm, referente aos hidrogénios a a carbonila, um multipleto a 6 1,74 ppm, referente aos
hidrogénios B a carbonila, além de outros sinais. No espectro de RMN '°C (Espectro 44,
pagina 58) observou-se um sinal a 6 171 ppm, referente a carbonila amidica e um sinal a &
100 ppm, referente ao carbono do grupamento metilenodioxi, além de outros sinais
compativeis com a estrutura da amida 14. No Esquema 23 a seguir incluimos uma proposta
de fragmentagdo para tetraidropiperina.

_~CH,

(0]
o & e
M *m/z = 289 (70%)
m/z = 127 (100%)

l& O CHj
< :©/\/\A 046\@ Oi\\@

m/z = 204 (70%)

m/z = 112 (95%)

Esquema 23: Proposta de fragmentagdo para tetraidropiperina 14

5.4.2. Sintese da 6-nitro tetraidropiperina(18)

A preparacdo da 6-nitro tetraidropiperina (18) foi realizada através da metodologia
classica de nitracdo aromdtica (Rascado, 1997), utilizando 4cido nitrico fumegante a baixa
temperatura. Como o anel aromatico possui uma densidade eletronica alta, devido aos
oxigénios do grupamento metilenodioxi contribuir com elétrons, a reagdo ocorre de forma
normal, ao contrdrio da piperina em que o dieno, conjugado com a carbonila amidica,
interfere na nitragdo aromaética. O produto nitrado 18 foi obtido, a 83% de rendimento.
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Outro fator relevante a ser mencionado sobre esta reacdo de nitragdo € a
regiosseletividade da nitragdo na posicao 6 (seis) do anel aromético, devido aquele carbono
apresentar maior densidade eletronica, sendo assim mais reativo frente a uma reacdo de
substituicdo eletrofilica aromatica (Costa, 2000).

A 6-nitro tetraidropiperina (18) foi obtida na forma de um sélido amarelo-escuro e
apresentou ponto de fusdo 64-65°C. No espectro de infravermelho (Espectro 45, pagina 60),
observa-se absorcdes em 3076 cm™, 1502 cm™ e 1458 cm™ caracterizando a preseca de um
sistema aromético. Em 2953 cm™ e 2850 cm” encontram-se absor¢Oes referentes aos
metilenos, em 922 cm™ observa-se deformacio angular de C-H para um hidrogénio isolado no
sistema aromdtico. Em 1522 cm™ e 1325 cm™ encontra-se o estiramento de C-N para
nitrocompostos. No espectro de massas (Espectro 46, pagina 60), encontram-se fragmentos
caracteristicos como m/z = 335 (M, 60%) que é o pico do fon molecular, o m/z = 112 (100%)
como o pico base, além de outros fragmentos de abundancia relativa elevadas. No espectro de
RMN 'H (Espectro 47, pagina 61) observou-se dois simpletos em & 6,76 ppm e & 7,49 ppm,
referentes aos hidrogénios orfo, em relacdo ao grupo metilenodioxi, do anel aromatico. A
presenca do grupamento nitro na posicdo meta do anel € responsdvel por esse maior
deslocamento quimico dos hidrogénios orto, visto que € um grupo retirador de elétrons. No
espectro de RMN Bc (Espectro 48, pagina 61), observou-se um sinal em & 170,9 ppm,
referente a carbonila amidica e um sinal em & 151,6 ppm, referente ao carbono quaternério
portando o grupamento nitro, além de outros sinais compativeis com a estrutura.

5.4.3. Sintese da 6-amino tetraidropiperina (72)

A reducg@o de compostos nitro aromaticos para as respectivas anilinas € uma das mais
importantes transformacdes em sintese organica para obtencao de intermedidrios ou material
de partida para diversos produtos farmacéuticos, agroquimicos e corantes. Dentre os diversos
métodos para tal reacdo, a transferéncia de hidrogénio catalitica é um dos métodos mais
simples e de menor custo (Kalbasi, et.al., 2011). Existem métodos que envolvem o uso de
NaBH4 como agente redutor, usando 4gua como solvente a temperatura ambiente, além do
uso de metais, por exemplo, (Fe) com NH4Cl em mistura de etanol e dgua sob refluxo (Leite
et al., 2004).

A preparagio da 6-amino tetraidropiperina (72) foi realizada através da reducdo da 6-
nitro tetraidropiperina, utilizando cloreto férrico hidratado e hidrazina. O produto foi obtido a
91% de rendimento na forma de um sélido branco e apresentou ponto de fusdo 89-90°C. No
espectro de infravermelho (Espectro 49, pagina 63), observam-se absorcdes a 3467 cm-1 e
3363 cm-1 referentes ao estiramento de N-H, caracterizando a presenca do grupamento
amino, além de outras compativeis com a estrutura da 6-amino tetraidropiperina 72. No
espectro de massas (Espectro 50, pagina 64), encontram-se o fragmento do ion molecular
m/z = 304 M", 30%) e o pico base m/z = 150 (100%), além de outros com abundéncia
relativa elevada. No espectro de RMN 'H (Espectro 51, pagina 64), observou-se dois
simpletos a & 6,28 ppm e o6 6,57 ppm, referentes aos hidrogénios orfo, em relacdo ao
metilenodioxi, do anel aromadtico. A presenca do grupamento amino na posicdo meta, em
relacdo ao metilenodioxi, do anel aromatico é responsdvel por esse menor deslocamento
quimico dos hidrogénios orto, visto que € um grupo doador de elétrons. No espectro de RMN
BC (Espectro 52, pagina 65) observou-se um sinal a 8 171,1 ppm, referente a carbonila
amidica, um sinal a ¢ 138,3 ppm, referente ao carbono quaternério portando o grupamento
amino, além de outros sinais.
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5.5. Ensaio inseticida contra larvas de Aedes aegypti

Para avaliacao da atividade inseticida das moléculas descritas nesse trabalho em larvas
de Aedes aegypti, foi utilizada a seqii€éncia de experimentos descritos no item 4.7 (pagina 66)
(Material e Métodos). Em todos os casos utilizou-se a cepa Rockefeller, referéncia de
susceptibilidade a inseticidas.

Primeiramente, foi realizado um ensaio preliminar numa concentracdo de 50 mg/L
para cada molécula testada. As amidas 67, 69 e 71 ndo ficaram totalmente soliveis. Além
disso, as amidas 1, 65, 66 e 70, ao serem adicionadas em meio aquoso, precipitaram. As
fato de algumas amidas ndo ficarem totalmente soliveis, ou de resultarem em mortalidade
100%, realizou-se outro ensaio a 25 mg/L para todas as moléculas. As amidas 1, 66, 69, 70 e
71 precipitaram ao serem aplicadas em meio aquoso. Isso pode ser explicado pelo fato destas
amidas serem substancias hidrofébicas. Os resultados obtidos para os ensaios a 50 mg/L e 25
mg/L encontram-se na Tabela 15, pagina 66. Para as amidas 1, 14, 18, ¢ 66 foi observada
mortalidade compativel com produtos considerados ativos; para estes derivados realizamos
ensaios do tipo dose-resposta. Os dados de CLsy e CLgy encontram-se na Tabela 17 e a curva
de regressdo linear da mortalidade apds 24h de exposicdo, na Figura 25.

A utilizacdo da cepa Rock num estudo deste tipo é extremamente importante, pois
elimina qualquer potencial efeito de resisténcia cruzada com outros inseticidas. E sabido que
mesmo utilizando geracdes posteriores de um inseto retirado de uma populagdo ja exposta a
inseticidas, ndo temos garantia de que a resisténcia serd eliminada, dai a importancia de
utilizar cepas sabidamente susceptiveis nas avaliagdes iniciais. Serd necessario posteriormente
testar o efeito dos produtos mais promissores sobre populacdes de campo, com diferentes
histéricos de utilizac@o de inseticidas e de mecanismos de resisténcia. Com isto serd possivel
obter avaliacdes mais concretas dos produtos testados, com verificacdo de seus efeitos sobre
populacdes do Aedes aegypti adaptadas a diferentes realidades do ponto de vista do controle
quimico empregado em campo. Uma vez que o efeito de nossos compostos tenha sido
confirmado no laboratério, serd relevante avaliar também a persisténcia do produto em
condi¢cdes de campo, expostas ao ambiente; neste caso, por meio de ensaios simulados de
campo.

Tabela 17: Dados obtidos de CLsp e CLg para as substancias 1, 14, 18 e 66 em larvas de

Aedes aegypti apos 24h.
Substincia Aedes aegypti
CLs, CLyo
mg/L M mg/L uM
1 11,84 41,54 19,67 69,02
14 5,95 20,59 11,95 41,35
18 22,65 67,61 40,10 119,70
66 14,28 47,76 26,96 90,17

A tetraidropiperina 14 apresentou melhor resultado em relacdo as demais amidas
testadas (CLsp = 5,95 mg/L; 20,59 uM), seguida da piperina 1 (CLso = 11,84 mg/L; 41,54
uM), o que é semelhante a trabalhos anteriores do grupo com outras espécies de dipteros
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(Barbieri et.al., 2007). Nao se sabe exatamente qual seria o mecanismo de acdo esperado para
esse composto; no entanto, a auséncia das insaturacdes na amida tetraidropiperina lhe confere
maior liberdade conformacional, o que pode facilitar sua absor¢ao pela larva, bem como sua
ligacdo com o receptor hipotético.

Trabalhos publicados anteriormente usando 6leos essenciais extraidos de plantas em
ensaios de larvas de Aedes aegypti, relatam CLs variando de 60 mg/L a 519 mg/L(Cavalcanti
et al., 2004). Portanto, as amidas mais ativas testadas no presente trabalho, com CLsy na faixa
de 6 a 25 mg/L, apresentaram resultados muito satisfatdrios.

Moléculas semelhantes a piperina e aos derivados apresentados, os fenilpropandides
safrol, eugenol e aldeido cindmico apresentaram, respectivamente, CLsy de 49 mg/L, 44,5
mg/L e 24,4 mg/L quando testados com Aedes aegypti (Simas et al., 2004).

No trabalho descrito por Park e colaboradores (2002), a amida natural piperina e
algumas isobutilamidas foram testadas contra larvas de A. aegypti, apresentando CLsy = 5,1
mg/L para piperina e CLsy = 0,92 mg/L para pelitorina, resultados compativeis com os do
presente trabalho.

Ainda que a toxicidade das moléculas aqui testadas esteja muito distante de temephos,
larvicida comercial utilizado no controle de larvas de Aedes aegypti, que apresenta Clgg =
0,006 mg/L (Lima et al., 2003) para cepa Rock, a quando se considera os estudos com
produtos naturais, os resultados obtidos foram muito satisfatérios. Além disto, essas
moléculas podem servir como protétipo para sintese de outras, potencialmente mais ativas.

Analisando as curvas obtidas pela regressao linear dos dados de mortalidade versus
concentracdo (Figura 25), observamos que a inclinac¢do das retas € semelhante, o que sugere
homogeneidade de resposta da cepa estudada (Rock) frente aos diferentes compostos.
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Figura 25: Curvas de regressdo linear da mortalidade da cepa de Rockefeller de Aedes
aegypti ap6Os 24h.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos demonstram o potencial da piperina como precursor, aplicivel ao
desenvolvimento de uma nova familia de moléculas candidatas a inseticidas,
potencialmente tteis no controle da dengue. A abundancia do produto natural no material
vegetal, bem como a facilidade de sua extracdo e as manipulagdes sintéticas possiveis, sao
pontos relevantes em relac@o a esta amida natural.

A metodologia de prepara¢do do &cido piperinico, utilizando o reator de microondas,
otimizou o processo, diminuindo o tempo reacional. O produto foi obtido em rendimento e
pureza satisfatérios e foi devidamente caracterizado pelos métodos convencionais de
andlise.

As metodologias aplicadas para preparacao das amidas derivadas da piperina foram
satisfatorias, gerando os produtos com rendimentos variados de 47% a 97%. Todos os
derivados foram caracterizados pelos métodos convencionais de andlise.

O derivado tetraidropiperina apresentou um resultado excelente frente a mortalidade
das larvas de Aedes aegypti. Ainda que distante do inseticida até entdo mais
amplamente utilizado (temephos©), os resultados sdo extremamente relevantes diante
de outros produtos naturais atualmente avaliados.

A baixa solubilidade em dgua dos compostos deste trabalho dificultou a execugdo dos
ensaios com larvas de Aedes aegypti. Diante desta condi¢do, pretendemos avaliar a
atividade inseticida frente a0 mosquito adulto.

Novos derivados devem ser desenvolvidos a partir destas informagdes para que
possamos obter mais dados sobre a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
inseticida (REA) destes compostos, possibilitando assim o planejamento de moléculas
que possam ser utilizadas como novas opg¢des de inseticida, obtidas de uma fonte
renovavel e que possam atuar no manejo integrado de pragas.

Modificagdes estruturais podem ser realizadas com intuito de aumentar a solubilidade
das amidas em meio aquoso. A preparacdo de sais de amdnio quaterndrio € uma
alternativa bastante vidvel.

Estes compostos devem ser testados em populacdes de campo do vetor da dengue com
distintos mecanismos de resisténcia para avaliar seu potencial de aplicacdo.
Avaliacdoes de sua persisténcia, em ensaios que simulem as condi¢des de campo,
também devem ser planejadas. A investigacdo quanto ao mecanismo de acgdo €
também uma informacdo fundamental para o planejamento da sintese de uma nova
classe de inseticidas.
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