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... Isso é coisa, 1550 € colsa I550 é Colsa...

Qbeu assunto principal é falar mal

Onde vocé vai chegar assim? Aonde vaiz

Qbeu assunto principal é filar mal di vider alheia, mas isso é coisa [eia
Shso ¢ colsa el

Auntes, anles antes de Julger mal porque néo ol prec si mesmo.

NVorit que estd comelendo mdior ou mesmo ero.

Onde vocé vai chegar assim? Aonde vai? Gontandeo historia sem fim, dele
¢ de min.

Q&eut assunto principal ¢ el mel der vide alheia; mas isso ¢ coisa feix
Slso ¢ coisia el

Sligando mel vocé gasta lempo ¢ energia ao invés de levar & magix ao
irmdo seu.

Onde vocé vai chegar assim? Aonde viic

Q&eut assunto principal ¢ el mel der vider alheia; mas isso ¢ coisa feix
Slso ¢ coisa el

QRuande niv souber o que [alar niv fale nad, entio nio venha me
acupar aponlande defeilo dos oulros, como s isso Josse normal
Jlgandose perfeito, isso em si é um deféito ¢ vocé pode ver.

Codes nds temas uma infinidade, mas também tomos quelidades que nio
Ak nem pre contar.

Sl de fuliro, fela de ciclano. Sfela de fulano, fila de ciclano
St de fulno, fle de bellrano

donde v chegar?’

(Ronto de Equilibrio)



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Dr. Marco Edilson Freire de Lima, que ndo deixou a desejar pela orientagao,
amizade e amadurecimento cientifico.

A Professora Aurea Echevarria pela Co-orientagdo deste trabalho, pelas sugestdes e
cessao do reagente 1,4-difeniltiossemicarbazida.

Aos amigos e irmaos do laboratorio 48: Rodney, Breno, Nailton, Vitor, Planta, Roberto,
Adriano, Ari, Luciano, Regina, Natalia, Nazaret e Cleber, pela amizade e apoio cientifico.

A minha amiga e namorada Vanessa dos Santos Aratjo, pelo incentivo, paciéncia e
compreensao nas horas mais dificeis de conflito pessoal e profissional.

Aos Professores José Osvaldo e Lucia Mendonga-Previato e alunos de Doutorado Victor
Barbosa Saraiva e Leonardo Freire de Lima (IBCCF — UFRJ), pela colaboragao na execugao dos
ensaios bioldgicos.

Aos Professores do PPGQO, Jodo Batista, Carlos Mauricio, Mario Geraldo, Aurélio ¢
Francisco pelo conhecimento adquirido durante todo meu curso de pos-graduacao em quimica.

As Professoras Luzineide Tinoco e Ana Paula Valente do Laboratério RMN — Instituto de
Bioquimica Médica (UFRJ) pelos espectros de RMN (400/600 MHz).

Aos Professores Wanda Almeida Pereira (Dep. Farmacologia — UNICAMP) e Marcos
Eberlin (IQ — UNICAMP) pelos espectros de massas, por insercao direta, dos cloridratos
mesoidnicos obtidos neste trabalho.

Ao Professor Mario Geraldo de Carvalho (Dequim. — UFRuralRJ) por alguns espectros de
RMN (200 MHz).

A Professora Rosane Nora Castro (Dequim. — UFRuralRJ) pelas discussdes e sujestdes
dadas ao trabalho.

Aos amigos do alojamento M4-426: Deuci, Rodrigo, Maciel, Eduardo, André, Felipe,
Carlos, Fabricio, Thiago e Flavio pela amizade e maravilhosa convivéncia.

Aos Professores, membros da banca examinadora, pela leitura critica da dissertagdo e
pelas sugentdes dadas ao trabalho.

Ao CNPQ, pela bolsa concedida.

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pela oportunidade.

E principalmente a Deus e novamente a meus pais.



SUMARIO

INDICE..c..oceecveeeeerrerressssssssssessessssessessssssessssessessssssessessessessassssssessessessassassssssssessessassasssessessesses ii
LISTA DE FIGURAS.......cvvterrerrenssesssessessssssesssessssssssssssesssessasssssasssessssssassasssasssssasssessssssessss vi
LISTA DE TABELAS......cvevtestesesesssssessssssessssssessssssesssessssssssssssessasssassssssssssessasssasssssssssases viii
LISTA DE ESQUEMAS........evvevsuesrresssssessesssesssssssssessssssssssssessssssasssssasssesssessasssssasssessasssesses X
LISTA DE ESPECTROS.......couevveerreeesssssessesssessssssessssssssssessssssssssssasssessasssessssssessasssasssssens xii
LISTA DE ABREVISTURAS E SIMBOLOS........coevuestneenerneressessssessassssssessssssesssssssssesss XV
RESUMO......coooueerersesssnssessessessssesssssssssessssessesssssssssessessessassasssessessessessssssessssessassassasssessessessens xvi

ABSTRACT ...uiirnieiininennennninessnnssnesssesssssssesssssssesssssssessssssssssssssassssassasssssssssssassssessasssss xvii



INDICE

1. INTRODUGCAGQ ......oueeeeererersrennssesesesesessssssssesssssssssssssesssesesssssssssssesesssssssessssssssesesssases 1
1.1. ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DO GENERO PIPER.........coveverrerresressnssessens 2
1.2. OUTRAS AMIDAS NATURAIS RELACIONADAS A PIPERINA.......c..cocevverrrreennne 3
1.3. ATIVIDADES BIOLOGICAS DA PIPERINA..........oevverrrereersresssessesssessesssessesssesssessenes 5
1.4. BIOSSINTESE DA PIPERINA.........ccooovvrrureresressessssesssssssssessssessasssssssssessessassassassssssossens 7
1.5. PRODUTOS NATURAIS (PN’s) E A DESCOBERTA DOS FARMACOS................ 8
1.6. A IMPORTANCIA DOS PRODUTOS NATURAIS (PN’s) EM SINTESE

ORGANICA . ...eceeererrrressnnssessessessssessassssssessessessassssssessessessessassssssessessessassssssssessessessasssessessosss 13
1.7. TRABALHOS ENVOLVENDO MODIFICACOES ESTRUTURAIS NA

PIPERIN A......oovvueruertessessessessssssessessessssssessessssessessessssssessessessesssssssssessessessasssessessessessassasssessesses 15
1.8. DOENCA DE CHAGAS......cvreererertessessesssssssssessessessssessssssessessessssessssssssssssessassassassassass 19
1.8.1. TRATAMENTO.....ouvrruerueeressessensessssssssssssessessessssssssssssssessessessassssssssssassassassasssessens 22
1.8.2. ALCALOIDES ATIVOS EM TRYPANOSOMA CRUZL.......oooeevvrererrensrersressessens 24
1.9. MESOIONICOS......coerrrerresrersnssessssssssssesssssssssssssssssessessssssssssssssassassssssssssssessessassasssons 26
1.9.1. CLASSIFICACAO E NOMENCLATURA......cocevtesrerrnernessessessessssessessssssessessessessens 27
1.9.2. SINTESE DE COMPOSTOS DO SISTEMA 1,3,4-TIADIAZOLIO-2-

FENILAMINIDA E 1,3,4-TRIAZOLIO-2-TIOLATO........ceocevuesrrerressessessessssesssessessessessens 29
1.9.3. ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS MESOIONICOS.........coervruerresresessensssssessesses 31
2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS......occesierresressessesssessessessessesssssssssessessssessassssssessessasss 34
3. ESTRATEGIAS DE SINTESE.........ccceecesteruererensssnssessessessesssssssssessssesssssssssessessssassessasss 36

3.1. ESTRATEGIAS PARA A SINTESE DOS NOVOS CLORETOS DE 1,3,4-
TIADIAZOLIO-2-FENILAMINAS, DERIVADOS E ANALOGOS A AMIDA

NATURAL (1)evurverreeesessessessesssseessessessessessessessassssssessessssessassassssssossessessessasssessessessessassasssessosss 36
3.1.1. ESTRATEGIA PARA A SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 62,
DERIVADO DA PIPERINA L....uvueeeerreesresseessesssesseessesssssssssessesssessesssessasssessasssessasssassassens 36
3.1.2. ESTRATEGIAS PARA A SINTESE DE OUTROS CLORIDRATOS
MESOIONICOS, DERIVADOS E ANALOGOS A PIPERINA L....uurirenecrencnncnenecsenee 37

i



3.2. ESTRATEGIAS DE SINTESE DOS PRECURSORES ACIDOS, DERIVADOS E

ANALOGOS A PIPERINA 1, COM MODIFICACAO ESTRUTURAL........coevrervrerenne 39
3.2.1. MODIFICACAQO DA CADEIA LATERAL......coevesresreneerssessessessessessesssssssssessessense 39
3.2.2. MODIFICACAO DO ANEL AROMATICO........oeeverrerrnrrressessessessessessessssssessessnse 40
3.3. DISCUSSAO DOS RESULTADOS.......cocevtrrerenrsressessssssssssssssessssessesssssssssssessassasssssaes 41
3.3.1. ISOLAMENTO DA PIPERINA DOS FRUTOS SECOS DE PIPER
INIGRUM.cveeevererressessesssssssssssessassassassssssssassassasssssssssassessassssssssssssassassssssssssssassassassassssssessesses 41
3.3.2. PREPARACAO DOS ACIDOS CARBOXILICOS, INTERMEDIARIOS NA
SINTESE DOS MESOIONICOS........coovueresressessessessssssessessessessesssssessessessesssssssessessessassssens 43
3.3.2.1.HIDROLISE ALCALINA DA PIPERINA..........eceeurerrerresrensnessessessessessessassssssessesses 43
3.3.2.2.SINTESE DO ACIDO CINAMICO T1.u.ovovererrerrersnsssssessessessessssssssssssessssessessassanes 44
3.3.2.3.SINTESE DO ACIDO PIPERONILICO 70.....cceovevverrerrnerressessessessssssessessessessessasses 46
3.3.2.4.SINTESE DOS ACIDOS SATURADOS 63 E T3...cucuererverererererersesessesssesssessesenss 48
3.3.2.5.NITRACAO DO ANEL AROMATICO PARA OS RESPECTIVOS ACIDOS
CARBOXILICOS......coeueererrsensessssssessessssesssssssssessessssasssssssssssssessessassssssssessassassssssessessessans 50
3.3.3. SINTESE DOS CLORETO DE ACIDO.......ccccoeesrrsersnssuessessessessesssssssssessessassessseses 55
3.3.4. SINTESE DOS CLORIDRATOS MESOIONICOS MI A IX.....ccoevuerrerrerrererersenees 56
3.4. TESTES BIOLOGICOS : ATIVIDADE TRIPANOCIDA.........covveerrerrerresrensesssessenses 65
4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS......cccevieeresresrsssnssessessessessessssssessessssessessssssessessesses 68
5. MATERIAL E METODOS.......ccoecesteetesnsssessessessessessssssessessessessesssssssssessessessessasssessessesse 69
5.1. INSTRUMENTAL UTILIZADO NAS CARACTERIZACOES
ESPECTROMETRICAS......covvvueetesressessssssessessessessesssssssssessessessssssssssssssassessassssssessassassessasses 69
5.2. NAS ANALISES, SINTESES E PURIFICACOES........cccoccevuerrenenssnsssessessessessessssssesses 70
5.3. OUTROS EQUIPAMENTOS.......ooeevurrueeresressssesssssssssssssssessesssssassssssssessassassssssssassesses 70
54.ISOLAMENTO DA AMIDA PIPERIDINIL DO ACIDO 5-(3,4-
METILENODIOXIFENIL)-2(E)-4(E)-PENTADIENOICO (PIPERINA) (1)....evveevene. 71
5.5. PREPARACAO DO ACIDO 5-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-2(E)-4(E)-
PENTADIENOICO (ACIDO PIPERINICO) (60).....cccveveerercrercrerscsessessssesssessesessessssesnss 75
5.6. PREPARACAO DO ACIDO 3-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-2(E)-
PROPENOICO (ACIDO CINAMICO) (T1).eovurerecrrecreneresesessssessssessssessssessessssesessessssessess 79

111



5.7. PREPARACAO DO ACIDO 3,4 METILENODIOXIBENZOICO (ACIDO

PIPERONILICO) (70)....cvuvuereeessessessessessessssssessessessessessassssssessessessessssssessessessessassssssessessessessens 83
5.8. PREPARACAO DO ACIDO 5-(3,4-METILENODIOXIFENIL) PENTANOICO
(ACIDO TETRAIDROPIPERINICO) (63)..0.0uestereerseressssessessessessassssssessessessessessassssssssessenes 87
5.9. PREPARACAO DO ACIDO 3-(3,4-METILENODIOXIFENIL) PROPANOICO
(ACIDO DIIDROCINAMICO) (73)..eurrersersesssessessssessessssssessessessassassssssssssessessassssssssassenes 91
5.10. PREPARACAO DO 6-NITRO-3,4-METILENODIOXIBENZALDEIDO
(6-NITROPIPERONAL) (85) «.vcvververeursuessessessessssssssssssssessessassssssssessessassasssssssssassessassassssssens 95
5.11. PREPARACAO DO ACIDO 5-(6-NITRO-3,4-METILENODIOXIFENIL)
PENTANOICO (ACIDO 6-NITROTETRAIDROPIPERINICO) (64)......0ce0veereereceeesenees 99
5.12. PREPARACAO DO ACIDO 3-(6-NITRO-3,4-METILENODIOXIFENIL)
PROPANOICO (ACIDO 6-NITRODIIDROCINAMICO) (74). v.vvvrerrrerrersessessessessasssns 103
5.13. PREPARACAO DO ACIDO 6-NITRO 3-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-2(E)-
PROPENOICO (ACIDO 6-NITRO CINAMICO) (72) wecovveererernerererersessssessesessesessssessess 107
5.14. METODOLOGIAS APLICADAS PARA A SINTESE DOS CLORIDRATOS
MESOIONICOS (M)..ouvuerrrernereresessesssesssssssssssessssessssssssssssssssessssessssessasessessssessssessssessssses 111

5.14.1. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 62 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1(E)-3(E)-BUTADIENIL]-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-
FENILAMINA (MI)..couuuvvuummneessmmnnssssssnsssssmsnsssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssnsssssssssssssassssssss 112
5.14.2. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 81 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
[2-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-(E)-ETENIL]-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-

FENILAMINA (IMID).cuuiisiiseesenssecsanssnnsnessesssncssasssnsssasssasssaessasssasssasssssssasssssssssssasssssssassns 116
5.14.3. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 80 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-FENILAMINA (MIII)........ 120

5.14.4. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 67 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
[4-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-BUTIL]-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-FENILAMINA

5.14.5. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 83 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
[2-(3,4-METILENODIOXIFENIL)-ETIL]-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-FENILAMINA

v



5.14.6. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 68 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
[4-(6-NITRO-3,4-METILENODIOXIFENIL)-BUTIL]-1, 3,4-TIADIAZOLIO-2-
FENILAMINA (MVID)..ouucoueuunnsssnssssnesssnssssssssssssssnssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssassss 132
5.14.7. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 84 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
[2-(6-NITRO-3,4-METILENODIOXIFENIL)-ETIL]-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-
FENILAMINA (MVIID)u...oouvuumerssnsssnnesssnsssssssssssesssssssssnssssssssssassssssesssssssasssssssssssssssnsasses 136
5.14.8. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 82 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
[2-(6-NITRO-3,4-METILENODIOXIFENIL)-(E)-ETENIL]-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-
FENILAMINA (MIX)...ooeouuneusnnnssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 140
5.14.9. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 80 - CLORETO DE 4-FENIL-5-
(3,4-METILENODIOXIFENIL)-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-FENILAMINA

(MITD)...coomneeeummnnssssmssnsssssmssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnssssssssens 144
5.14.10. SINTESE DO CLORIDRATO MESOIONICO 86 - CLORETO
DE 4-FENIL-5-(6-NITRO-3,4-METILENODIOXIFENIL)-1,3,4-TIADIAZOLIO-2-
FENILAMINA (MVI).coouucvuummnesssmmenesssssmsssssssssnsssssmssssssssmssssssssmssssssssmssssssmssssssssssssssssassnss 145
5.15. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA.....u....comrrrrmeeressnnsssssmsssssssnnns 149
5.15.1. PARASITAS.....coeereeennnesssnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssnssssssssssssssssnnns 149
5.15.1.1. FORMAS EPIMASTIGOTAS..c....coomerrrmssssmsnsssssssnssssssssssssmsssssssssnssssssssnnes 149
5.15.1.2. FORMAS TRIPOMASTIGOTAS. ..cuuu..ccommeerusmsnssssmsnsssssmsnsssssssnssssssssssssssassnns 149
5.15.2. OBTENCAO DE MACROFAGOS. ccu....cormrrrmmnnssssmssssssmssssssssssssssmssssssssssnssssss 150
5.15.3. ATIVIDADE ANTI-EPIMASTIGOTA...couuuu.cvurmnnevsmmsesssnssssssssssssssmsssssssssnsssess 150
5.15.4. CITOTOXICIDADE PARA MACROFAGOS MURINOS........coouevveermmnerrssnnnne. 151
5.15.4.1. TESTE DE EXCLUSAO DO AZUL DE TRYPAN..cu.....oommmrrrrrmnerrssnnessssmnnnns 151
5.15.5. ATIVIDADE ANTI-TRIPOMASTIGOT A...oouuuueeoreessmnssssssmsssssssmssssssmssessesss 152
5.15.6. ATIVIDADE ANTI-AMASTIGOT A.couuuu.cvveennnsssnnsnsssssnsnsssssssssssssssssssssssssssssassnns 153
5.15.7. ATIVIDADE TRIPANOCIDA IN VIVO: PARASITEMIA EM
CAMUNDONGOS BALB/Cicouuuvvornnneessnssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssanns 155
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.....ouu..coomnesssnmnesssmssssssssnsssssssssssssssssssssmsssssens 157



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Piperina, principal constituinte quimico de Piper nigrum.............cccceeveveeneeneenannn. 1
Figura 2: Area de cultivo da pimenta do T€iN0..............co.eveveieevececeeeieese e, 2
Figura 3: Alguns alcaloides amidicos isolados de espécies de Piper.........cccovvevcvvencveencveennnnn. 4
Figura 4: Os primeiros farmacos isolados de produtos naturais...........cccceeeeuveerveeneeeneeenineenne 9

Figura 5: Salicilatos que marcaram o desenvolvimento de farmacos no periodo de 1800-

LO00.. ettt b et b et a ettt ettt reeaenan 10
Figura 6: Barbital, epinefrina, procaina, benzocaina e cocaina..........cccceeeveeieneneenienenienns 11
Figura 7: Vimblastina, vincristina, etoposideo, teniposideo € taxol..........ccceevveervierieenieenenne. 12
Figura 8: Bacatina III, 10-desacetil-bacatina III € taXotere..........ccccecueveneneenicneneeieneneens 13

Figura 9: Participagdo dos Produtos Naturais (PN’s) no desenvolvimento de fArmacos no
PEriodo de 1981 @ 2002........coeiiieiieeeie ettt ettt et e e e e s e e e teeereeebaeetaeensaeenaaaenenes 14
Figura 10: Estruturas quimicas dos derivados que demonstraram maior efeito inibitorio das
OX1dASES ESTUAAAAS........eeiiiieeiiiiie ettt ettt et 15
Figura 11: Amidas N, N-dissubstituidas que demonstraram maior atividade inseticida sobre 4.
TRORUSTE OFSCIS L. ..ottt ettt ettt et e st e st e eabeesasaeesaeesnaeesnseenns 16
Figura 12: Exemplo de compostos modificados sinteticamente que apresentaram maiores
AtIVIAAdES DIOLOZICAS. ... .eeuiieiieiieiiet ettt ettt ettt ettt e et e s e saeeeaeeenee 16
Figura 13: Derivados e analogos que apresentaram maior atividade toxica ao 7. cruzi........ 17

Figura 14: Derivados e andlogos que apresentaram maior atividade toxica contra o

carcinoma de ERITICH. .....cc.ooiiiiiii s 18
Figura 15: Imagem do Trypanosoma cruzi em microscopia eletronica...........ccceeeeeeeueeerenennns 19
Figura 16: Representagdo esquematica do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.................... 20
Figura 17: Imagem de barbeiros, trés géneros diferentes.........ccoeververeerienieeeesienie e 20
Figura 18. Distribuicao geografica da doenga de Chagas...........ccoecvvvieeieeieeniencieeieee e, 21
Figura 19: Farmacos de utilidade clinica reconhecida...........c.ccceeviiriiniiniieiniiieeieeceeen 22
Figura 20:: Alcaldides com atividade tripanocida...........cceeveerierienieniienieniesie e 25
Figura 21. Primeiro derivado mesoidnico, sintetizado por Fischer...........ccccccceevvveniiieniennnnen. 26
Figura 22: Representagdes alternativas para 0s COmpostos MESOIONICOS. .......eeruveerveerveeennnann 27

vi



Figura 23: Sequéncia de prioridade numérica para o heterociclo do tipo 1,3,4-tiadiazélio-2-
FENIIAIMING. ...ttt 28

Figura 24. Estruturas dos derivados da classe dos 1,3,4-tiadiazolios

ESEUAAAOS. 1.ttt ettt h e bt h e e h b e sht e at e sht et e eabeeabeenreea 29
Figura 25: Rota sintética utilizada na preparacao do sistema 1,3,4-tiadiazolio-2-

FENTLAIMNINA. ...ttt sttt 29
Figura 26. Compostos mesoioniCOS DIOAtIVOS. ......cccuieeuieeriieerieeniiiesteeeteeeieeeseeeeseeeseeesnseeens 32
Figura 27. Derivado 1,3,4-tiadiaz6élio com atividade antimelanoma..............cccceeevevvenieennnenn. 33
Figura 28: Extrator de Sohxlet acoplado a manta de aquecimento e condensador................. 41

Figura 29: Estrutura do cloridrato mesoionico tomado como referéncia nas atribui¢des
ESTIULUTALS ..ttt ettt ettt ettt e b e e bt ea et e b ettt e b et e sbeeh s et e e bt eat e bt nbe et e nteebeennennens 59
Figura 30: Estruturas dos cloridratos mesoidnicos testados contra 7. cruzi............ccceueeeee... 66
Figura 31: Gréficos referentes a atividade anti-tripomastigota, em concentracdes de
viabilidade celular (Macrofagos MUIINOS)......ecccveeeiuieeiiierieeeree e etee et e et e e veeeaeesreeeseeens 152
Figura 32: Efeito do MI sobre as formas amastigotas do 7" .Cruzi..........cceeeeeeuuieeeennnnenennn. 153

Figura 33: Toxicidade da molécula MI as formas amastigotas em diferentes

COMNCEINETAGOCS. 1vvveeeeeierrrreeeeeesitrteeeeeaserraeeeeeseissreeaeeasasssseeaesssssssssessssssssssssesesssssssssessassssssssesannnes 154
Figura 34: Parasitemia dos quatro grupos de animais tratados..........ccceeeveeeveeeeveeenieeneeennen. 155
Figura 35: Sobrevida dos quatro grupos de animais tratados............cecceeeueerieeneerieeneeneenenans 156

vii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Algumas atividades farmacoldgicas exibidas por espécies do género Piper ........... 3
Tabela 2: Valores de ICsg para a piperina e os derivados mais ativos contra a forma
epimastigota € amastigota A0 7. CHUZI.......cueeeueeeiieeiieecieeeie ettt ee e stae e e e sreeesaaeesnae e 17
Tabela 3: Novas entidades quimicas (NCEs) aprovadas entre 1975 ¢ 1999 por classe de
ATOZAS. .. ettt ettt et e st e et e et e e e e et e e tte e aa e e ettt e anaeeenbeeentaeenteeenneeeneeenaeenaenn 23
Tabela 4: Valores de ICso (uM)dos cloridratos mesoiodnicos sobre L. amazonensis............. 33
Tabela 6: Algumas absorc¢des na regido do infravermelho (IV) dos cloridratos mesoidnicos
obtidos (MI — MIX) e o de referéncia MR..............c.cooiviiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 63
Tabela 7: Deslocamentos quimicos de RMN 'H dos cloridratos mesoidnicos obtidos

(MI — MIX) e 0 de referéncia MR ..........cccoeoiiiiiiiiieiieeie ettt et e saae e n e e aeeenraens 63
Tabela 8: Deslocamentos quimicos de RMN "°C dos cloridratos mesoidnicos obtidos

(MI — MIX) e 0 de referéncia IMR..........ccccooviiiiiieiiie ettt see e e ve e s e e saeesnnee e 64
Tabela 9: Deslocamentos quimicos de 'H e °C para a piperina 1...........ocoeueeveeeueeereeenennn. 74
Tabela 10: Deslocamentos quimicos de 'H e "*C para o 4cido piperinico 60........................ 78
Tabela 11: Deslocamentos quimicos de 'H e ">C para o 4cido cindmico 71..........cc.coo......... 82
Tabela 12: Deslocamentos quimicos de 'H ¢ "°C para o acido piperonilico 70.................... 86
Tabela 13: Deslocamentos quimicos de 'H e "*C para o 4acido tetraidropiperinico 63........... 90
Tabela 14: Deslocamentos quimicos de 'H e '°C para o acido diidrocindmico 73................ 94
Tabela 15: Deslocamentos quimicos de 'H e '°C para o 6-nitropiperonal 85....................... 98
Tabela 16: Deslocamentos quimicos de 'H ¢ '°C para o acido 6-nitrotetraidropiperinico

O ettt et h e bt a bbbt et e bt a e et e bt en e e b bt eht et e e reentenaens 102
Tabela 17: Deslocamentos quimicos de 'H e '*C para o 4cido 6-nitrodiidrocindmico 74....106
Tabela 18: Deslocamentos quimicos de 'H e °C para o 4cido 6-nitrocindmico 72............. 110
Tabela 19: Deslocamentos quimicos de 'H e *C para MLL.........ccooueveveeeeeeeeeeeeeeereenn. 115
Tabela 20: Deslocamentos quimicos de "H e *C para MIL.........c.oooueeeeeeeeeeeeeereerereeenns 109
Tabela 21: Deslocamentos quimicos de "H e >C para MIIL..........o.cooovvveeeeeemeeeeeeeereses 123
Tabela 22: Deslocamento quimico de "H e >C para MIV...........cccoovvvmeoreeeereseeesreeenne, 127
Tabela 23: Deslocamentos quimicos de "H e >C para MV..........ccccooovvoeeieoeieeeeeeseseseene. 131
Tabela 24: Deslocamentos quimicos de 'H e *C para MVIL.......c.ccoeueeeererereeeceeeeeeeene. 135



Tabela 25: Deslocamentos quimicos de "H e *C para MVIIL..........c.covviurimreeeeereeeseeneeeenn. 139
Tabela 26: Deslocamentos quimicos de "H e *C para MIX........ooooeveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 143
Tabela 27: Deslocamentos quimicos de "H e *C para MVL.......c.oooouveeeeeeeeeeeeeeeereeeeen. 148
Tabela 28: Valores de ICsg para piperina, derivados e benzonidazol frente a diferentes formas

O THYDANOSOMUA CTUZ ..ot eete e eteeeeae e ae e s aa e st e e e e e e aeeessaeensaeesseesnseesnseas 151

X



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1: Proposta biossintética para a formacgao da piperina...........cccceeeeveeeeveeeceeesveeseneens 7

Esquema 2: Diferentes rotas sintéticas para os sistemas 1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina e

R IR Ny P V(0 ) N s (o) P11 O 30
Esquema 3: Reacdo de anidroacilacdo com aldeido aromatico ..........ccceeeveeeveveeiveenveeneeenen. 30
Esquema 4: Estratégia sintética para a preparacao do novo derivado 1,3,4-tiadiazélio-2-
fenilamina (62) a partir da amida natural 1... .......ccccoooiiiiiiiniiiee e 36
Esquema 5: Estratégia sintética para a preparacao de outros derivado 1,3,4-tiadiazdlio-2-
fenilamina (67 e 68) a partir do acido 60, derivado da piperina L.........cccceevveriervenveneennennen. 37
Esquema 6: Estratégia sintética para a preparacao dos derivados 1,3,4-tiadiazolio-2-
fenilamina andlogos a amida natural (1) a partir do piperonal 69...........cccecevovirvieriiniieniennnnn. 38
Esquema 7: Estratégia sintética para a preparacao dos derivados 1,3,4-tiadiaz6lio-2-
fenilamina analogos a amida natural (1) a partir de aldeidos aromaticos ( 69 e 85)................ 39
Esquema 8: Proposta de fragmentag@o para a piperina L..........cccceevvieeiieenieenieeniiiesieeeieens 42
Esquema 9: Hidrolise basica da piperina L........coccuveeiiiiiiiieiieeeieeeieeceeecee e 43
Esquema 10: Proposta de fragmentacao para o acido piperinico 60...........cccevverveeeerrennnnnne. 44
Esquema 11: Mecanismo da reacao de Knoevenagel............ccccvevierienienienienieciecie e 45
Esquema 12: Proposta de fragmentag@o para o 4cido cindmico 71.......cccccevvevievienieniennnnne. 46
Esquema 13: Oxidagdo do piperonal 69.............cccueevuiiiiiiiiiieiiieeieeeie et saae e 46
Esquema 14: Proposta de fragmentacao para o acido piperonilico 70..........c.ccccveevveerureennnnn. 47
Esquema 15: Reacao de reducdo catalitica dos 4cidos 63 € 73.........ccceevvievciieeiieeiie e, 48
Esquema 16: Proposta de fragmentagado para o acido tetraidropiperinico 63..............cccoe....... 49
Esquema 17: Proposta de fragmentacao para o acido diidrcindmico 73..........cccevevvevivennnenn. 49
Esquema 18: Nitracdo do anel aromatiCo..........ceerverieriirienienieeieeie e eie e eve e e seeeseeeeees 50
Esquema 19: Proposta de fragmentacao para o 6-nitropiperonal 69............ccccceevvereerrennnnnne. 51
Esquema 20: Proposta de fragmentacao para o acido 6-nitrotetraidropiperinico 64............... 52
Esquema 21: Proposta de fragmentacao para o acido 6-nitrodiidrocinamico 74.................... 53
Esquema 22: Proposta de fragmentagao para o acido 6-nitrocindmico 72........cccceeeuveeeuveennenn. 54
Esquema 23: Sintese dos cloretos de acila...........cocueeueeiiiiiiiiiiiiiiiiieieceeceeeeee e 55
Esquema 24: Mecanismo de formacao dos cloretos de acila utilizando cloreto de oxalila....56



Esquema 25: Reacdo de anidroacilacdo com cloretos de 4cido........cccvevveveenieenieeniienieeenen. 57
Esquema 26: Reacdo de anidroacilacdo com aldeidos aromaticos.........ccceeeeververeenienienienens 57

Esquema 27. Preparacdo dos cloridratos mesoidnicos através da reagao de

ANIATOACIIAGAD . ... .veiiieiiei ettt et e et e e eetbe e e e bt e e e eetreeeeetteeeeetreeeesbeeeeenrnes 58
Esquema 28. Preparagao dos derivados MVI e MIII, a partir dos respectivos aldeidos........ 58
Esquema 29: Proposta de fragmentacao para o derivado MI..........cccceeviieiiieniiieniienieeee. 60
Esquema 30: Proposta de fragmentagao para o derivado MIL............cccooovivviieniiiniieeieeen. 61
Esquema 31: Proposta de fragmentagao para o derivado MIIL............cccccoeeviveiiiiiiieninenen. 62

X1



Espectro 1:
Espectro 2:
Espectro 3:
Espectro 4:
Espectro 5:
Espectro 6:
Espectro 7:
Espectro 8:
Espectro 9:

Espectro 10:
Espectro 11:
Espectro 12:
Espectro 13:
Espectro 14:
Espectro 15:
Espectro 16:
Espectro 17:
Espectro 18:
Espectro 19:
Espectro 20:
Espectro 21:
Espectro 22:
Espectro 23:
Espectro 24:
Espectro 25:
Espectro 26:
Espectro 27:
Espectro 28:
Espectro 29:

LISTA DE ESPECTROS

Espectro de IV da piperina L..........cccoovieiiieiiieiiieeieeeeeeee e 72
Espectro de massas da piperina L.........cccceovreeuieiiiieniiesiie e 72
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) da piperina L..........cccooovvevvevreeennnnn. 73
Espectro de RMN *C (200 MHz, CDCls) da pipering L.........ococeeeeereeeeeneunn.. 73
Espectro de IV do acido piperinico 60...........cceeveeerieeriieeiiieeiie e 76
Espectro de massas do 4cido piperinico 60............ceccveeruierieeesiieenieeieeniee e 76
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl; e CD;0D) do é4cido piperinico 60.......77
Espectro de RMN *C (200 MHz, CDCl; e CD;0D) do 4cido piperinico 60......77
Espectro de IV do acido cin@mico 71........cccecvveeeiiiiiiieeiiiieeieeeeeeeee e 80
Espectro de massas do 4cido cindmico 71.......c..cccvveeeviieviieniieeieeeieeeeeeiee e 80
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CD;0D) do 4cido cindmico 71..................... 81
Espectro de RMN "*C (200 MHz, CD;0D) do 4cido cindmico 71.................... 81
Espectro de IV do acido piperonilico 70..........coocveeviieniiencieeniieeeeeee e 84
Espectro de massas do &cido piperonilico 70..........ccceevvierieeniieeniieecieeeeeeenn 84
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDsOD) do 4cido piperonilico 70................ 85
Espectro de RMN °C (200 MHz, CD;0D) do 4cido piperonilico 70............... 85
Espectro de IV do acido tetraidropiperinico 63............ccccoeevveevveecieecieecieenen. 88
Espectro de massas do acido tetraidropiperinico 63...........cccccccveevveeeieenveennnnn. 88
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) do 4cido tetraidropiperinico 63........ 89
Espectro de RMN *C (200 MHz, CDCl3) do 4cido tetraidropiperinico 63.......89
Espectro de IV do 4cido diidrocindmico 73..........cccoveevieeiieenieenieerieeeiee e 92
Espectro de massas do &cido diidrocindmico 73..........cccoecveevieeniieniienieenieene 92
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) do acido diidrocindmico 73............. 93
Espectro de RMN C (200 MHz, CDCl;) do 4cido diidrocinamico 73............ 93
Espectro de IV do 6-nitropiperonal 85...........cccoooiieiiieiiieeiieceeeee e 96
Espectro de massas do 6-nitropiperonal 85.............cccvveeiieeiiiieiiiecieee e 96
Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do 6-nitropiperonal 85..................... 97
Espectro de RMN °C (400 MHz, CDCls) do 6-nitropiperonal 85.................... 97
Espectro de IV do acido 6-nitrotetraidropiperinico 64............ccccecveevveeeneenee. 100

xii



Espectro 30:
Espectro 31:

Espectro 33:
Espectro 34:
Espectro 35:

Espectro 37:
Espectro 38:
Espectro 39:

Espectro 41:
Espectro 42:
Espectro 43:
Espectro 44:
Espectro 45:
Espectro 46:
Espectro 47:
Espectro 48:
Espectro 49:
Espectro 50:
Espectro 51:
Espectro 52:
Espectro 53:
Espectro 54:

Espectro de massas do 4acido 6-nitrotetraidropiperinico 64.............cccccveeueeee. 100
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDsOD) do 4cido 6-nitrotetraidropiperinico
........................................................................................................................... 101
Espectro de RMN "°C (200 MHz, CD;0D) do 4cido 6-nitrotetraidropiperinico
........................................................................................................................... 101
Espectro de IV do 4cido 6-nitrodiidrocindmico 74...........cccceeeveevveenveeneeennnen. 104
Espectro de massas do 4cido 6-nitrodiidrocindmico 74..........ccceecvvevveereeennen. 104
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDs0D) do 4cido 6-nitrodiidrocindmico
........................................................................................................................... 105
Espectro de RMN B (200 MHz, CD50D) do acido 6-nitrodiidrocinamico
........................................................................................................................... 105
Espetro de IV do 4cido 6-nitrocindmico 72..........cccceeevveeeiieecieeecieeeiie e 108
Espectro de massas do acido 6-nitrocindmico 72..........cccceevvveerieeeiieencneeennnenns 108
Espectro de RMN 'H (200 MHz, CD30D) do 4cido 6-nitrocindmico
........................................................................................................................... 109
Espectro de RMN °C (200 MHz, CD;0D) do 4cido 6-nitrocindmico
........................................................................................................................... 109
Espectro de IV de ML.......cc.oooiioiieiicie ettt 113
Espectro de massas de MI...........c.cooouiieiiiiiiieiiiccieccieeeee e 113
Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) de MLL......occocorrremmrrrernnrrnnnae 114
Espectro de RMN "°C (400 MHz, DMSO-Dg) de ML............ccooovvvvrvrrrnnnnn. 114
Espectro de IV de MIL..........ooooiiiiiiiiiieeiecee e 117
Espectro de massas de MIL...........ccccoooiiiiiiiiiiieieeeeee e 117
Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) de MIL...........ccccovovvvevvrrnnnene. 118
Espectro de RMN C (400 MHz, DMSO-Dg) de MIL..........cooovveveeerennnn. 118
Espectro de IV de MIIL...........coooiuiiiiiiiieiieieeeesee e 121
Espectro de massas de MIIL..............c.ooooiiiiiiieiiiecieceecee e 121
Espectro de RMN 'H (400 MHz, CD;0D) de MIIL..........coosvrvermrrrernnreennanee. 122
Espectro de RMN "°C (400 MHz, CD;0D) de MIIL.............ccccocovvvvervnnnnnn. 122
Espectro de IV de MIV.......oouiiiiiiiieieeeee et 125
Espectro de massas de MIV.........cocciiiiiiiiiieniieeeeeee e 125



Espectro 55:
Espectro 56:
Espectro 57:
Espectro 58:
Espectro 59:
Espectro 60:
Espectro 61:
Espectro 62:
Espectro 63:
Espectro 64:
Espectro 65:
Espectro 66:
Espectro 67:
Espectro 68:
Espectro 69:
Espectro 70:
Espectro 71:
Espectro 72:
Espectro 73:
Espectro 74:
Espectro 75:
Espectro 76:

Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCL3) de MIV......ooooimieeeeeeeeeeeeseee. 126
Espectro de RMN "°C (200 MHz, CDCl3) de MIV.......c.coooumimrereeeeeeeernnan, 126
EsSpectro de IV de MV .....couiiiiiieeeceee et 129
Espectro de massas de MV ........cooiiiiiiiiiiiniieieieieeiteeee e 129
Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) de MV........cccoovvoivivrrrennnnn, 130
Espectro de RMN C (400 MHz, CD30D) de MV.......ooovueimvireeeeeeeereenn 130
Espectro de IV de MVIL........ccooiiiiiiiieeeee e 133
Espectro de massas de MVIL..........ccoooeeiiieiiieniieeeeeeeeee e 133
Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDCl3) de MVIL........c.cooovvmiverieeeerenann, 134
Espectro de RMN °C (200 MHz, DMSO-Dg) de MVIL........ccoovivvvnennnn.. 134
Espectro de IV . de MVIIL..........cccoooiiiiiiiiiicceece et 137
Espectro de massas de MVIIL............ccoouviiiiiiiiiiiiiiceeeeeee e 137
Espectro de RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dg) de MVIIL............cccccoovvevennn, 138
Espectro de RMN "*C (200 MHz, DMSO-Dg) de MVIIL...........ccccoonvvun.... 138
Espectro de IV de MIX.......c.oooiiiiieeeeeeee et 141
Espectro de massas de MIX.........coooieiiiiieiiiinie e 141
Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) de MIX........oovvmviremeeerreenann, 142
Espectro de RMN °C (400 MHz, DMSO-Dg) de MIX..........coviveeeeerrennnnn. 142
Espectro de IV de MVIL........oooiiiiiieeeeeee e 146
Espectro de massas de MV IL..........ccooiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeee e 146
Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) de MVIL.........cccoovvirirnrnnan.. 147
Espectro de RMN °C (200 MHz, DMSO-Dg) de MVL........c.ccocovvirevninnnnn, 147

X1v



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

arom. = aromatico

BHI = Infusao de cérebro e coracdo

CCF = Cromatografia de Camada Fina

d = dubleto

dd = duplo dubleto

ddd = duplo duplo dubleto

DP = Desvio Padrao

HEPES = 4cido 2-Hidroxi-Etil-Piperazina-Etano-Sulfonico
ICsp = Concentragdo Inibitéria de 50%

IV = InfraVermelho

J = constante de acoplamento

m = multipleto

m/z = razao massa-carga

PBS = Solucao Tampao de Fosfato

Pf = Ponto de Fusao

Ph = fenil

ppm = parte por milhdo

q = quarteto

qui = quinteto

RMN 'H = Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RMN "*C = Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
s = singleto

sl = singleto largo

SFB = Soro Fetal Bovino

t = tripleto

t.a. = temperatura ambiente

UV = Ultra Violeta

v = estiramento

¢ = dobramento

XV



RESUMO

Este trabalho se insere numa linha de pesquisa que visa a utilizacdo de produtos naturais
abundantes e accessiveis na sintese de novas moléculas com potencial atividade anti-chagasica. A
piperina, amida majoritaria de Piper nigrum, pode ser isolada dos frutos secos da planta em
rendimentos de até 7%. Estudos recentes em nosso laboratério demonstraram a atividade
antiparasitaria da piperina e de uma série de derivados e andlogos sobre o Trypanosoma cruzi,
agente etioldgico da doenca de Chagas. A literatura também relata resultados sobre a atividade
toxica de cloridratos mesoionicos, da classe dos 1,3,4-tiadiazois-2-fenilaminidas, contra
Leihsmania amazonensis, parasita da mesma familia do 7. cruzi (Tripanosomatidae).
Descrevemos aqui a sintese ¢ a caracterizagdo de 9 novos derivados da classe dos 1,3,4-
tiadiazois, derivados e analogos da piperina, bem como a avaliacdo da atividade toxica destes
contra as varias formas evolutivas do 7. cruzi e frente a célula hospedeira (macréfagos murinos).
Os resultados obtidos na avaliacdo biologica evidenciaram o cloridrato do mesoidnico MI
(Cloreto  de  4-fenil-5-[4-(3,4-metilenodioxifenil)-1(£)-3(E)-butadienil]-1,3,4-tiadiazolio-2-
fenilamina) como aquele com melhor perfil de atividade. Nos ensaios in vivo MI apresentou
atividade comparavel ao farmaco benzonidazol.

Os resultados obtidos evidenciam MI como um novo prototipo para o desenvolvimento de
um novo agente quimioterapico, de elevada eficacia, aplicavel ao tratamento da doencga de

Chagas.
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ABSTRACT

This work is part of a research project which investigates the utilization of abundant and
accessible natural products in the synthesis of new molecules with potential activity against
Chagas” disease. Recent studies carried out in our laboratory showed activity against
Trypanosoma cruzi for piperine, a major component of Piper nigrum and for a series of its
derivatives and analogues.

We herein describe the synthesis and characterization of nine new 1,3,4,-tiadiazolium-2-
phenilaminides derived from piperine. We also evaluated their toxic effects against the various
evolutive forms of 7. cruzi, and also against the host cell (murine macrophages). These results
obtained show that the mesoionic hydrochloride MI possesses the best activity profile.
Furthermore, MI showed in vivo activity comparable to benzonidazole.

The results suggest MI may be a new prototype for use in the development of a new
chemotherapeutic agent with high efficiency, which may be employed in the treatment of

Chagas’s disease.

We found in the literature results about the toxic effects of mesoionic hydroclorides 1,3,4-

tjiadiazolium-2-phenylamine against Leishmania amazonensis (Tripanosomatideo)

xXvii



(s

S
¥ 0 A el i
\ TN, wh,-u\.‘ A

;’W’Ih‘ P




1. Introducio

A amida natural piperina 1 (amida piperidinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-
pentadiendico - Figura 1) ¢ o principal constituinte quimico de Piper nigrum (Piperaceae),
ocorrendo em maior propor¢ao nos frutos da planta (Semler e Gross, 1988). Piper nigrum
(popularmente conhecida como pimenta do reino) tem seu uso bastante difundido na medicina
popular da India, pais de onde é originaria, sendo que no Brasil, seu principal uso é como
condimento. Apesar de ser considerada aqui uma planta exoética, o Brasil € um dos grandes

produtores mundiais de pimenta do reino, destacando-se como principais produtores os estados

do Para e Espirito Santo (http://www.agecom.ba.gov.br).

O

CoRaae

piperina 1

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

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

no ano sem comprometer a planta.



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

pimenta do reino para fins comerciais.

Figura 2: Area de cultivo da pimenta do reino (Detalhe: fruto da planta)

(http://www.governo.es.gov.br/scripts/portal051_1.asp?noticia=99652783&secao=Not%C3%Adcias)

1.1. Atividades Farmacolégicas do género Piper (Parmar et al., 1997)

Como mencionamos, a utilizagdo de espécies do género Piper com fins medicinais € pratica
comum nas culturas orientais. Na China, algumas prescrigdes recomendam o uso de P.
futokasura no tratamento de asma e arritmias cardiacas. Na Jamaica, dores estomacais sdo
tratadas com a infusdo de P. aduncum e P. hispidum (também usada como repelente de insetos).

No México e Brasil usa-se P. amalago para aliviar dores estomacais e no combate a infecgoes.



Na Tabela 1 estdo sumarizadas algumas destas atividades (Parmar et al, 1997).

Tabela 1: Algumas atividades farmacologicas exibidas por espécies do género Piper

(Parmar et al, 1997)

Atividade Espécie do género Piper
Antitumoral P. hookeri, P. clarkii, P. hancei, P. rebesioides, P. wallichii
Antileucémica P. hookeri, P. futokadsura, P. attenuatum
Antibiotica P. hookeri, P. wallichii
Analgésica P. arboricola, P. nigrum
Antibacteriana P. aducum, P. methysticum
Anti-reumatica P. guineense, P. nigrum
Inseticida P. nigrum, P. hispidum, P. longum
Anti-inflamatoria P. amalago, P. nigrum
Antipirética P. chaba, P. nigrum
Anticancer P. nigrum

1.2. Outras amidas naturais relacionadas a piperina

As principais substancias encontradas no género Piper, as quais sdo atribuidas as atividades
anteriormente citadas, pertencem a varias classes. Dentre os principais constituintes do género
pode-se citar os alcaldides, propenilfenois, lignanas, neoligninas, terpenos, esterdides, chalconas,
diidrochalconas, flavonas e flavononas (Parmar et al., 1998 ¢ 1997 ; Atal et al., 1975). As amidas
sdo, certamente, os principais constituintes do género Piper. A Figura 3 (pagina 4) mostra as

estruturas de algumas amidas naturais, isoladas de espécies do género Piper.
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Figura 3: Alguns alcal6ides amidicos isolados de espécies de Piper (Parmar et al., 1998 e 1997).



1.3. Atividades bioldgicas da piperina

A variedade de atividades bioldgicas exibidas pela piperina ¢ bastante ampla. Tao antiga
quanto a utilizacao de pimenta do reino como condimento e o conhecimento de suas propriedades
inseticidas, que s6 foram cientificamente constatadas em 1924 (Scott e Mckibben, 1978). Desde
entdo, varias pesquisas seguiram-se com o intuito de identificar as substancias responsaveis por

esta atividade.

Recentemente, foi avaliada a atividade inibidora de amidas isoladas de Piper nigrum contra
larvas dos mosquitos Culex pipiens pallens, Aedes aegyptis e Aedes togoi, que sdao vetores de

diversas doengas infecciosas, com resultados extremamente interessantes (Park et al., 2002).

Na China, a pimenta do reino ¢ utilizada no tratamento da epilepsia desde tempos remotos
(D’Hooger et al., 1996; Liu et al., 1984). Liu e colaboradores, em estudo comparativo, mostraram
que esta substancia ¢ capaz de induzir a sintese da serotonina prevenindo convulsodes (Liu ef al.,

1984).

Sem duvida, o aumento da biodisponibilidade de outros medicamentos pela piperina ¢ a mais
intrigante das atividades farmacologicas desta substancia. Este efeito ¢ observado quando alguns
medicamentos sdo co-administrados com a piperina, traduzindo-se numa maior concentragao
plasmatica dos mesmos. Tal efeito foi constatado em estudos com a vasicina, a esparteina (Atal et
al, 1981), o propanolol, teofilina, a fenitoina (Bano ef al., 1991), e a curcumina (Shoba et al.,
1998). A maioria dos trabalhos relatam um aumento de 100% (ou mais) na concentracao de tais
substancias na corrente sanguinea. As razdes levantadas para este efeito, segundo a maioria dos

autores sao:

e Alteracdes na permeabilidade das células epiteliais do trato gastro-intestinal,
facilitando a absor¢ao dos farmacos (Johri et al., 1992);
e Influéncia na glicoronidacdo (etapa mais importante na biotransformacdao de

compostos xenobidticos) (Reen et al., 1993; Atal et al., 1981);



e Atuacdo sobre as enzimas hepaticas metabolizantes (Atal ef al., 1985; Atal et al.,
1981), monooxigenases hepaticas, dependentes de citocromo P450 (Koul et al., 2000;

Reen, 1997; Bhat e Chandrasekhara, 1987).

A grande vantagem ressaltada em todos os trabalhos para o aumento da
biodisponibilidade de farmacos, estd na possibilidade da utilizacdo de uma rota alternativa de
administracdo de medicamentos, evitando assim a via parenteral (mais dolorosa e invasiva), além

de permitir o uso de doses menores dos farmacos co-administrados com piperina (Ribeiro, 2004).

Na India, o uso de espécies de Piper no tratamento de doencas intestinais é bastante
antigo. Isto estimulou a investigacdo da atividade antiparasitaria de algumas destas espécies.
Ghoshal comprovou a atividade antiamébica de P. logum, relacionando esta atividade com a
presenca de piperina (Ghoshal et al., 1996). Kapil relatou a atividade leishmanicida, in vitro, da
piperina sobre cepas de Leishmania donovani (comparavel a atividade exibida pela pentamidina,
farmaco indicado para o tratamento da leishmaniose) (Kapil, 1993). Apos alguns anos, a piperina
foi testada in vivo sobre animais infectados com L. donovani, podendo ser observado uma
diminuigao significativa da parasitemia com doses extremamente baixas (Raay et al., 1999).

Lee e colaboradores descreveram a atividade antifungica de amidas relacionadas a

piperina sobre seis espécies de fungos fitopatogénicos (Lee et al., 2001).

Encontramos na literatura relatos sobre a atividade antitumoral da piperina. Além do
estudo in vitro frente as células cancerigenas, foi avaliada a atividade antitumoral da piperina
in vivo (ratos), utilizando-se doses de 1,14 mg/Kg animal. Observou-se neste estudo a inibi¢cao do
desenvolvimento do tumor induzido (linfoma de Dalton) em 37%, e o aumento da expectativa de
vida dos animais portadores do carcinoma de Ehrlich em até 58% (Sunila e Kuttan, 2004).

Estudos recentes evidenciaram a acdo da piperina na inibicdo da atividade, da enzima
monoamina oxidase (MAQO), em ratos. Esta enzima ¢ responsavel por catalizar a desaminagdo
oxidativa de neurotransmissores como, por exemplo, serotonina e dopamina. As substancias
inibidoras da MAO s3o usadas no tratamento de distirbios mentais, principalmente como

antidepressivos e, na terapia das doengas de Parkinson e Alzheimer (Lee et al., 2005).



1.4. Biossintese da piperina (Mann, 1994; Geisler e Gross, 1990; Geisman e Crout, 1969)

A porcao acil da molécula da piperina, tem sua biossintese mostrada no Esquema 1.
Observa-se o chiquimato como precursor do derivado cindmico , que pode possuir diferentes
padrdes de oxigenagdo no anel aromadtico (nos carbonos 3, 4 e 5), sendo que o anel 3,4-
metilenodioxi ¢ bastante comum na classe dos fenil-propandides (C¢-C3) (Mann, 1994). Apds
condensac¢do do tioéster do derivado cinamico com uma unidade de malonil-SCoA, seguida da
reducdo da enona gerada e P-eliminagdo, chegamos ao tioéster piperoil-CoA que reage com

piperidina gerando a piperina (Geissman e Crout, 1969).

Desde o inicio dos estudos biossintéticos da piperina, foi proposto que sua formacao dava-
se por condensacdo da piperidina com o tioéster piperoil-CoA (Esquema 1). Geissman, na
década de 60, propds uma rota biossintética para a piperina que apenas a descoberta posterior da
enzima piperidina piperoiltransferase pdde confirmar (Geissman e Crout, 1969). Esta enzima
mostrou-se especifica para piperidina, alcangando 100% de atividade relativa (Geisler e Gross,

1990).

CO0- o]
o soteom + 1]
- —, < ]@/ seed 0 " ™ 5C0A
Ho ™ ™7 “YoH o
OH
chiguimato derivado cindmico malonil-CoA

|

i g
o W‘\SCOA <Oj©/WSCoA
< «
o o

. . enohna
piperoil-CoA —

O
|
iperidina <OQ/WN/\
— ' y
A

piperin

piperidina

piperoiltransferase

Esquema 1: Proposta biossintética para a formagao da piperina.



1.5. Produtos Naturais (PNs) e a descoberta dos Farmacos (Veigas et al., 2006)

O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos primitivos e pelos
indigenas pode ser considerado como fator fundamental para o descobrimento de substancias
toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A convivéncia e o aprendizado com os mais
diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribui¢des para o desenvolvimento da pesquisa
na area dos produtos naturais, do conhecimento da relacdo intima entre a estrutura quimica de um
determinado composto e suas propriedades biolodgicas e da inter-relagdo animal-inseto-planta.
Neste sentido, a natureza forneceu muitos modelos moleculares que fundamentaram estudos de
relacdo estrutura-atividade (SAR) e inspiraram o desenvolvimento da sintese organica classica

(Veigas et al., 2006).

Os curares, por exemplo, eram drogas obtidas de diversas espécies de Strychnos e
Chondodendron americanas e africanas, utilizadas pelos indios para produzir flexas envenenadas
para caca e pesca (Pinto ef al., 1995; Dewick, 2002). A primeira planta de curare identificada foi
coletada no Suriname e descrita, em 1783, por Schreber, como Toxicaria americana, tendo sido
posteriormente classificada como Strychnos guianensis (Pinto et al., 1995). Somente no século
XIX Boehm isolou o principal constituinte ativo do curare americano (Chondrodendro

tomentosum), a (+)-tubocurarina (12) (Figura 4, pagina 9).

O curare foi também responsavel pelo inicio dos estudos sobre a relagdo entre estrutura
quimica e atividade bioldgica (SAR), tendo sido, nesta area, o primeiro trabalho publicado sobre

SAR em Quimica Farmacéutica, datado de 1869 (Veigas et al., 2006; Barreiro et al., 1999).

O O6pio, preparado dos bulbos de Papaver somniferum, ¢ conhecido ha séculos por suas
propriedades soporiferas e analgésicas. Em 1804, Armand Séquin isolou seu constituinte
majoritario, a morfina (13), sendo a primeira substancia natural utilizada clinicamente na forma

pura (Veigas et al., 2006).

Durante a colonizagao espanhola do Peru, em 1630, os jesuitas tomaram conhecimento da

utilizacao pelos indios das cascas secas de espécies de Cinchona para o tratamento de alguns



tipos de febre (Veiga et al., 2006). Em 1820, Pellertier e Caventou isolaram a quinina (14) da
Cinchona officianalis, que durante quase trezentos anos foi o inico principio ativo eficaz contra a

malaria (Barreiro et al., 1999).
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Figura 4: Os primeiros farmacos isolados de produtos naturais.

No inicio, os quimicos estudavam plantas consagradas pelo uso popular, geralmente
incorporadas as farmacopéias da época, limitando-se ao isolamento e a determinacao estrutural de
substancias ativas (Yunes et al., 2001).

Talvez o marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos a partir de
produtos naturais de plantas tenha sido o descobrimento dos salicilatos, com atividades
analgésicas e antipiréticas, obtidos de Salix alba. Em 1828, Johann A. Buchner isolou uma
pequena quantidade de salicina (15). Véarios outros cientistas empenharam-se em melhorar os
rendimentos e a qualidade da salicina obtida do extrato natural at¢ que em 1860 Hermann Kolbe
e seus alunos sintetizaram o acido salicilico (16) e seu sal sodico a partir do fenol; Em 1898,
Felix Hoffmam, descobriu o acido acetil-salicilico (17, AAS, Figura 5, pagina 10), menos acido
que o acido salicilico, mas mantendo a propriedade analgésica desejada (Veigas et al., 2006;

Weissmann, 1991)
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Figura 5: Salicilatos que marcaram o desenvolvimento de farmacos no periodo de 1800-1900.

As propriedades terapéuticas do AAS levaram os laboratorios de pesquisa da Bayer a
elegerem o AAS como um novo produto a ser langado no mercado para competir com 0s
salicilatos naturais, o que ocorreu a partir de 1897 sob o nome de Aspirina® (Veigas et al., 2006).
Apo6s mais de 100 anos de sua descoberta, o AAS continua sendo alvo de inimeras pesquisas
sobre sua aplicagdo terapéutica como analgésico e antiinflamatério, atuando no controle da febre,
na artrite reumatica e na inibi¢do da agregagdo plaquetaria (Veigas et al., 2006; Yunes et al.,
2001).

O descobrimento do AAS marcou de certa forma o final do primeiro periodo, onde a
busca por substancias naturais terapeuticamente uteis era feita ao acaso. Além disso, o AAS foi o
pioneiro dos farmacos sintéticos. Um dos primeiros marcos deste segundo periodo foi o
surgimento do barbital (18, 4acido 5,5-dietilbarbitirico) (Figura 6, pagina 11), em 1903, indicado
como agente hipnético, em 1904, foi sintetizada a epinefrina (19, broncodilatador e
descongestionante nasal), seguida da procaina (20) e da benzocaina (21), dois anestésicos locais
pertencentes a classe dos ésteres do acido p-aminobenzodico, que tiveram como protdtipo a

estrutura da cocaina (22) (Viegas et al., 20006).
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Figura 6: Barbital, epinefrina, procaina, benzocaina e cocaina.

Dentre os quimioterapicos para o cancer, a vimblastina (23) e a vincristina (24), extraidas
de Catharantus roseus, o etoposideo (25), o teniposideo (26) e o taxol (27) sdo importantes
farmacos introduzidos na terapéutica nos ultimos anos (desde a segunda metade do século XX),
que foram fundamentais para o renascimento do interesse nos produtos naturais por parte da

industria farmacéutica.
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Figura 7: Vimblastina, vincristina, etoposideo, teniposideo e taxol.

Estima-se o consumo cerca de 230 Kg/ano de taxol (Paclitaxel®, nome comercial) para
suprir as necessidades clinicas de pacientes com cancer (Correa, 1995). Uma vez que o taxol ¢
extraido das cascas de Taxus brevifolia, e para extrair 1 Kg de taxol, precisa-se de 10 toneladas de
cascas, o que representa cerca de 3000 arvores (Correa, 1995), sua utilizacao clinica tornou-se
inviavel.

O interesse pelo taxol foi intenso a partir dos anos 80, quando varios grupos de pesquisa
passaram a tentar viabilizar metodologias sintéticas para sua obtengdo em maior escala. O taxol
foi obtido por semi-sintese pela primeira vez por Denis e coplaboradores (1988), a partir da
desacetilacdo da bacatina (28, Figura 8, pagina 13), precursor isolado de Taxus baccata,
obtendo-se a 10-desacetil-bacatina III (29), e o taxol em 4 etapas sintéticas consecutivas, em
rendimentos de 52%, a partir do substrato natural de partida (Veigas et al., 2006). Por sintese
total, o taxol foi obtido no mesmo periodo por Holton (1994a, 1994b) e Nicolaou (1994), com
rendimentos inviaveis (Barreiro ef al., 1999; Kusama et al., 2000; Ribeiro, 2004). Também nesse

periodo Greene e colaboradores (1994) obteve por semi-sintese o taxotere (30, docetaxel),

12



analogo duas vezes mais ativo que o proprio taxol, sendo utilizado contra cancer de ovario,

mama, pulmao, cérebro e garganta (Correa, 1995).

taxotere 30 e

Figura 8: Bacatina III, 10-desacetil-bacatina III e taxotere.

1.6. A importancia dos Produtos Naturais (PN’s) em sintese organica (Newman et al., 2003)

Recentemente Newman e colaboradores relataram a importancia dos PN’s, como fonte de
novas estruturas, ndo necessariamente como drogas finais, mais sim como prototipos para novas
drogas. Constatando a participagdo dos PN’s num percentual cerce de 50% (Figura 9,
pagina 14), direta ou indiretamente, no desenvolvimento de novos farmacos para o mercado

(Newman et al., 2003).
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Classificagdo das drogas, segundo Newman e colaboradores, de acordo com sua origem:

B: Bioldgica;

N: Produto Natural;

ND: Derivado do Produto Natural — semi-sintético;

S: Sintética — sem referéncia farmacoforica de N;

S*: Sintética — com referéncia farmacoforica de N;

e V:Vacina

NM: Produto modelado com base em PN’s.
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Figura 9: Participacdo dos Produtos Naturais (PN’s) no desenvolvimento de farmacos no periodo

de 1981 a 2002 (Newman et al., 2003).

Dada a crescente ameaca a biodisponibilidade, através da destruicdo dos ecossistemas e a
importancia dos produtos naturais na descoberta de novos farmacos, torna-se necessario expandir
a exploracdo dos mananciais naturais renovaveis na busca de novos agentes bioativos. A piperina
preenche os requisitos essenciais para utilizagdo como molécula protdtipo e/ou precursor 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 manipulagdes sintéticas (Ribeiro, 2004).
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1.7. Trabalhos envolvendo modificac¢ées estruturais na piperina

Encontra-se na literatura 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 relacdo estrutura-atividade (SAR)
para os modelos estudados.

Koul e colaboradores demonstraram que a piperina e derivados inibem enzimas hepaticas
(oxidases), dependentes do citocromo P450. Foi observado que a saturacdo da cadeia lateral da
piperina resultou em um aumento da inibi¢do enzimatica, enquanto que, nas modificagdes do anel
aromatico e na fun¢do amidica foram poucos os andlogos que demonstraram seletividade em

inibir a atividade das oxidases estudadas (Koul et al., 2000).
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Figura 10: Estruturas quimicas dos derivados que demonstraram maior efeito inibitorio das

oxidases estudadas.

De Paula e colaboradores relataram a atividade inseticida da piperina e de amidas
analogas (sintetizadas a partir da mesma) sobre diferentes espécies de insetos: Ascia monuste
orseis Latr, Acanthoscelides obstectus Say, Brevicoryne brassicae L, Protopolybia exigua

Desaus e Cornitermes cumulans Kollar (De Paula et al., 2000).
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Figura 11: Amidas N,N-dissubstituidas que demonstraram maior atividade inseticida sobre 4.

monuste orseis L. (De Paula et al., 2000).

Venkatasamy e colaboradores baseados em dados anteriores descritos sobre a atividade da
piperina na proliferacdo de melanocitos (Lin et al., 1999), sintetizaram uma série de andlogos e
derivados da amida natural, visando realizar um estudo de relagdo estrutura-atividade (SAR).
Foram investigados os seus efeitos bioldgicos sobre a proliferagdo e diferenciagdo dos
melanocitos. A perda progressiva dos melandcitos e despigmentag@o da pele ocasiona o vitiligo,
doenga que atinge cerca de 1% da populagdo mundial, variando de 0,1-9% em diferentes paises.
A Figura 12 mostra alguns exemplos de compostos modificados sintéticamente que
apresentaram atividades biologicas mais relevantes, indicando a piperina como precursora de

novos prototipos no tratamento do vitiligo (Venkatasamy et al., 2004).
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Figura 12: Exemplo de compostos modificados sinteticamente que apresentaram maiores

atividades biologicas.
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Ribeiro e colaboradores, em estudos realizados em nosso grupo de pesquisa, baseados em
dados anteriores descritos sobre a atividade antiparasitaria da piperina sobre Leishmania
donovani (Trypanosomatideo - causador da leishmaniose visceral) (Kapil, 1993; Raay et al.,
1999), sintetizaram uma série de analogos e derivados a amida natural, visando realizar um
estudo sobre outro Trypanosomatideo, o Trypanosoma cruzi — causador da doenga de Chagas. A

Figura 13 mostra alguns exemplos de compostos modificados sintéticamente que apresentam

atividades biologicas mais relevantes.

|C|) o

I
o W\/\N o~ O:@/\/\/\N/\
<O]©/ )% L
3 il

O
|
oMo e
@] K/O 0 u
36 37
Figura 13: Derivados e andlogos que apresentaram maior atividade toxica ao 7. cruzi.

A Tabela 2 mostra os valores de ICs para a piperina 1 e os derivados mais ativos contra a

forma epimastigota e amastigota do Tripanosoma cruzi (Ribeiro et al, 2004).

Tabela 2: Valores de ICs para a piperina e os derivados mais ativos contra a forma epimastigota

e amastigota do 7. cruzi.

C I1C;y (uM)
omposto
Epimastigota Amastigota
3 10,67 7,4
31 19,41 11,52
36 56,13 5,71
37 17,49 9,63
1 7,36 491
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa, motivado por dados descritos na literatura, sobre a
atividade antitumoral da piperina frente as culturas in vitro de células L929, linfoma de Dalton
(DLA) e do carcinoma ascitico de Ehrlich (EAL) (Sunila e Kuttan, 2004), sintetizaram uma série
de anédlogos a amida natural, e investigaram suas atividades citotoxicas frente ao carcinoma de
Ehrlich.

A Figura 14 mostra as estruturas das amidas mais ativas nas avaliacdes realizadas (Barreto-

Junior, 2005; Pissinate, 2006).
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Figura 14: Derivados e analogos que apresentaram maior atividade toxica contra o carcinoma

de Ehrlich (Barreto-Junior, 2005; Pissinate, 2006).
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1.8. Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, ou tripanossomiase americana, ¢ uma parasitdse com manifestagdes
clinicas extremamente complexas. Esta enfermidade ¢ causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi - Kinetoplastida, Trypanosomatidae (Figura 15). Este microorganismo, que ¢
capaz de infectar um grande nimero de vertebrados, possui um ciclo de vida complexo, com
varios estagios, sendo que no hospedeiro vertebrado o parasita encontra-se sob duas formas, a
forma tripomastigota, flagelada e infectante; e a forma amastigota, que ndo possui flagelo livre e

se replica no interior das células (Brener e Andrade, 1979).

Figura 15: Imagem do Trypanosoma cruzi em microscopia eletronica

(http://www.fiocruz.br/ccs/estetica/chagas.htm )

O ciclo de vida do parasita (Figura 16, pagina 20) envolve obrigatoriamente a passagem
por hospedeiros vertebrados (mamiferos, incluindo o homem) e muitos invertebrados (insetos da
familia Ruduviidae), em uma série de estagios. A forma tripomastigota, presente no sangue do
hospedeiro infectado, ¢ ingerida pelo inseto e diferencia-se em epimastigota, forma nao infectiva
e replicativa, que no trato digestivo do inseto diferencia-se em tripomastigotas metaciclicos. As
formas metaciclicas sdo liberadas junto com as fezes e a urina do inseto durante seu repasto
sanguineo e ao penetrar no hospedeiro vertebrado diferenciam-se na forma amastigota
intracelular. Apo6s varios ciclos de replicacdo os parasitas diferenciam-se nas formas
tripomastigotas, havendo liberagdo dos mesmos na corrente sanguinea do hospedeiro, reiniciando

o ciclo.
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Figura 16: Representacao esquematica do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

( http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm )

Esta parasitose ¢ transmitida, principalmente, pelo contato da pele ¢ mucosas com fezes
ou urina de diferentes insetos hematofagos, da Familia Ruduviidae, tendo como exemplo os
géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodinus (o popular barbeiro, Figura 17), contaminados com

o T. cruzi.

Figura 17: Imagem de barbeiros, trés géneros diferentes; a) Triatoma; b) Panstrongylus € c)

Rhodinus ( http://ryoko.biosci.ohio-state.edu/~parasite/rhodnius.html ).
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A transmissao da doenga também pode ocorrer por transfusdo de sangue, por transmissao
congeénita, por transplantes de 6rgdos, por via oral (raro) - como aconteceu em Santa Catarina,
pela ingestdo de caldo-de-cana contaminado com fezes, urina e o proprio inseto (Lewinsohn,
2005) - ou ainda, de forma acidental, em laboratdrio. Segundo dados da Organizagdao Mundial de
Saude, cerca de 18 milhdes de pessoas, entre o México e as Américas do Sul e Central,
encontram-se infectadas pelo 7. cruzi, o que, aliado ao fato de nao haver tratamento eficaz para
erradicagdo do parasita intracelular, faz desta doenga um dos maiores desafios na area de Saude
Publica nesta regido do planeta (Figura 18) (Coura e De Castro, 2002).

- M

-

. Chagas Endemuc Countries

Figura 18. Distribuicao geografica da doenga de Chagas.

( http://www.who.int/ctd/chagas/geo.htm )

Apesar das doengas infecciosas e parasitarias terem diminuido seus impactos na causa de
obitos ocorridos no Brasil (de um total de 45% em 1930, para cerca de 7% em 1999), estas sdo
ainda importantes, principalmente nas regides do Brasil onde se concentram as populagdes mais
carentes (Barreto e Carmo).

Focalizando o Estado do Rio de Janeiro, segundo dados do Ministério da Saude, no ano de
1999 ocorreram 5411 O6bitos causados por infeccdes e parasitoses, sendo que 3244 destes
ocorreram na capital. Neste mesmo ano ocorreram 39 dbitos causados por infecgdes por 7. cruzi,
sendo que a maior parte das mortes ocorreram no Municipio do Rio de Janeiro e em Niteroi (26 e

6 obitos por doenca de Chagas, respectivamente) (Barreto e Carmo; Schmunis, 2000).
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1.8.1. Tratamento

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

As drogas utilizadas no tratamento da doenga de Chagas sao (Figura 19):

a) O derivado nitro-heterociclico Benzonidazol (2-nitro-N-fenilmetil-1H-imidazol-1-

acetamida) (42);

b) Nifurtimox (3-metil-N-[(5-nitro-2-furfuril)-metileno]-4-tiomorfolinoamina-1,1-
dioxido) (43).
O
Sﬂ/
NH -0
\/\N /’\\H,/ O,N W/DA\N
N= 0
NO; CH;

Benzonidazol 42 Nifurtimox 43

Figura 19: Farmacos de utilidade clinica reconhecida.

Atualmente, apenas o benzonidazol (42) ¢ utilizado para o tratamento da doenga de Chagas.
O Nifurtimox (43), apos ser usado em varios paises da América do Sul, inclusive no Brasil,
deixou de ser comercializado devido ao seu alto grau de toxicidade (Coura e De Castro, 2002).

Desde a descoberta da doenga de Chagas pelo Dr. Carlos Chagas em 1909, nenhum farmaco
eficaz ainda foi encontrado, ou seja, apos quase um século da descricdo de todo o ciclo desta
grave enfermidade ndo fomos capazes de desenvolver uma terapia efetiva para o seu tratamento.
Fica claro a dimensdo do desafio colocado aos pesquisadores envolvidos no desenvolvimento de
farmacos aplicaveis na quimioterapia da doenca de Chagas, qual seja, a busca constante por

novas substancias com elevada atividade tripanocida, reduzidos efeitos colaterais, aliados a
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compreensdo do mecanismo da agdo antiparasitario destas substancias, o que facilita o
desenvolvimento racional de novos compostos protéotipo (Ribeiro, 2004).

Contudo, o elevado custo de investimento e a falta de um mercado potencial para aquisi¢cao
de novas drogas desenvolvidas, visto que este tipo de enfermidade acomete em populagdes de
baixo poder aquisitivo, ndo estimula as grandes corporacdes farmacéuticas a desenvolverem
farmacos para o tratamento de doengas tropicais. Entre 1393 drogas novas produzidas no periodo
de 1975 a 1999, apenas 13 (0,9%) destinam-se as doengas tropicais (Tabela 3), e destas nenhuma
para doenga de Chagas (Trouiller ez. al., 2002).

Tabela 3: Novas entidades quimicas (NCEs) aprovadas entre 1975 e 1999 por classe de drogas
(Trouiller et al, 2002).

Novas entidades quimicas

Areas t ti
reas terapeuticas aprovadas 1975-1999

Sistema nervoso central (SNC)
Cardiovascular
Citostatico (neoplasmico)
Respiratorio (ndo-infectivo)
Anti-infectivo e Antiparasitario
HIV (Aids)
Tuberculose
Doencas tropicais
Malaria
Outras categorias terapeuticas
Total

211 (15,1%)
179 (12,8%)
111 (8,0%)
89 (6,4%)
224 (16,1%)
26 (1,9%)
3(0,2%)
13 (0,9%)
4(0,3%)
579 (41,6%)
1393 (100%)
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1.8.2. Alcaléides ativos em Trypanosoma cruzi (Coura e De Castro, 2002).

Existem varios alcaldides com acdo tripanocida, cujos mecanismos de agdo estdo
relacionados com a inibi¢ao da respiragdo celular do parasita, entre eles destaca-se a boldina (44).
A apomorfina (45) também demonstrou grande atividade tripanocida (Figura 20, pagina 25).
(Morello et al., 1994, Coura e De Castro, 2002).

Fournet e colaboradores (1998) demonstram que os alcaldides bisbenzilisoquinolinicos,
dafinolina (46) e cefarantina (47) possuem atividade tripanocida sobre formas amastigotas de 7.
cruzi (Figura 20, pagina 25) (Coura e De Castro, 2002). Chataing e colaboradores (1998)
avaliaram o efeito toxico de glicoalcaloides contra 7. cruzi, evidenciando a atividade da a-
solamargina (48) e a a-chaconina (49) sobre formas epimastigotas e tripomastigotas do parasita,
ambas, apresentaram toxicidade mais alta que o cetoconazol (Figura 20, pagina 25), droga

utilizada como controle (Coura e De Castro, 2002).
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Figura 20:: Alcaldides com atividade tripanocida (Coura e De Castro, 2002).
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1.9. Mesoionicos

Os compostos mesoidnicos t€m sido objeto de estudos desde 1882 quando Emil Fisher e
Emil Besthorn sintetizaram o primeiro composto (50, Figura 21) (Silva, 1997), apesar de so
terem sido classificados como tal em 1957 por Baker e Ollis (Silva, 1997), com a seguinte

definicao:

(@) O composto deveria possuir um anel aromatico heterociclico de cinco ou seis
membros que nao fosse capaz de ser representado por uma estrutura covalente;

(b) Todos os atomos do anel proveriam elétrons p ou =, para formar um sexteto
deslocalizado;

(¢) O anel deveria apresentar uma carga positiva parcial, balanceada por uma negativa
localizada em um grupo ou atomo exociclico;

(d) O anel deveria ser planar, ou quase, possuindo consideravel carater aromatico.

Devido as suas caracteristicas estruturais especiais 0s mesoidnicos, nos ultimos anos, tém
sido alvo de inimeros estudos nas mais diversas areas, podendo-se destacar pesquisas na area de
cristais liquidos (Sato, 1996), na confeccdo de materiais com propriedades oOticas ndo-lineares
(Moura et al., 1994), na sintese de corantes (Edward e Sheffler, 1979) e sobre tudo nas pesquisas
em funcdo de suas atividades biologicas bastante diversificadas, que serdo relatados

posteriormente (1.9.3., pagina 31).

9,

N
}l{\l:N
/ \ N\N/)-\S_
_——
50

Figura 21. Primeiro derivado mesoidnico, sintetizado por Fischer.
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1.9.1. Classificacao e Nomenclatura

Atualmente, os mesoidnicos sdo descritos como sendo compostos pertencentes a classe
das betainas mesoméricas: betainas mesoméricas sao moléculas neutras, conjugadas, que podem
ser representadas somente por estruturas dipolares nas quais as cargas positiva e negativa estao
deslocalizadas dentro de um sistema m de elétrons. Dessa forma, compostos mesoidnicos tém sido
descritos como betainas heterociclicas mesomérico-conjugadas (Ollis et al., 1985).

Desde a proposi¢do de Baker, diversas formas de representar um composto heterociclico
com estrutura mesoidnica sdo propostas. As mais comumumente utilizadas sdo representadas na
Figura 22, onde as estruturas 1 e 1.2 serdo adotadas, pois sdo as mais usadas atualmente

(Silva, 1997).

Ry Ry Ri 4
N=N N—N l}lfl;\l\
— + _
R{@/\\NRQ R;&S/’KNRQ R; S)\NRQ
1 1.1 1.2
R R R
N—N N=N N_ﬁ
+ \ 6= /@E e
R3 S/’\:ENRQ Rg,/4 NR, Ri ~g” TNR;
13 14 15

Figura 22: Representagdes alternativas para os compostos mesoidnicos (Silva, 1997).
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A nomenclatura dos compostos heterociclicos da classe das 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminas,
ndo oferece qualquer duvida, quanto a sua numeragdo, uma vez que a presen¢a de um atomo de
enxofre, que recebe o nuimero 1, obedece a seqiiéncia de prioridade utilizada em compostos
heterociclicos: oxigénio, enxofre e nitrogénio (Silva, 1997). A Figura 23 mostra a numeragao

correta para esta classe de compostos.

F'l\4+ 3

N
5 2
R"'/Q S/\}’\NHR'
1

Figura 23: Sequéncia de prioridade numérica para o heterociclo do tipo 1,3,4-tiadiazolio-2-

fenilamina

Em busca de mais informagdes sobre a estrutura dos compostos mesoidnicos, Cheung e
colaboradores, através de difracdo de raios-X e calculos tedricos, estudaram o 4-fenil-5-(4-
metoxifenil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilaminida (51) e seu cloridrato (52) (Cheung et al., 1992).
Através das evidéncias obtidas, sugeriram que em ambos os derivados a carga positiva esta
substancialmente associada com o atomo de N-4 (e seu grupo fenila), enquanto a negativa
formalmente localizada no atomo de N-exociclico. Estes estudos permitiram ainda obter as

seguintes conclusdes a respeito da estrutura dos compostos compostos 51 ¢ 52 (Figura 24,

pagina 29):
(1) As ligacdes N-3/N-4 e S-1/C-2 possuem maior cardter de ligacdo simples
enquanto que a ligagdo S-1/C-5 apresenta maior carater de dupla;
(i1) A ligacdo C-2/N-exociclico tém um substancial carater de ligacao dupla,
provavelmente maior na base livre (51), do que no cloridrato (52);
(iii) As ligacdes C-5/N-4 e C-2/N-3 possuem carater de dupla ligacao;
(iv) N-4 possui uma substancial carga positiva, enquanto N-3 tem uma negativa.
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Figura 24. Estruturas dos derivados da classe dos 1,3,4-tiadiaz6lios estudados

(Cheung et al., 1992).

1.9.2. Sintese de compostos do sistema 1,3,4-tiadiazo6lio-2-fenilaminida e 1,3,4-triazolio-2-

tiolato

Os primeiros derivados da classe dos 1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilaminidas foram sintetizados em
1971, pela reagdo de N-tioacilhidrazinas e dicloretos de isocianetos de arila que produz o acido
conjugado intermediario, a partir do qual as bases livres sdo obtidas por tratamento das solucdes
em cloroformio com amdnia gasosa (Ollis e Ramsden, 1971). A Figura 25 mostra a rota sintética

utilizada na sua preparagao.

Rs R, cr
>:s % _cHal, “NEN
+
-N

\
Reﬂuxo /& kNHRE

NH(g)

R CHCI,

™
R, = R; = CH; N"™-N

’L \\\NR2

NH,

Figura 25: Rota sintética utilizada na preparacao do sistema 1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilaminida

(Ollis e Ramsden, 1971).
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Outro método bastante utilizado consiste na reacdo de anidroacilacdo da 1,4-

difeniltiossemicarbazida 53 com cloretos de aroila (Montanari et al., 1994), que dependendo da

natureza do meio reacional podera haver ainda a formagao do isémero 1,3,4-triazolio-2-tiol (55)

(Echevarria et al., 1995; Maciel et al., 1998) (Esquema 2).

{(a) = 1,4-dioxana; Condigbes anidras
{b) = 1,4-dioxana; 5% agua

{c) = 1,4-dioxana; Piridina

;oA
/ N f;H“NHPh
Phh  'NH 'NH
53 (a
S
+ + &
55
2 o)
rd N
— cl N
R e

cr

Esquema 2: Diferentes rotas sintéticas para os sistemas 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina e 1,3,4-

triazoli-2-tiolato (Echevarria et al., 1995; Montanari et al., 1994; Maciel et al., 1998).

Além de cloreto de aroila, também podem ser utilizados aldeidos aromaticos, tratados em

cloreto de trimetilsilano (TMS-CI) e dimetilformamida (DMF) (Kappel et al, 2004), como

mostra no Esquema 3.

i
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TMS-CI
+ ﬁ DMF |
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Esquema 3: Reacao de anidroacilagdo com aldeido aromatico (Kappel et al., 2004).
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Os compostos do sistema 1,3,4-triazolio-2-tiolato podem ser também obtidos pela
isomerizagao dos correspondentes 1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilaminidas, através de diversas reagoes
como por exemplo: solugdo etanolica saturada por amonia anidra em ebuli¢ao (Cawkill et al.,
1976); piridina em refluxo (Montanari et al., 1994); solu¢ao de hidroxido de s6dio 2M e solugao
de anilina em cloroférmio, estando estas duas Gltimas em benzeno tratado com excesso de
isotiocianato de fenila (Ollis e Ramsden, 1974).

Ainda em relacdo a isomerizagdo, podemos citar a que ocorre fotoquimicamente

(Montanari et al., 1993), em que o mesoidnico da série 1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilaminida ¢

submetido a luz de mercurio, propiciando a formacao do seu isdmero triazolio.

1.9.3. Atividades Biologicas dos Mesoionicos

Os compostos mesoidnicos possuem caracteristicas estruturais, que tém despertado um
consideravel interesse nos pesquisadores envolvidos na area da Quimica Medicinal. Este
potencial como substancias bioativas tem sido atribuido, at¢ o momento, aos seguintes fatores:
carater aromatico; anéis heterociclicos de pequenos tamanhos; carater final neutro, apesar da
presenca de cargas formais; variacdo de densidade eletronica no anel; e as varias possibilidades
da presenga de heteroatomos diferentes, levando a diversos sistemas mesoionicos (Silva, 1997).

Os mesoionicos da série 4-fenil-1,3,4-tiadiazolio-2-tiolato S-substituidos (56, Figura 26,
pagina 32), foram testados por Kier e Stewart em Sthaphilococcus aureus, Diplococcus
pneumoniae € Escherichia coli, sendo que os compostos com os substituintes metil, etil, isopropil
e propila, mostraram-se mais ativos (Stewart e Kier, 1965).

Echevarria e Schinzato estudaram as atividades antitumorais do cloreto de 1,3-difenil-2-
[4-cloro-3-nitrofenil]-1,3,4-triaz6lio-5-tiol (57, Figura 26, pagina 32), que mostrou-se ativo
contra os tumores de Ehrlich, Sarcoma 180 e BIOMCII (Schinzato ef al., 1988).

Grynberg e colaboradores estudaram a atividade antitumoral in vivo dos cloridratos dos
compostos mesoidnicos da série 4-fenil-5-( 4-X-cinamoil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina (58,
Figura 26, pagina 32), onde X = NO; e OH. Os compostos testados mostraram-se ativos contra

Sarcoma 180 e o carcinoma de Ehrlich (Grynberg et al., 1997).
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Silva e colaboradores estudaram a atividade leishmanicida dos cloridratos dos compostos
mesoidnicos da  série  4-fenil-5-(3-Y e  4-X-cinamoil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina

(58, Figura 26).

o g

S e,

SR N cags

56

Figura 26. Compostos mesoidnicos bioativos.

Os compostos testados mostraram-se eficazes na inibicdo do crescimento destes
microrganismos, tanto nas formas epimastigotas quanto amastigotas, como mostra a Tabela 4,
onde os derivados com substituintes OCH; mostraram elevada atividade em relagdo ao padrdo

utilizado (pentamidina) (Silva et al., 2002).
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Tabela 4: Valores de ICso(uM) dos cloridratos mesoiodnicos sobre L. amazonensis

(Silva, et al., 2002).

Compostos X Y - - 1Cs0 (M) -

Epimastigota Amastigota
Xa H H 0,47+0,03 104,54+11,95
Xb CH;, H 0,98+0,05 287,46+20,15

Xc OCH; H 0,17+0,01 23,93+4,88

Xd NO, H 1,00+0,12 52,92+5,92

Xe F H 0,9240,06 5,37+0,28
Xf Cl H 1,5140,22 186,34+18,11

Xg CN H 27,80+8,48 79,85+6,28

Xh Br H 0,87+0,10 33,26+2,38

Xi OCH,CH;4 H 1,49+0,20 76,68+4,64

Xj OH H 7,58+0,03 113,21+5,33

Xk H OCH; 0,04+0,01 41,88+2,83
Xl H NO, 1,58+0,29 193,38+14,27
Xm H Cl 0,48+0,05 178,11+15,39

Xn H Br 0,52+0,05 5,48+0,04
Pentamidina* - - 0,46+0,08 118,00+7,31

*Padrio comercial

Senff-Ribeiro e colaboradores estudaram a atividade antimelanoma, de linhagem humana,
e a relacdo estrutura-atividade dos cloridratos mesoionicos da série 1,3,4-tiadiazolio, encontrando

excelentes resultados para o derivado (MI-D) (59, Figura 27) (Senff-Ribeiro, 2004*" ¢ 2003).

@ —‘ cr
Waat s
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59 (MI-D) =

Figura 27. Derivado 1,3,4-tiadiaz6lio com atividade antimelanoma

(Senff-Ribeiro, 2004*" ¢ 2003).
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2. Objetivos e Justificativas

Os resultados anteriormente descritos por Kapil (1993) e Raay (1999) sobre a atividade
antiparasitdria da piperina sobre Leishmania donovani (protozoario, da familia dos
Tripanossomatideos, causador da leishmaniose visceral, na India), estimulou nosso grupo de
pesquisa (Ribeiro, 2004) em avaliar a atividade toxica desta amida natural e de seus derivados
sobre outro importante Tripanossomatideo de interesse médico, o Tripanosoma cruzi, agente
etiologico da doenga de Chagas, parasitose de grande impacto na América do Sul, principalmente
no Brasil.

Paralelamente, Silva e colaboradores (2002) descreveram a atividade antiparasitaria de
derivados mesoiOnicos, da classe das 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminidas, sobre Leishmania
amazonensis (protozoario, da familia dos Tripanossomatideos, leishmaniose cutdnea no Brasil).
Estes resultados, estimularam nosso grupo de pesquisa em continuar os estudos com o
Tripanosoma cruzi, incorporando a unidade mesoionica aos derivados e analogos da piperina.

Outro fator relevante sobre a utilizagdo desta amida natural envolve a sua abundancia no
material vegetal, facilidade da sua extracdo, que aliado ao seu perfil estrutural, permite varias
abordagens, visando a obtencdo de derivados. Desta forma, temos como principais objetivos

neste trabalho:

e [solar quantidades adequadas da amida natural, através da metodologia otimizada pelo
nosso grupo de pesquisa (Ribeiro, 2004), e realizar modificagdes na estrutura da piperina,
que permitam a preparagdo de uma série de derivados mesoionicos, incorporando ao

produto natural a unidade 1,3,4-tiadiazolio.

e Realizar a sintese dos derivados mesoidnicos, com duas estratégias de modificagdao

estrutural:

a) Modificacdes da cadeia lateral com a variacdo da quantidade de carbonos olefinicos e a
satura¢do dos mesmos;
b) Nitracdo dos anéis aromaticos, mantendo o grupo metilenodioxilico, contido na amida

natural, piperina;
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Com estes produtos pretendemos avaliar a importancia das modificacdes realizadas na
cadeia lateral (conjugacdo e a distancia entre os anéis aromaticos homociclicos e heterociclicos),
e dos anéis aromaticos (nitagdo — visto que o benzonidazol, droga de referéncia, possui um grupo
nitro em sua estrutura — unidade farmacoférica) quanto a sua toxicidade sobre as formas

epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas intracelulares do 7Tripanosoma cruzi.

e Caracterizar os produtos obtidos, bem como os intermedidrios sintéticos, através dos
, . . rqe 1 13 . .
métodos convencionais de analise: RMN 'H e ~C, espectroscopia na regido do

infravermelho e espectrometria de massas;

e Avaliar a atividade toxica dos novos derivados mesoionicos obtidos sobre o Tripanosoma
cruzi, comparando os dados observados com a atividade do produto natural e do
benzonidazol, droga de referéncia, usada no tratamento da doenga. Diante dos resultados
que serdo obtidos, pretendemos tragar um perfil da relagdo estrutura-atividade (SAR) dos

derivados e andlogos (mesoidnicos) com a piperina.
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3. Estratégias de sintese

3.1. Estratégias para a sintese dos novos cloretos de 1,3,4-tiadiazélio-2-fenilaminas,

derivados e analogos a amida natural (1).

Como descrito na analise retrossintética (Esquema 4), para a sintese dos cloridratos
mesoidnicos, derivados e analogos 4 piperina 1, € necessario a preparacdo de seus respectivos
acidos carboxilicos com duas abordagens de modificagdo estrutural: na cadeia lateral (variando a
quantidade de carbonos olefinicos e a saturagdo dos mesmos) e anel aromatico (nitragdo), para a
formacdo dos intermediarios cloretos de acido com a consequente reagdo de anidroacilacdo com
1,4-difeniltiossemicarbazida 53 (Cheung et al., 1992; Montanari et al., 1994), salvo para aldeidos
aromaticos (Kappel et al., 2004).

3.1.1. Estratégia para a sintese do cloridrato mesoionico 62, derivado da piperina 1.
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© \/\VQS)\NH o NH/H\NH'NH Ph |
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61
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I
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Esquema 4: Estratégia sintética para a preparagdo do novo derivado 1,3,4-tiadiazolio-2-

fenilamina (62) a partir da amida natural 1.

O cloridrato mesoidnico 62 pode ser preparado através da reacdo de anidroacilagdo do
cloreto de acido 61 com 1,4-difeniltiossemicarbazida 53 (Montanari et al., 1994). Por sua vez o
cloreto de acido 61 pode ser obtido por interconvercdo de grupo funcional (I.G.F) tendo o 4cido

60 como seu precursor. Diversas metodologias podem ser empregadas para obtencdo do



intermediario 61, dentre elas destacamos o uso de cloreto de tionila (SOCI,) e cloreto de oxalila
(C,0,Cl;) (March, 1985). O acido 60 pode ser facilmente preparado a partir da amida natural 1,

através de uma reacdo de hidroélise basica, como pode ser observado no Esquema 4 (pagina 36).

3.1.2. Estratégia para a sintese de outros cloridratos mesoionicos, derivados e analogos a

piperina 1.

Seguindo a mesma estratégia sintética descrita no Esquema 4 (pagina 36), outros
derivados e andlogos podem também ser preparados variando a estrutura dos cloretos de acido
(preparados a partir dos respectivos acidos) empregados na etapa de anidroacilacdo. No Esquema
S, pode ser observada a estratégia para outros derivados da piperina, com modificagdes
estruturais € no Esquema 6 (pagina 38) as estratégias para obter os cloridratos mesoionicos

analogos a piperina 1, derivados do piperonal (69).
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< 0o X
° X ¢ \ X=H 65
X=H 67 \__ = 85
X=NO, 68 X=NO, 86
H 1
LG.F 0 0N 0 S S oy
= 1 1" = ¢
0] X (0]
X=H 63 60
X=NO, 84

Esquema 5: Estratégia sintética para a preparacao de outros derivado 1,3,4-tiadiazolio-2-

fenilamina (67 e 68) a partir do acido 60, derivado da piperina 1.
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n =1 (insaturado) e X=H 71
n =1 (insaturado) e X=NO, 72
n=1(saturado) e X=H 73
n=1(saturado) e X=NO, 74

Esquema 6: Estratégia sintética para a preparacao dos derivados 1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina

analogos a amida natural (1) a partir do piperonal 69.

Para a sintese dos cloridratos mesoidnicos 80 e 86, como apresentam intermediarios
aldeidos aromaticos (piperonal 69 e nitropiperonal 85), pode ser utilizado a metodologia descrita
por Kappel, utilizando também 1,4-difeniltiossemicarbazida 53 para a obten¢@o dos cloridratos
mesoidnicos (Kappel et al., 2004), sem a necessidade de preparar os intermediarios cloretos de

acido (Esquema 7, pagina 39).
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Esquema 7: Estratégia sintética para a preparacao dos derivados cloretos de 1,3,4-tiadiazolio-2-
fenilamina analogos a amida natural (1) a partir de aldeidos aromaticos ( 69 e 85)

(Kappel et al., 2004).

3.2. Estratégias de sintese dos precursores acidos, derivados e analogos a piperina 1, com

modificacao estrutural

3.2.1. Modificacdo da cadeia lateral

Para realizar a sintese dos acidos carboxilicos foram necessaria reagdes tais como:

e A sintese do derivado piperinico (60), com quatro carbonos (4C) insaturados entre a
carbonila e o anel aromatico (Esquema 4, pagina 36), utilizando a hidrélise bésica da

fungdo amida da piperina 1 (Ikan, 1991);
e A sintese do derivado cindmico (71), com 2C insaturados entre a carbonila e o anel

aromatico (Esquema 6, pagina 38), utilizando a reacdo de Knoevenagel com o

piperonal (69) (Silva et al., 2002);
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A sintese do derivado piperonilico (70), com auséncia de carbono entre a carbonila e o
anel aromatico (Esquema 6, pagina 38), utilizando o reagente de Jones na reacio de

oxidag¢do do piperonal (Rodig, 1990);

A sintese dos acidos saturados (63 e 73), utilizando a reducao catalitica (Pd/C) das
ligagdes duplas (Esquema 5, pagina 37 ¢ Esquema 6, pagina 38 respectivamente),
responsaveis pela conjugacdo da carboxila ao anel aromatico (Venkatasamy et al.,

2004).

3.2.2. Modifica¢ao no anel aromatico

Para a realizar a sintese dos derivados nitrados foram necessaria reagdes tais como:

A nitracdo dos acidos saturados (63 ¢ 73) (Esquema 5, pagina 37 ¢ Esquema 6,

pagina 38, respectivamente), utilizando a reacdo de nitragdo catalisada por acido

(Rascado, 1997);

A sintese do acido 6-nitrocinamico (72) foi obtida indiretamente pela nitragao do
piperonal (69) (Esquema 6, pagina 38) seguida da reacdo de Knoevenagel (Rascado,
1997; Silva et al., 2002).
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3.3. Discussao dos resultados

3.3.1. Isolamento da piperina dos frutos secos de Piper nigrum

A primeira etapa deste trabalho consistiu no isolamento do produto natural (Ikan,1991),
visando a obtencao de quantidades adequadas de piperina para a sintese de seus derivados.

A metodologia aplicada para a extragdo do produto foi descrita por Ikan (1991), onde foi

utilizada uma aparelhagem de Sohxlet, tendo etanol como solvente (Santos, 1999). A Figura 28

mostra a aparelhagem utilizada para a extragdo do material vegetal.

Extrator de Sohxlet

Figura 28: Extrator de Sohxlet acoplado a manta de aquecimento e condensador.
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ApoOs extracdo e tratamentos adequados, a piperina foi obtida na forma de cristais
amarelos. O material foi obtido, normalmente, em grau de pureza adequado, o que foi confirmado
através dos métodos convencionais de analise (RMN, IV e EM). Os dados obtidos foram
totalmente compativeis com a estrutura da amida natural, e também por comparagdo com dados

descritos na literatura (De Aratijo Junior et al., 1997).

No espectro de infravermelho pode ser observado uma forte absorgdo em 1634 cm™,
indicando a presenca da funcao carbonila amidica conjugada, além das absor¢des na regido entre
2937-2858 cm’, referentes as deformagdes axiais das ligagdes C-H (Espectro 1, pagina 72). No
espectro de RMN 'H, observou-se um sinal simples em & 5,97 ppm, referente aos 2 hidrogénios
do grupamento metilenodioxilico, além de um grupo de sinais entre & 6,40 ¢ & 7,43 ppm,
referentes aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral, e os 3 hidrogénios aromaticos
(Espectro 3, pagina 73). No espectro de RMN "*C observou-se um sinal em & 165,3 ppm,
referente a absor¢do do carbono da carbonila amidica (Espectro 4, pagina 73). O espectro de
massas mostrou, além do pico do ion molecular ¢ pico base (m/z = 285 u.m.a., 100% de
abundancia relativa) (Espectro 2, pagina 72), fragmentos caracteristicos para a estrutura da

amida natural. O Esquema 8 mostra uma proposta de fragmentacdo para a piperina 1.

@

Tl 0 N
SoRaa eI Ko S

M* miz = 285 (100%) miz = 201 (50%)
coO H,C=0
0 et T A N
AN { 7Ty A o@
0 S - i P
miz = 173 (30%) miz = 143 (25%)
coO
L’ / C+/\\\
L

miz = 115 (35%)
Esquema 8: Proposta de fragmentagdo para a piperina 1.
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3.3.2. Preparacio dos acidos carboxilicos, intermedidrios na sintese dos mesoionicos

3.3.2.1. Hidrdlise alcalina da piperina

A preparagao do primeiro derivado envolveu a hidrolise da fungao amida presente na
piperina (1), gerando o 4acido piperinico 60 (Esquema 9). Esta reagdo encontra-se
experimentalmente descrita no trabalho de Ikan (Ikan, 1991). Contudo a reagdao ndo se completou
conforme descrito por Ikan (1991), sendo necessario entdo modificacdes no tempo de reacdo, de
2 horas para 12 horas de refluxo e elevar as quantidades de base utilizada (Ribeiro, 2004),
gerando assim o acido piperinico 60, ap6s acidificacdo do meio, em elevado rendimento (93%) e

grau de pureza adequado(Esquema 9).

8] 8]
I I
O WN/\\ 8] WOH
( u _ab (
@] 8]
1 60

93%

Reagentes: a) KOH/etanol, refluxo, 12h; b) HCI 10%, até pH 3,0 (95%)
Esquema 9: Hidroélise basica da piperina 1.

O acido 60 apresentou ponto de fusdo idéntico ao descrito na literatura (Pf.: 216-217°C)
(Ikan, 1991). Além da anélise comparativa do ponto de fusdo, o produto foi devidamente
caracterizado pelos métodos convencionais de analise. No espectro de infravermelho observou-se
uma banda larga, em 3250 cm™, devido ao estiramento da ligagio OH do é4cido carboxilico.
Observou-se ainda a absor¢io a 1678 cm™, caracteristica da carbonila de acido conjugado
(Espectro 5, pagina 76). No espectro de RMN "*C observou-se um sinal em & 169,0 ppm,
referente ao carbono da carbonila (Espectro 8, pagina 77). No espectro de RMN 'H observou-se
um single em 6 12,2 ppm do hidrogénio 4cido, e o restante dos sinais foram totalmente
compativeis com a estrutura de 60 (Espectro 7, pagina 77). O espectro de massas mostrou, além
do pico do ion molecular e pico base (m/z = 218 u.m.a., 100% de abundancia relativa)

(Espectro 6, pagina 76), fragmentos caracteristicos para o acido 60.
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O Esquema 10 mostra uma proposta de fragmentagdo para o acido 60.

.o . miz = 201 (15%)
M* miz = 218 (100%)

co H,C=0
? 0.~ C+/\ 2 o L C+/\\\
S Sy =
mfz = 173 (75%) mfz = 143 (25%)
co
f / C+/\\_
TN

miz = 115 (50%)

Esquema 10: Proposta de fragmentacao para o acido piperinico 60.

3.3.2.2. Sintese do acido cinimico 71

A preparagao do acido cinamico (71) foi realizada através da reagcdo de Knoevenagel entre
o piperonal (69) e o 4cido malonico(Esquema 11, pagina 45), em presencga de piperidina, tendo
piridina como solvente (Silva et al., 2002).

A reagdo se d4 através da formagao do enolato do acido maldnico, pela agdo da piperidina
como base. O anion formado ataca o centro eletrofilico do piperonal (carbonila aldeidica),
formando um intermediario suscetivel de sofrer, in situ, uma eliminacdo descarboxilativa,
gerando o alceno com configuragdo E. Apos neutralizagdao 4acida do meio, o acido cinamico 70 ¢

formado, como mostra o mecanismo descrito no Esquema 11.
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Esquema 11: Mecanismo da reagdo de Knoevenagel ( Silva ef al., 2002).

O acido cinamico 71 foi obtido, apds recristalizacdo, na forma de cristais brancos
apresentando ponto de fusdo idéntico ao descrito na literatura (Pf.: 238°C) (Silva et al., 2002).
Além da analise comparativa do ponto de fusdo, o produto foi devidamente caracterizado pelos
métodos convencionais de analise. No espectro de infravermelho observou-se uma banda larga,
em 3446cm™, devido ao estiramento da ligagio OH do 4cido carboxilico. Observou-se ainda a
absorgdo em 1692 cm™, caracteristica da carbonila de acido conjugado (Espectro 9, pagina 80).
No espectro de RMN "°C observou-se um sinal em & 169 ppm, referente ao carbono da carbonila
(Espectro 12, pagina 81). No espectro de RMN 'H observou-se um singleto em & 12,2 ppm, com
um hidrogénio, referente ao acido carboxilico, além de outros sinais compativeis com a estrutura
do acido 71 (Espectro 11, pagina 81). O espectro de massa mostrou, além do pico do ion
molecular e pico base (m/z = 192 u.m.a.,, 100% de abundancia relativa) (Espectro 10,
pagina 80), fragmentos caracteristicos para o 4acido 71. O Esquema 12 (pagina 46) mostra uma

proposta de fragmentagdo para o acido cinamico 71.
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Esquema 12: Proposta de fragmentacao para o acido cindmico 71.

3.3.2.3. Sintese do acido piperonilico 70

Para a preparacdo do derivado piperonilico 70 foi realizada uma reacao de oxida¢ao com
o Reagente de Jones (2,68M CrO; ) (Rodig, 1994) sobre o piperonal (Esquema 13), tendo

acetona como solvente.

] i
O P 9]
< ‘ S H Reagente de Jones < jij /’\OH
o) & 80% g o) rs
69 70

Reagente de Jones: 2,68M CrOs, acetona, 4h (80%)

Esquema 13: Oxidac¢do do piperonal 69.
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Apos a recristalizagdo, o acido piperonilico (70) (Esquema 13, pagina 46) apresentou
ponto de fusdo semelhante ao descrito na literatura (Aldrich, 2004). Além da analise comparativa
do ponto de fusdo, o produto foi devidamente caracterizado pelos métodos convencionais de
analise. No espectro de infravermelho observa-se uma banda larga, de 3452 a 2500 cm™', devido
ao estiramento da ligagdo OH do acido carboxilico. Observou-se ainda a absor¢ao em 1673 cm’,
caracteristica da carbonila de &cido conjugado (Espectro 13, pagina 84). No espectro de
RMN "C observou-se um sinal em & 167 ppm, referente ao carbono da carbonila (Espectro 16,
pagina 85). No espectro de RMN 'H observou-se um singleto em & 12,6 ppm com um
hidrogénio, referente ao acido carboxilico, além de outros sinais compativeis com a estrutura do
acido piperonilico 70 (Espectro 15, pagina 85). O espectro de massas mostrou, além do pico do
ion molecular e pico base (m/z = 165 u.m.a., 100% de abundancia relativa) (Espectro 14,
pagina 84), fragmentos caracteristicos para o acido 70. O Esquema 14 mostra uma proposta de

fragmentagao para o acido 70.
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Esquema 14: Proposta de fragmentacao para o acido piperonilico 70.
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3.3.2.4. Sintese dos acidos saturados 63 e 73

A preparagdo tanto do acido tetraidropiperinico (63) quanto ao diidrocinamico (73) foram
realizadas através da reducdo catalitica classica, tendo como catalisador Pd/C em atmosfera de H,
(a pressdo normal) e acetato de etila como solvente (Vankatasamy et al., 2004). O Esquema 15

mostra as reacoes de redugao catalitica.

] ]
0 OH o OH
¢ T :
0 76 - 80% o)
n=1 71 n=1 73
n=2 60 n=2 B3

Reagentes: a) H,, Pd/C; acetato de etila, pressdo atmosférica, t.a, 3h
Esquema 15: Reacdo de reducao catalitica dos acidos 63 e 73.

Os produtos obtidos foram caracterizados pelos métodos convencionais de analise e

apresentaram dados espectroscopicos compativeis com suas estruturas:

Para o acido tetraidropiperinico (63) (Esquema 15), no espectro de infravermelho, foi
observado uma banda larga, em 3441 cm’', devido ao estiramento da ligacdo OH, além da
absor¢io em 1708 cm™, caracteristica da carbonila de 4cido nio conjugada (Espectro 17,
pagina 88). No espectro de RMN °C foi observado um sinal em & 180 ppm, referente ao
carbono da carbonila ndo conjugada e sinais entre 24,2 e 35,3 ppm referentes aos carbonos
saturados (Espectro 20, pagina 89). Nos espectro de RMN 'H foram observados os sinais entre
1,6 a 2,5 ppm, referentes aos hidrogénios da cadeia saturada (Espectro 19, pagina 89). O
espectro de massas, além do pico do ion molecular m/z = 222 u.m.a. e pico base 135 u.m.a.,
apresentou fragmentos caracteristicos ao acido 63 (Espectro 18, pagina 88). O Esquema 16

(pagina 49) mostra uma proposta de fragmentacao para o acido tetraidropiperinico 63.
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Esquema 16: Proposta de fragmentacao para o acido tetraidropiperinico 63.

No espectro de infravermelho do 4cido diidrocinamico (73) (Esquema 15, pagina 48) foi
observada uma banda larga, em 3284 cm™, devido ao estiramento da ligacio OH, além da
absor¢io em 1733 cm’, caracteristica da carbonila de 4cido ndo conjugada (Espestro 21,
pagina 92). No espectro de RMN "°C foi observado um sinal em & 179 ppm, referente ao carbono
da carbonila ndo conjugada e os sinais 30,4 ¢ 36,1 ppm referentes aos carbonos benzilico e
a-carbonila, respectivamente (Espectro 24, pagina 93). Nos dados de RMN 'H foram
observados os dois tripletos em 2,63 e 2,87 ppm referentes aos dois metilenos a e B-carbonila
(Espectro 23, pagina 93). O espectro de massas, além do pico do ion molecular m/z =194 u.m.a.
e pico base 135 u.m.a., apresentou fragmentos caracteristicos ao acido 73 (Espectro 22,
pagina 92).

O Esquema 17 mostra uma proposta de fragmentacao para o acido diidrocinamico 73.

0 —‘ ' P
SoRaE Seond

M*miz = 194 (70%) miz = 177 (5%)

miz = 135 (100%)

Esquema 17: Proposta de fragmentagao para o acido diidrocindmico 73.

49



3.3.2.5. Nitracido do anel aromatico para os respectivos acidos carboxilicos (Rascado, 1997)

A nitracdo do anel aromatico dos respectivos acidos carboxilicos, obtidos na etapa
anterior, foi realizada utilizando uma reagao classica de nitracdo em solvente organico gerando os
respectivos  nitro-aromaticos em rendimentos satisfatorios (62-82%) (Rascado, 1997)
(Esquema 18). Para os acidos conjugados 60 e 71, ndo foi possivel realizar a nitragdo do anel
aromatico devido a interferéncia das insaturagdes da cadeia lateral. Assim, a nitragdo do acido
cinamico 71 foi realizada indiretamente, pela nitragdo do piperonal 69, seguida da reacdo de
Knoevenagel, para a obtengdo do acido nitrocindmico 72. Ja a nitragdo do acido piperinico 60,
apresentou problemas, com inumeros subprodutos comprometendo seu rendimento, por isso foi
descartada a utilizacdo do seu derivado. Outro fator relevante a ser mencionado ¢é a
regiosseletividade da nitragdo na posicdo 6 (seis) do anel aromatico, como mostrado no

Esquema 18.
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Reagentes: a) HNO; (conc), Acido acético Glacial, t.a, Sh; b) 1. 4c. maldnico, piridina e

piperidina, 2. HCI1

Esquema 18: Nitracdo do anel aromatico.
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O nitropiperonal (85) (Esquema 18, pagina 50) apos recritalizagdo, apresentou-se como um
solido amarelo na forma de agulhas e ponto de fusdo idéntico a literatura (93°C - Aldrich, 2004).
No espectro de infravermelho foi observada uma banda em 1680 cm™, devido ao estiramento da
carbonila do aldeido e outra 1517 cm™, devido ao estiramento da ligagio NO do grupo nitro
ligado ao anel aromatico (Espectro 25, pagina 96). No espectro de RMN "°C foi observado um
sinal em & 190 ppm, referente ao carbono da carbonila e outra a & 153 ppm, atribuido ao carbono
ligado ao grupo nitro (Espectro 28, pagina 97). Nos dados de RMN 'H também foi observado o
sinal do hidrogénio da carbonila aldeidica em 6 10,31 ppm e os sinais dos hidrogénios isolados
no anel aromdtico em o 7,54 ¢ 7,35 ppm (Espectro 27, pagina 97). O espectro de massas, além
de apresentar o ion molecular m/z = 195 e pico base 165, apresentou fragmentacdes
caracteristicas para o nitropiperonal 85 (Espectro 26, pagina 96). O Esquema 19 mostra uma

proposta de fragmentac¢do para o nitropiperonal 85.
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Esquema 19: Proposta de fragmentagao para o 6-nitropiperonal 69.
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O 4cido 6-nitrotetraidropiperinico 64 (Esquema 18, pagina 50), apos recristalizacao,
apresentou-se como um solido amarelo amorfo e ponto de fusdo 111-112°C. No espectro de
infravermelho observou-se uma banda larga em 3423 cm™, devido ao estiramento da ligagio OH
do acido carboxilico. Observou-se ainda a absorgdo em 1710 cm™, caracteristica da carbonila de
acido ndo conjugado (Espectro 29, pagina 100). No espectro de RMN *C observou-se um sinal
em O 177 ppm, referente ao carbono da carbonila ndo conjugada e outro sinal em & 153 ppm
referente ao carbono ligado ao grupo nitro (Espectro 32, pagina 101). O espectro de RMN 'H,
apesar de nao ter apresentado o hidrogénio acido, apresentou os singletes dos hidrogénios
isolados do anel aromdtico em & 9,08 e 8,50 ppm, o restante dos sinais foram totalmente
compativeis com a estrutura de 64 (Espectro 31, pagina 101). O espectro de massas mostrou,
além do pico do ion molecular e pico base (m/z =267 e 204 u.m.a. respectivamente), fragmentos
caracteristicos para o acido 64 (Espectro 30, pagina 100). O Esquema 20 mostra uma proposta

de fragmentac¢do para o acido 6-nitrotetraidropiperinico 64.
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Esquema 20: Proposta de fragmentacgao para o acido 6-nitrotetraidropiperinico 64.
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O 4cido 6-nitrodiidrocinamico 74 (Esquema 18, pagina 50), apos recristalizagdo, apresentou-
se como um s6lido amarelo amorfo e ponto de fusdo 154-156°C. No espectro de infravermelho
observou-se uma banda larga, em 3425 cm™, devido ao estiramento da ligagio OH do 4cido
carboxilico. Observou-se ainda a absor¢io em 1711 cm™, caracteristica da carbonila de acido
ndo conjugado (Espectro 33, pagina 104). No espectro de RMN "°C observou-se um sinal a
O 176 ppm, referente ao carbono da carbonila ndo conjugada e outro a & 153 ppm, referente ao
carbono ligado ao grupo nitro (Espectro 36, pagina 105). O espectro de RMN 'H, apesar de néo
apresentadar o hidrogénio écido, apresentou os singletes dos hidrogénios isolados do anel
aromatico em 6 7,46 e 6,89 ppm. O restante dos sinais foram totalmente compativeis com a
estrutura de 74 (Espectro 35, pagina 105). O espectro de massas mostrou, além do pico do ion
molecular e pico base (m/z =239 e 176 u.m.a respectivamente), fragmentos caracteristicos para o
acido 74 (Espectro 34, pagina 104). O Esquema 21 mostra uma proposta de fragmentagdo para

o0 acido 6-nitrodiidrocinamico 74.

.
i
L e
o NO,
M-1 miz = 238 (1%)

||—‘ H.,O

]@f\/\OH l, { m
miz = 239 (0%)
~ 0
l\’ FNC, O 5 \/H\OH
e O
Oﬁé miz = 193 (20%)
<O [

mfz = 176 (100%)

“No, miz = 221 (20%)

Esquema 21: Proposta de fragmentacao para o acido 6-nitrodiidrocinamico 74.
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O é4cido 6-nitrocinamico 72 (Esquema 18, pagina 50), apresentou-se como um so6lido
marrom amorfo e ponto de fusdo 224-226°C. No espectro de infravermelho observou-se uma
banda larga, em 3434 cm™', devido ao estiramento da ligagdo OH do 4cido carboxilico. Observou-
se ainda a absor¢do em 1696 cm™, caracteristica da carbonila de acido conjugado (Espectro 37,
pagina 108). No espectro de RMN "°C observou-se um sinal em & 167 ppm, referente ao carbono
da carbonila de 4cido conjugado e outro a & 151 ppm, referente ao carbono ligado ao grupo nitro
(Espectro 40, pagina 109). O espectro de RMN 'H, apesar de nio ter apresentado o hidrogénio
acido, apresentou os dubletos & 7,96 e 6,35 ppm, referentes aos hidrogénios olefinicos e os
singletes dos hidrogénios isolados do anel aromatico em & 7,55 e 7,23 ppm (Espectro 39,
pagina 109). O espectro de massas mostrou, além do pico do ion molecular e pico base (m/z =
237 e 167 u.m.a respectivamente), alguns fragmentos caracteristicos para o dacido 72
(Espectro 38, pagina 108). O Esquema 22 mostra uma proposta de fragmentacao para o acido

6-nitrocinamico 72.

1
o
H OH

H,C=0
O™ o A

0" o

// \//

o] \/ T

< P { o i. ¢)

© NO> 0 NO, NO2
M* mifz = 237 (5%) iz = 220 (10%) m/z = 190 (50%)

l\; HNO, \< HC=COOH
‘ N
7

T
i} o N2
(o]

miz = 167 (100%)

<o
o
miz = 174 (10%)

Esquema 22: Proposta de fragmentacdo para o dcido 6-nitrocindmico 72.
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3.3.3. Sintese dos cloretos de acido

Para a maioria das sinteses dos cloridratos mesoionicos (MI, MII, MIII, MIV, MV,
MVII, MVIII e MIX) a passagem pelo cloreto de acido (cloreto de acila) foi comum. A
formacao do cloreto de acido teve como objetivo sintetizar um intermediario mais reativo frente a

reacao de anidroacilacdo que dara origem aos cloridratos mesoionicos.

Lo o

n=0 eX=H 70 n=0 eX=H 75
n=1 (insaturado) e X=H " n=1(insaturado)e X=H 76
n=1 (insaturado) e X=NO, 72 n =1 (insaturado) e X = NO, 17
n=1(saturado) eX=H 73 n=1{(saturado) eX=H 78
n=1(saturado) eX=NO, 74 n=1(saturado) eX=NO, 79

Reagente: a) (COCl),, t.a, 2-3h

Esquema 23: Sintese dos cloretos de acila.

Os cloretos de tionila (SOCI,) e oxalila (COCI), sao usualmente os reagentes de escolha
para a sintese de cloretos de acila. Apresentam a vantagem de formarem subprodutos gasosos
(SO,, CO, CO;) que nao contaminam o produto (March, 1985). Apesar de apresentarem
comportamento reacional semelhante, as condigdes reacionais sao 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 preparagao dos cloretos
de 4cidos. Por ser mais reativo que o SOCl,, todas as rea¢des foram realizadas em temperatura
ambiente. Por apresentar alta reatividade os cloretos de acido sintetizados ndo foram
quantificados ou purificados por nenhuma técnica, foram todos considerados puros pelo

acompanhamento por CCF (pela formagdo instantanea do éster metilico, pela reacdo com
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metanol) e utilizados logo em seguida, apds remogdo do excesso de cloreto de oxalila em
evaporador rotatorio.
No Esquema 24 descrevemos uma proposta para o mecanismo de formagao dos cloretos de

acila pela reagao dos respectivos acidos com cloreto de oxalila.

; LH oM //o
1 4 < In g R

R™ 0 || —> Rﬁ\o/\\”/ | — cl

o S cl A L + CO, + CO + HCl

Esquema 24: Mecanismo de formacao dos cloretos de acila utilizando cloreto de oxalila

(March, 1985)

3.3.4. Sintese dos cloridratos mesoionicos MI a IX

A preparacdo dos sais dos compostos mesoionicos da classe das 1,3,4-tiadiazolio-2-
fenilaminidas, foi realizada através da reacao de anidroacilagdo entre 1,4-difeniltiossemicarbazida
aromaticos (69 e 85). Estas reacdes encontram-se experimentalmente descritas nos trabalhos de
Montanari e Kappel (Montanari et al., 1994; Kappel et al., 2004). Os Esquemas 25 e 26

(pagina 57) mostram os mecanismos envolvidos em cada uma das metodologias utilizadas.
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i 0
R Cl 1.4-dioxana R/l\CI -HCl /”—S
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NH _Ph
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T Nk Ph™ " "NH, “NH
.M lHCI
R HOB
o N5 -H,0 R+
i 2 S
4 _Ph « ¢ _Ph
Ph/N\N/)\NH Ph/N\N)\NH

Esquema 25: Reacdo de anidroacilacdo com cloretos de 4cido (Montanari et al., 1994).

0
I TMSO
N . 7 OTMS
R ™H C H*
TMS-CI R™ H - R S
+ — —> H ‘)
ﬁ o ﬁ LN T
NH L _Ph
-NH _Ph :
o NH Ph™" "NH, “NH
l-TMS-OH
H
or % s H Rﬁzs
N‘f_ /)\ _Ph «— .y )\ _Ph
Ph/ “N NH Ph/ \N/ NH

Esquema 26: Reacdo de anidroacilacdo com aldeidos aromaticos (Kappel et al., 2004).

Como pode ser visto no Esquema 27 (pagina 58),

as reacOes de anidroacilagdo

realizadas a partir dos cloretos de acila, apresentaram rendimentos variados (34-83%), gerando os

respectivos cloridratos mesoidnicos.
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N

i ]
° %q a <Oi>]i(\)n}\s)\ NH
o 34-83% O X 7 )

/
AN
X
‘\-\-\-\-\"'\-\.

n=0 X=H 75 n=0 X=H MI
n =1 (saturado) X=H 78 n=1(saturado) X=H MV
n =1 (saturado) X=NO, 79 n =1 (saturado) X=NO,MVII
n =1 (insaturado) X=H 76 n =1 (insaturado) X=H MIl
n = 1 (insaturado) X = NO, 77 n = 1 (insaturado) X = NO, MIX
n =2 (saturado) X=H 65 n=2(saturado) X=H MN
n =2 (saturado) X=NO, 66 n =2 (saturado) X=NO, MVII
n =2 (insaturado) X=H 61 n =2 (insaturado) X=H Ml

Reagentes: a) 1,4-difeniltiossemicarbazida (53), 1,4-dioxana, t.a., 72 h.

Esquema 27. Preparacdo dos cloridratos mesoidnicos através da reacao de anidroacilacao.

Da mesma forma, nas reagdes de preparagcdo dos cloridratos mesoidnicos a partir dos

aldeidos 69 e 85, os rendimentos obtidos variaram, sendo de 40% para MVI e 68% para MIII

(Esquema 28).
o -
AN "

N

< ]@f = SO0y
40 68% @
X=H X=H Ml
X=No, 8 X=NO, MV

Reagentes: a) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, TMS-CI, DMF, 24h.

Esquema 28. Preparacao dos derivados MVI e MIII, a partir dos respectivos aldeidos.
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Como o nucleo mesoidnico, 4-fenil-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina, estd presente em todos
os derivados (MI & IX), os espectros de IV, RMN 'H e "*C apresentaram-se bem semelhantes
(Tabela 6, 7 ¢ 8, paginas 63 e 64, respectivamente), salvo para as modificagdes da cadeia lateral
e anel aromatico na posi¢do 5 destes derivados. Para exemplificar as atribui¢des dos dados
espectrométricos, elegemos os derivados MI, MII e MIII. Na espectrometria de massas os
cloridratos mesoionicos (MI a IX) apresentaram além do ion molecurar (M-Cl ou M-HCI)

fragmentagdes caracteristicas, como descrita na literatura (Montanari et. al., 1994).

A atribuigio dos dados espectrométricos (IV, RMN 'H e "C) foi realizada por

comparacao com os dados da literatura, e o derivado MR (Figura 29) foi utilizado como padrao

estrutural (Silva, 1997).
O«
—N
3
/@/ ST Ng” NH
HaC

MR

Figura 29: Estrutura do cloridrato mesoidnico tomado como referéncia nas atribui¢des

estruturais.

O derivado MI (Esquema 27, pagina 58) foi obtido na forma de um so6lido vermelho
amorfo e apresentou ponto de fusdo 155°C. No espectro de infravermelho observou-se uma banda
larga em 3449 cm™, devido ao estiramento da fenilamina exociclica. Observou-se ainda uma
pequena absor¢do em 2780 cm’, possivelmente do grupamento iménio hexociclico, e outra a
1565 cm™, devido 4 vibragio do esqueleto heterociclico (Espectro 41, pagina 113). No espectro
de RMN "C observou-se um sinal a & 159 ppm, referente a absor¢do de um dos carbonos do
nucleo heterociclo (Espectro 44, pagina 114). No espectro de RMN 'H observou-se um singlete
6 12,37 ppm, referente a fenilamina, além de outros sinais compativeis com a estrutura de MI
(Espectro 43, pagina 114). O espectro de massas apresentou, além do pico do ion molecular
(M-Cl) e pico base (m/z = 426 e 177 u.m.a., respectivamente), fragmentos caracteristicos para o
MI (Espectro 42, pagina 113). O Esquema 29 (pagina 60) mostra uma proposta de
fragmentagao para o derivado MI.
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m/z = 368 - m/z = 340 (60%)

Esquema 29: Proposta de fragmentacao para o derivado MI.
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O derivado MII (Esquema 27, pagina 58) foi obtido na forma de um sélido amarelo
amorfo e apresentou ponto de fusdo entre 294-296°C. No espectro de infravermelho observou-se
uma banda larga em 3425 cm’, devido ao estiramento da fenilamina exociclica. Observou-se
ainda a absor¢do em 2674 cm” do grupamento iménio exociclico, 1567 cm™ da vibragdo do
esqueleto heterociclico além de outros sinais (Espectro 45, pagina 116). No espectro de
RMN "C observou-se dois sinais de & 166 ¢ 161 ppm, referentes aos carbonos do nucleo
heterociclico (Espectro 48, pagina 117). No espectro de RMN 'H observou-se um singlete a
0 12,24 ppm, referente a fenilamina, além de outros sinais compativeis com a estrutura de MII
(Espectro 47, pagina 117). O espectro de massas apresentou, além do pico do ion molecular (M-
HCI) e pico base (m/z = 399 u.m.a.), fragmentos classicos, para esta classe de derivados, como

m/z 283 e 191 u.m.a. (Espectro 46, pagina 116). O Esquema 30 mostra uma proposta de

O
C NN
o \/{Sm
N

; @
(M- HCl) miz = 399 (100%) ==

fragmentacdo para o derivado MII.

~ ]
e
T SN | = ‘
I T S
N
CT o
Ph-N=C=N o S \\\)%S
@]
A, A
. miz = 282 + 1 (50%)
b‘ Ph-N-N=C=N—Ph

miz = 191 (68%)

Esquema 30: Proposta de fragmentacao para o derivado MII.

61



O derivado MIII (Esquema 27, pagina 58) foi obtido na forma de um sélido amarelo-
esverdeado amorfo e apresentou ponto de fusdo 286-287°C. No espectro de infravermelho
observou-se uma banda larga em 3455 cm™ devido ao estiramento da fenilamina exociclica.
Observou-se ainda a absor¢do em 2645 cm™, referente ao grupamento iménio exociclico, outra a
1565 cm™, devido a vibragdo do esqueleto heterociclico, além de outros sinais (Espectro 49,
pagina 121). No espectro de RMN °C observou-se dois sinais a & 165 ¢ 161 ppm, referentes aos
carbonos do nicleo heterociclico (Espectro 52, pagina 122). No espectro de RMN 'H
observou-se um singlete a 12,37 ppm, referente a fenilamina, além de outros sinais compativeis
com a estrutura de MIII (Espectro 51, pagina 122). O espectro de massas apresentou, além do
pico do ion molecular (M-HCI) e pico base (m/z =373 e 165 u.m.a.), fragmentos classicos, para
esta classe de derivados, como m/z = 257 e 165 u.m.a. (Espectro 50, pagina 121). O Esquema

31 mostra uma proposta de fragmentagdo para o derivado MIIL.
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Z°

miz = 165 (95%)
Esquema 31: Proposta de fragmentacao para o derivado MIII.
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Tabela 6: Algumas absor¢des na regido do infravermelho (IV) dos cloridratos mesoidnicos

obtidos (MI - MIX) e o de referéncia MR.

IV (cm™)

MR MI MII MII MIV MV MVI MVII MVII MIX

vN-H 3410 3449 3425 3455 3443 3423 3437 3444 3426 3426
vC=N"HAr 2693 no* 2674 2645 2746 2769 2777 2774 2736 2736
vC=C 1600 1600 1600 1600 1600 1600 1610 1609 1615 1615
vC=C 1511  no 1499 1498 1497 1499 1500 1454 1505 1505
vC=C 1450 1440 1442 1451 1448 1448 1451 no 1451 1451
vC=N 1565 1565 1567 1565 1567 1570 1566 1567 1565 1565
vC-S 1310 1361 1362 1314 1320 1321 no 1330 no 1330

no*nao observado

Tabela 7: Deslocamentos quimicos de RMN 'H dos cloridratos mesoidnicos obtidos (MI - MIX)

e o de referéncia MR.

H oH (ppm)

MR MI MII MII MIV MV MVI MVII MVII MIX

NH 11,81 12,37 12,24 12,37 12,61 1226 12,58 12,69 11,62 -
2' 698 746 7,56 7,59 752 7156 7,55 7,59 7155 7159
3 698 7,38 741 743 7,14 732 745 721 741 743
4' 698 709 7,14 7,15 696 709 7,18 7,01 7,15 7,18
2" 7,01 7,78 781 77 1,78 7,7 7,63 7,71 1,72 71,83
3" 701 773 7,74 7,62 1,64 7,7 757 7,66 1,72 71,74
4" 701 773 774 7,62 1,64 7,7 757 7,66 1,72 71,74
2" 6,76 722 741 694 645 6,75 145 6,64 7,1 7143
5" 655 694 7,01 706 667 678 7,92 746 7153 7,71

6" 676 7,04 732 711 65 661 - - - -
a 6,23 6,52 6,95 - 2,39 338 - 2,74 357 7,07
B 7,13 7,54 787 - 1,72 2,94 - 1,85 3,16 8,09

v - 7,17 - - 1,56 - - 1,64 - -

5 - 7,17 - - 3,19 - - 3,19 - -
OCH,0 6,06 6,1 6,13 59 598 6,36 6,09 623 627
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Tabela 8: Deslocamentos quimicos de RMN "*C dos cloridratos mesoidnicos obtidos

(MI - MIX) e o de referéncia MR.

C 6C (ppm)

MR MI MII MII MIV MV MVI MVII MVIl MIX

158,4 159 161,7 161,4 159,7 no 152,4 160,3 160,3 1622

162,5 no 166 165,1 169,7 no 162,7 170,3 168,7 168,5
1 137 no no 139 136,9 1384 137 137 136,8 1377
2! 118 120,3 1199 119,7 118,5 120,2 118,6 1181 118,2 1199
3 129,4 131,2 131,3 131,1 129,8 131,3 130 130 129,4 131,1
4' 123,3 124,77 125,2 125,3 125,5 126  124,2 123,77 123,8 125,6
1" 138,6 138,3 no 139,6 1383 139,7 138,4 138,6 138,5 138,7
2" 126,2 127,34 127,3 127,2 123,4 126,6 125,1 125,7 125,6 1269
3" 130,1 130,6 130,6 130,7 128,6 130,5 129,5 129,3 129,8 1304
4" 131,5 132,5 132,7 132,6 131,4 133,1 131,7 131,6 131.4 1327
1" 135,22 131,5 128,1 117,2 no 132,5 1343 133,2 no no
AN 126,2 107 110 110,55 107,9 109,5 106 104,9 105 108,5
3 114,8 149,3 149,5 152,7 147,4 149,7 1423 142,2 1425 149,1
4" 163,2 1493 149,5 149 145,5 148,6 146,4 146,1 146,9 149,1

s 114,8 1099 1083 110,3 1084 1099 110,8 110,3 110,5 105,6
6" 126,2 no no 127,7 120,8 123 151,2  151,7 151,6 150,8

o 1088 1145 1105 - 344 349 - 31,7 31,7 1148

B 1483 1483 1522 - 28,5 34,9 - 28,4 294 1438

y ; 1256 - _ 24,8 ; _ 28 ; ;

5 - 13837 - - 30,6 - - 29,2 : :
OCH,0 - 102,82 1033 1039 100,6 1025 1051 103,1 103,44 105,1
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3.4. Testes Biologicos : Atividade tripanocida

Para a avaliagdo da atividade tripanocida dos derivados mesoionicos obtidos (MI a MIX,
Figura 30) foi utilizada uma seqiiéncia de experimentos que estdo descritos nos itens 5.15.
(Material e Métodos), onde foram realizados testes in vitro contra as diferentes formas
evolutivas do parasita (epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas). Foi realizada também a
avaliacdo da citotoxicidade das drogas frente a célula hospedeira (macréfagos murinos, item
5.15.4.). Como o derivado MI foi a molécula que apresentou melhor perfil de atividade nas
avaliagdes in vitro, ou seja: elevado efeito antiparasitario e reduzida citotoxicidade frente aos
macrofagos, este derivado foi utilizado em testes in vivo, avaliando-se os niveis de parasitemia e
a sobrevida dos animais tratados (camundongos Balb/c), como descrito no item 5.15.7..

Primeiramente foi avaliada a atividade anti-epimastigota dos derivados obtidos (MI a
MIX). Como pode ser visto pelos valores de 1Csy, mostrados na Tabela 28 (pagina 151), os
mesoionicos MI, MII, MIV e MIX apresentaram maior efeito toxico. Estas moléculas foram
entdo avaliadas quanto a suas citotoxicidades, utilizando o teste de exclusdo do azul de Trypan
(item 5.15.4.1.). O derivado MI mostrou-se o menos toxico frente as células hospedeiras,
apresentando uma margem de seguranga trés vezes maior que a aplicacdo necessaria (Tabela 28,
pagina 151). Também foi avaliada a atividade anti-tripomatigota destas drogas (MI, MII, MIV ¢
MIX) e apenas o derivado MI mostrou ICsy abaixo da concentragdo toxica de aplicagdo. Como
MI apresentou toxicidade seletiva, este foi avaliado contra formas amastigotas. O resultado
obtido foi extremamente animador, visto que o valor de ICsy observado para o tratamento com
MI (1,35 uM) foi menor do que aquele observado para a droga de referéncia, o benzonidazol
(2,5 uM), bem como para a piperina (4,9 uM).

Em face aos dados obtidos nos ensaios in vitro, foram realizados tratamentos in vivo para
o derivado MI. O tratamento dos 4 grupos de animais (MI-50 mg/Kg; benzonidazol-100 mg/Kg;
H,0; DMSO) foram realizados por via oral, durante 15 dias. Os grupos foram acompanhados
durante 30 dias, apresentando um pico de parasitemia, para os controles tratados com H,O e
DMSO. No sétimo dia pods-infeccdo (dpi), o tratamento com o derivado MI mostrou-se
semelhante ao benzonidazol, com niveis de parasitemia indetectaveis (Figura 34, pagina 155).
Os animais dos grupos controle, tratados com H,O e DMSO, ndo sobreviveram apo6s o décimo
dpi. Ja os grupos tratados com benzonidazol e MI sobreviveram aos 30 dias de teste (Figura 35,
pagina 156).
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Figura 30: Estruturas dos cloridratos mesoionicos testados contra 7. cruzi.
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Diante dos dados obtidos, nos testes de atividade tripanocida, foi avaliada a relacao
estrutura-atividade (SAR) dos cloridratos mesoionicos sintetizados, derivados e analogos a amida
natural 1.

A estratégia de modificacdo estrutural teve como objetivo manter o grupo
metilenodioxilico (presente na piperina 1), variar a quantidade de carbonos olefinicos e a
saturacdo dos mesmos, permitindo ou ndo a conjugacdo entre os dois anéis aromaticos
(homociclico e heterociclico); nitracdo do anel 3,4-metilenodioxibenzilico, visto que o grupo
nitro ¢ uma unidade farmacoforica do benzonidazol, droga de referéncia; além da incorporagao
da 4-fenil-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina, unidade farmacoférica para a atividade leishmanicida
descrita anteriormente por Silva (Silva, 1997).

A Tabela 28 (pagina 151) mostra os valores de atividade biologica para os cloridratos
mesoidnicos avaliados.

Relacionando os derivados M1, MII, MIII, MIV e MV podemos observar a importancia
da presenca dos carbonos olefinicos para a atividade anti-epimastigota, apontando MI ¢ MII
como os melhores derivados. Contudo o cloridrato mesoidnico MI mostrou-se o mais viavel, por
apresentar menor citotoxicidade no tratamento com o azul de Trypan (Tabela 28, pagina 151).

A nitragdo dos derivados saturados e insaturados visou otimizar a atividade tripanocida
das drogas ja testadas. Apesar de alcangar o objetivo na maioria dos derivados (MVI, MVIII ¢
MIX), a presenca do grupamento nitro também aumentou a toxicidade dos mesmos frente a
célula hospedeira, inviabilizando a utilizacdo destes derivados nas avaliagdes biologicas
subseqiientes.

Desta forma, o cloridrato mesoionico MI apresenta um perfil estrutural 6timo no conjunto
de derivados preparados, colocando-se como um verdadeiro protdtipo para o desenvolvimento de
um novo agente quimioterapico, de elevada eficacia, aplicavel ao tratamento da doenca de

Chagas.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

e Os resultados obtidos demonstram o potencial da piperina como precursor, aplicavel ao
desenvolvimento de uma nova familia de moléculas candidatas a farmacos, uteis no
tratamento da doenca de Chagas. A abundancia do produto natural no material vegetal,
bem como a facilidade da sua extragdo e manipulagdes sintéticas possiveis, sdo pontos

relevantes em relagdo a esta amida natural.

e A metodologia sintética preconizada se mostrou aplicavel a preparacdo dos novos
cloridratos mesoidnicos (MI-MIX), e os produtos finais obtidos, bem como seus
precursores, foram devidamente caracterizados através dos métodos convencionais de

analise.

e Os nove derivados mesoidnicos preparados neste trabalho foram planejados com o
objetivo de realizarmos um estudo sobre a relacdo existente entre a estrutura quimica e a
atividade bioldgica (SAR) para esta classe de compostos. Observamos para o derivado MI

um perfil estrutural 6timo quanto a atividade tripanocida.

e Esta nova molécula, da classe das 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminas, derivada da piperina
(MI), apresentou, nas avaliagdes in vivo, diminuigdo da parasitemia a niveis nao

detectaveis, com perfil de atividade tripanocida comparéavel ao benzonidazol.

e Os resultados obtidos colocam o novo derivado mesoiénico MI como um candidato a
farmaco, preparado a partir de um produto natural abundante, aplicavel ao tratamento da

doenga de Chagas.

e As investigagdes sobre possiveis mecanismos de acao de MI sobre o Tripanossoma cruzi
encontram-se em andamento, em colaborag@o ao Laboratério de Glicobiologia do IBCCF-

UFRI.

e Estudos in vivo sobre a toxicidade de MI encontram-se em andamento no laboratorio.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Instrumentos utilizados nas caracterizacoes espectrométricas:

e Os espectros de RMN de 'H (200, 400 e 600 MHz) e "*C (50, 100 ¢ 150 MHz) foram
obtidos em espectrometros de marca Bruker, modelos AC200 (PPGQO — UFRRJ); e
AVANCE-400 e AVANCE-600 (Laboratorio de BloONMR- Dep. de Bioquimica Médica-
UFRJ). Foi utilizado como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) e os solventes:
cloroféormio (CDCls), metanol (CD;OD) e dimetilsulfoxido (DMSO-Dg) na solubilizagao
das amostras. Os deslocamentos quimicos (8) foram medidos em unidade de parte por

milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (/) em Hertz (Hz).

e Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos nos espectrdmetros Pekin-Elmer 1600
FT (PPGQO — UFRRJ) e Shimadzu IR-470 (IME), utilizando-se pastilhas de KBr para as

amostras solidas.

e Os espectros de massas dos intermediarios sintéticos foram obtidos por impacto de
elétrons (70 eV) utilizando cromatégrafo em fase gasosa acoplado a espectrometro de
massa VARIAN-SATURN 2000. Coluna capilar CP-SIL8CB (30m x 0,25 x 0,25um).
Temperatura do injetor igual a 250°C. Temperatura de fonte igual a 280 C. Condigdes de
analise: Temperatura inicial igual a 150°C/ 1°- 5° C/1°- 270°C.

Os espectros de massas dos cloridratos mesoidnicos foram obtidos em espectrometro
Shimadzu-CG/MS QP 2000A, operando pelo modo de ionizagdo por impacto de elétros
(70eV), equipado com probe para solidos.
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5.2. Nas analises, sinteses e purificacdes

Cromatografia de silica gel 60 F»s4 (camada de 0,2 mm), da marca Merck para o

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

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

Solventes: acido acético glacial, acetato de etila, acetona, cloroférmio, diclorometano, 1,4
dioxana, etanol, éter etilico, hexano, metanol, THF, tolueno, fornecidos pela Vetec. Todos
os solventes utilizados nas reagdes e nos métodos de purificagdo foram previamente

destilados, quando necessario.

Reagentes: acido cloridrico concentrado, acido malodnico, acido nitrico concentrado,
alcool isopropilico, cloreto de oxalila, cloreto de trimetilsilano, dimetilformamida,
hidréxido de sodio, hidroxido de potassio, piperidina, piperonal, piridina, Reagente de

Jones (2,8M de CrO; em H,SO4) (Rodig, 1994).

Pimenta-do-reino comercial.

5.3. Outros equipamentos

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

Evaporador rotatério da Fisaton-Modelo 802.

Camara de revelagao para CCF equipada com lampada UV com comprimento de onda de

254 € 365 nm.

Placas de aquecimento e agitagdo magnética da Corning.

Dessecador.
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5.4. Isolamento da amida piperidinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-4(E)-
pentadiendico (piperina) (1) (Ikan, 1991)

O
CTT e
o )

piperina 1

Numa aparelhagem de Soxhlet foram colocados 150 g de pimenta-do-reino e 1200 mL de
etanol a 95%. O sistema foi mantido em refluxo por aproximadamente 12 horas (aparelhagem
mostrada na Figura 28, pagina 41).

Apds concentrar o extrato em evaporador rotatorio, foi obtido um residuo de aspecto viscoso
¢ aroma adocicado, sendo entdo adicionado ao mesmo 150 mL de uma solucdo alcodlica de
KOH 10%, para que ocorresse a precipitacdo dos taninos e demais materiais fenolicos,
contaminantes do meio, na forma dos respectivos sais de potassio. Apos filtracdo e remogao do
material precipitado, foi adicionada ao sobrenadante uma pequena quantidade de dgua, suficiente
para que o meio se tornasse turvo. Apos um periodo de 72 horas em repouso, formou-se um
precipitado amarelo que foi filtrado sob pressao reduzida. Esse procedimento foi repetido com
mais algumas quantidades, somando 600 g de pimenta-do-reino. O sélido obtido foi lavado com
uma pequena quantidade de agua gelada, seguido de éter etilico gelado. Foram obtidos 18g (3%)
de piperina na forma de cristais amarelo-claro.

Pf.: 127-129°C (Lit.: 125-127°C — Ikan, 1991)
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Infravermelho (KBr, cm'l):

vC-H (Csp?) = 3008 (anel aromatico)

vC-H (Csp3) =2937-2858 (anel piperidinico)

vC=0 =1634,5 (vibragdo da amida conjugada)

vC=C (Csp®) = 1583-1490 (vibragio do esqueleto aromatico)
oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,om, isolado)

oC-H (Cspz) =850 (dobramento de 2Hom, Vizinhos)

¥z Fipsrina

3r. 72
=T
1
]
1
t
~9.33 T
4588 89
Espectro 1: Espectro de IV da piperina 1.
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Espectro 2: Espectro de massas da piperina 1.
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Tabela 9: Deslocamentos quimicos de 'He "C para a piperina 1.

Piperina (CDCl;) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
¢G<o 165,3 (C)
130,8 (C)
2 6,98 (d; 1,4; 1H) 105,5 (CH)
3 148,0 (C)
4 s 148,0 (C)
5 6,76 (m; 1H) 108,3 (CH)
6 6,89 (dd; 8,2 ¢ 1,5; 1H) 122,4 (CH)
1' 3,58 (m; 4H) 46,1 (CH,)
2! 1,63 (m; 4H) 26,0 (CH,)
3 1,63 (m, 6H) 24,5 (CH,)
o 6,43 (d; 14,3; 1H) 119,8 (CH)
B 7,39 (ddd; 14,6, 7,1 € 2,9; 1H) 142,4 (CH)
Y 6,76 (m; 1H) 125,1 (CH)
8 6,76 (m; 1H) 138,3 (CH)
OCH,0 5,97 (sl; 2H) 101,1 (CH,)

@]
; 2, 0 B | 1
oA
vt
0, 6 3
5

Piperina 1



5.5. Preparacio do acido 5-(3.,4-metilenodioxifenil)-2(E),4(E)-pentadiendico (acido
piperinico) (60) (Ikan, 1991)

0 0O
I [
( 2
0O 0
1 60

93%

Reagentes: a) KOH / Etanol, refluxo, 20h; b) HCI 10%, até pH 3

Num baldo de 50 mL de capacidade foi feita uma suspensdao de 2,20 g (7,72 mmol) de
piperina em 22 mL de solug¢do alcodlica de KOH 20%. A mistura reacional foi mantida sob
refluxo e agitacdo por 20 horas. A reagdo foi acompanhada por CCF, a solucdo passou de
amarela para marrom-claro, com formagao de precipitado.

Apo6s o término da reagdo, o etanol foi retirado do meio reacional em evaporador rotatorio.
Acrescentou-se agua ao residuo formado, deixando o mesmo atingir a temperatura de ebuligao
até total solubilizacdo, sendo a solugdo formada, em seguida, filtrada a quente. A esta solugdo
aquosa do respectivo carboxilato, acrescentou-se solugdo de HCl 10% até chegar a pH proximo
de 3, ocorrendo a precipitagdo do acido na forma de um sélido amarelo. Apos filtragcdo sob
pressao reduzida, o material foi lavado com dgua gelada. O sélido obtido foi seco em dessecador
e recristalizado em etanol, gerando 1,65 g (93%) do acido piperinico 60.

Pf.: 218-219°C (Lit.: 216-217°C) (Ikan, 1991)
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Infravermelho (KBr, cm'l):

vO-H = 3250,0 (4cido carboxilico)

vC-H (Csp3) =2919,5 (metilenodioxi)

vC=0 =1678,8 (vibragdo da carbonila do acido carboxilico conjugado)
vC=C (Csp®) = 1603-1495 (vibragio do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1257,5 (metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,om, isolado)

oC-H (Cspz) =850 (dobramento de 2Hom, Vizinhos)

B
CER P E e
xT x""i"\‘\

\ m/’“\’w

e s 1068 P
Espectro 5: Espectro de IV do 4cido piperinico 60.
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Espectro 6: Espectro de massas do acido piperinico 60.
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Tabela 10: Deslocamentos quimicos de "H e *C para o acido piperinico 60.

Acido piperinico (CDCl; e CD;0D) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
OH 12,20 (sl, 1IH)
C=0 169,0 (C)
131,8 (C)
2 7,22 (sl; 1H) 109,8 (CH)
3 149,3 (C)
4 149,5 (C)
5 6,90 (d; 8,0; 1H) 107,0 (CH)
6 6,97 (m; 1H) 122,5 (CH)
o 5,96 (d; 15,1; 1H) 24,4 (CH)
B 7,30 (m; 1H) 141,1 (CH)
Y 6,97 (m; 1H) 126,1 (CH)
) 6,97 (m; 1H) 141,1 (CH)
OCH,0 6,04 (sl; 2H) 102,7 (CH,)

0
52,8 B ]
< v
0, 6
5

Acido piperinico 60



5.6. Preparacio do acido 3-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-propendico (acido cinamico) (71)

(Silva et al., 2002)

i i
O “n AH ab 0] \\Q‘/\OH
< | 75% <
0 s o)
69 n

Reagentes: a) 4c. maldnico, piridina e piperidina; b) HC1 10%

Em um baldo de 50 mL de capacidade, equipado com condensador de refluxo, foram
dissolvidos 5,0 g (33,3 mmol) de piperonal e 7,5 g (72 mmol) de 4cido malonico numa mistura de
15 mL de piridina e 0,25 mL (2,53 mmol) de piperidina. Em seguida, a mistura foi aquecida sob
refluxo por cerca de 8 horas em banho-maria, ocorrendo um vigoroso desprendimento de CO,. A
reacdo se completou apo6s ebulicdo por mais 10 minutos adicionais e, em seguida, apés resfriar,
foi vertida em 10 mL de solugao de HCI1 10%, o suficiente para neutralizar a piridina, ocorrendo a
precipitacdo do produto na forma de um sélido branco. O produto formado foi filtrado, lavado
com agua, éter etilico e seco ao ar. Apods recristalizagdo com acido acético glacial, o produto em
sua forma pura, foi obtido na forma de um so6lido branco 4,8 g (75 %) (Lit.: 96%) (Silva et al.,
2002).

Pf.: 238°C (Lit.: 238°C)
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Infravermelho (KBr, cm'l):

vO-H = 3446,0 (4cido carboxilico)

vC-H (Csp3) =2919,8 (metilenodioxi)

vC=0 =1692,1 (vibragdo da carbonila do acido carboxilico conjugado)
vC=C (Csp®) = 1493-1448 (vibragio do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1250,3 (metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,om, isolado)

oC-H (Cspz) =850 (dobramento de 2Hom, Vizinhos)

W Ac.CIR
B, PT5
" “
|
1
1
1
E]
4G, 29 T T
4880 08 = ]
Espectro 9: Espectro de IV do acido cinamico 71.
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Espectro 10: Espectro de massas do acido cinamico 71.
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Espectro 12: Espectro de RMN "*C (200 MHz, CD;0D) do é4cido cindmico 71.
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Tabela 11: Deslocamentos quimicos de "H e *C para o acido cinAmico 71.

Acido cindmico (CD,0D) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
OH 12,20 (s, 1IH)
c=0 168,9 (C)
128,9 (C)
2 7,29 (d; 1,5; 1H) 108,6 (CH)
3 148,2 (C)
4 149,3 (C)
5 6,86 (d; 8,0; 1H) 106,9 (CH)
6 7,08 (dd; 8,0 e 1,5; 1H) 124,8 (CH)
o 6,32 (d; 15,7; 1H) 117,3 (CH)
B 7,43 (d; 16,1; 1H) 144,0 (CH)
OCH,0 6,10 (sl; 2H) 101,7 (CH,)
O
s 2P
D
< o
07y 6
5

Acido cinamico 71
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5.7. Preparacio do acido 3,4 metilenodioxibenzdico (acido piperonilico) (70) (Rodig, 1990)

I i
o) PN 3
< ‘ T H Reagente de Johes < j@/\OH
° - 80% " o -
- 70

Num balao de 25 mL de capacidade foram dissolvidos 2,0 g (13,3 mmol) de piperonal em 10
mL de acetona. Essa solu¢do foi colocada em banho-de-gelo e mantida sob agitagdao, com adigao
gota-a-gota de 1,7 mL do Reagente de Jones (2,8M CrOs; em H,SO4) (Rodig, 1990), durante 4
horas. A reagdo foi acompanhada pela mudanca de cor da solugdo oxidante, de laranja (Cr ®)para
verde (Cr™), indicando a oxidagdo do aldeido. O excesso de reagente de Jones foi consumido
pela adicao de algumas gotas de alcool isopropilico. A solucdo resultante foi vertida em 50 mL de
agua gelada, havendo formagdo de um precipitado branco. Apds um periodo de 12 horas o
precipitado foi filtrado sob pressdo reduzida, lavado com agua gelada. O produto formado foi
dissolvido em 50 mL de uma solu¢do aquosa de KOH 20%. Esta solucao foi extraida com acetato
de etila (2 x 10 mL) e a fase aquosa foi neutralisada com HCI concentrado, até pH 3, sendo o
precipitado formado filtrado e lavado com agua gelada. Foram obtidos 1,7 g (78%) do acido
piperonilico 70 na forma de cristais amorfos de coloracao bege (Lit.: 80%) (Rodig, 1990).
Pf.: 231-232°C (Lit.:229-231°C) (Catalogo Aldrich - 2005)
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Infravermelho (KBr, cm'l):

vO-H = 3452,2 (4cido carboxilico)
vC-H (Csp3) =2921,5 (metilenodioxi)

vC=0 =1673,8 (vibragado da carbonila do acido carboxilico conjugado)

vC=C (Csp®) = 1498-1450 (vibragio do esqueleto aromatico)
vC-O-C = 1258,5 (metilenodioxi)
oC-H (Cspz) =930 (dobramento de 1H,om, isolado)

oC-H (Cspz) =850 (dobramento de 2Hom, Vizinhos)

Z1 WEeF-g3

=-1.8%

<4208

Espectro 13: Espectro de IV do acido piperonilico 70.
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Espectro 14: Espectro de massas do acido piperonilico 70.
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kS 2 2 Ty 22 2
= 8 0< IE ss g
o o x el Q2 o
S 4 00% 4 g g

| o 1

T T T T T T T T T T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95
(ppm)

Espectro 16: Espectro de RMN "*C (200 MHz, CD;0D) do 4cido piperonilico 70.
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Tabela 12: Deslocamentos quimicos de 'He *C para o acido piperonilico 70.

Acido piperonilico (CD;OD) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) dc (ppm)
OH 12,65 (s, 1H) .l
c=0 167,8 (C)
125,7 (C)
2 7,21 (d; 7,8; 1H) 109,9 (CH)
3 152,2 (C)
4 148,6 (C)
5 6,85 (d; 7,8; 1H) 109,1 (CH)
6 7,40 (dd; 8,0 e 1,8; 1H) 126,1 (CH)
OCH,0O 5,98 (sl; 1H) 103,0 (CH,)

0-2 0oy
I

Acido piperonilico 70
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5.8. Preparacio do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil) pentandico (acido tetraidropiperinico)
(63) (Venkatasamy et al., 2004)

Reagentes: a) H,(g), Pd/C; acetato de etila, t.a, 3h.

Num baldo de 50 mL de capacidade, foi feita uma solucao de 0,40 g (2,06 mmol) de
acido piperinico em 20 mL de acetato de etila, sobre a qual foi adicionado 0,05 g do catalisador
Pd/C10%. Esta suspensdo foi mantida sob agitagdo, a temperatura ambiente, por alguns minutos.
Selou-se o baldo com um septo, retirando-se o ar presente no baldo por um sistema de vacuo
acoplado a um baldo contendo hidrogénio fixado ao septo. O sistema entdo permaneceu por 3
horas sob atmosfera de hidrogénio e agitagdo magnética. Apoés o término da reagdo
(acompanhada por CCF), o meio reacional foi filtrado numa seringa empacotada com silica gel,
para retirar o catalisador. Apos evaporagdo do solvente, o solido foi recristalizado em CHClj:

Hexano (1:9) a 40°C, e o produto foi obtido na forma de um sé6lido bege amorfo 0,35 g (76%).

Pf.: 95-96°C (Lit.:95-96°C) (Sondengam, 1983).
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Infravermelho (KBr,cm'l)

vO-H = 3441,0 (4cido carboxilico)

vC-H (Csp®) = 2928- 2859 (saturados e metilenodioxi)

vC=0 = 1708,0 (vibragao da carbonila do acido carboxilico ndo conjugado)
vC=C (Csp?) = 1491-1440 (vibragdo do esqueleto aromatico)

vC-0O-C = 1252,5 (metilenodioxi)

oC-H (Csp?) = 936 ( dobramento de 1Haom, isolado)

¥1 AC.FP.RD

Espectro 17: Espectro de IV do acido tetraidropiperinico 63.
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Espectro 18: Espectro de massas do acido tetraidropiperinico 63.

88



seew - 5 T3InsE 3ol
SEEEEREEE g Z35%% 3%3
R ERRRR R R > nn T e 8 e
NS 88 S e S - AN R I R B

|
T

6.7435
6.7056
6.6678
6.6621
6.6337
6.6261

e

5875
—2.5534
— 25194

3697
—2.3356

1.6234

—2.4057

— 16594
- 1.6423

L

—

[

o]eNs < « =
: jxrngr gr T%r T%r
N SRR 3 2 2
=== N < S5
T T T T T T 1 T T T T T T T T
6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 2.6 24 22 2.0 18 1.6
(ppm) (ppm)
) JL
NP g M 5
SR S I3 N
=|<S|= ~ MRS ~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
(pm)

Espectro 19: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) do 4cido tetraidropiperinico 63.
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Espectro 20: Espectro de RMN "*C (200 MHz, CDCl;) do 4cido tetraidropiperinico 63.

(opm)

89



Tabela 13: Deslocamentos quimicos de "He *C para o acido tetraidropiperinico 63.

Acido tetraidropiperinico (CDCl;) 200MHz

Posicao

oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)

OH e,
c=0 180,0 (C)

e 135,8 (C)

2 6,66 (d; 1,3; 1H) 108,7 (CH)
3 147,4 (C)

4 145,5 (C)
5 6,72 (d; 7,5; 1H) 108,7 (CH)
6 6,61 (dd, 7,5 ¢ 1,5; 1H) 121,0 (CH)
a 2,55 (t; 7,0; 2H) 35,1 (CH,)
B 1,64 (m; 2H) 24,0 (CH,)
Y 1,64 (m; 2H) 30,9 (CH,)
S 2,36 (t; 6,8; 2H) 33,8 (CH,)
OCH,0 5,91 (sl; 2H) 100,6 (CH,)

O
s 2.8 P
0 " 0H
€ v
07, 6
5

Acido tetraidropiperinico 63
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5.9. Preparacao do acido 3-(3,4-metilenodioxifenil) propanoéico (acido diidrocinamico) (73)

(Venkatasamy et al., 2004)

T) 0

0 " oH ° oM
SO
0 80% 0

71 73

Reagente: a) Hy(g), Pd/C; acetato de etila, t.a., 3h.

Num baldo de 50 mL de capacidade, foi feita uma solucao de 0,40 g (2,08 mmol) de
acido cinamico em 20 mL de acetato de etila, sobre a qual foi adicionado 0,05 g do catalisador
Pd/C10%. Esta suspensao foi mantida sob agitagdo, a temperatura ambiente, por alguns minutos.
Selou-se o baldo com um septo, retirando-se o ar presente no baldao por um sistema de vacuo
acoplado a um baldo contendo hidrogénio fixado ao septo. O sistema entdo permaneceu por 3
horas sob atmosfera de hidrogénio e agitagdo magnética. Apos o término da reagdo
(acompanhada por CCF), o meio reacional foi filtrado numa seringa empacotada com silica gel, a
fim de retira o catalisador. Apos evaporagdo do solvente, o solido foi recristalizado em CHCls:
hexano (2:8) a 40°C, e o produto foi obtido na forma de cristais brancos em forma de agulhas

0,32 g (80%) (Lit.: 80%) (Venkatasamy et al., 2004).

Pf.: 84-85°C (Lit.:86-88°C) (Venkatasamy et al., 2004).
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Infravermelho (KBr,cm'l)

vO-H = 3284,4 (4cido carboxilico)

vC-H (Csp3 ) =2916-2795 (saturados e metilenodioxi)

vC=0 = 1733,3 (vibragao da carbonila do acido carboxilico ndo conjugado)
vC=C (Csp®) = 1612-1446 (vibragio do esqueleto aromatico)

vC-O-C = 1232,6 (metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =938,5 (dobramento de 1Hgom, isolado)

¥ AC.CH.RD
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4009 2000 ) 16¢2 omé
Espectro 21: Espectro de IV do acido diidrocinamico 73.
Spect 1
BP 135 (613126=100%) accinrd.sms 5.719 min. Scan: 550 Chan: 1 lon: 172 us RIC: 1792888 BC
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Espectro 22: Espectro de massas do acido diidrocindmico 73.
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Espectro 23: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) do 4cido diidrocindmico 73.
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Espectro 24: Espectro de RMN "*C (200 MHz, CDCls) do 4cido diidrocindmico 73.



Tabela 14: Deslocamentos quimicos de "He *C para o acido diidrocinamico 73.

Acido diidrocinimico (CDCl;) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
OH e,
c=0 179,2 (C)
r 133,8 (C)
2 6,69 (d; 1,1; 1H) 108,2 (CH)
3 147,6 (C)
4 145,9 (C)
5 6,73 (d; 7,7; 1H) 108,2 (CH)
6 6,64 (dd; 7,8 ¢ 1,5; 1H) 121,0 (CH)
o 2,87 (t;7,5; 2H) 35,9 (CH,)
B 2,63 (t; 7,2; 2H) 30,9 (CH,)
OCH,0 5,92 (sl; 2H) 100,8 (CH,)
.5
p
< o
07, 8
5

Acido diidrocindmico 73
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5.10. Preparacao do 6-nitro-3,4-metilenodioxibenzaldeido (6-nitropiperonal) (85) (Rascado,
1997)

i i
CT T ™ ey <
O 62% O NO2
69 85

Reagentes: a) CH;COOH(glacial) e HNOs(conc), 6h

Num baldo de 10 mL de capacidade foram dissolvidos 1,0 g (6,66 mmol) de piperonal 69
em 5,0 mL de &cido acético glacial, formando uma solugdo incolor. Sobre esta solu¢dao, mantida
sob agitagdo magnética e a temperatura ambiente, foi adicionado 1,5 mL (33,3 mmol) de 4cido
nitrico concentrado, gota-a-gota. A reag¢do foi acompanhada por CCF e ap6s 6 horas a reagdo se
completou apresentando-se como uma solucdo amarela, que foi transferida para um funil de
decantagdo e particionada entre acetato de etila (10 mL) e dgua (4x10 mL). A fase organica foi
lavada com uma solu¢do saturada de NaHCO; (4x10 mL), e em seguida seca sobre Na,SO4
(anidro), filtrada e evaporada, fornecendo um so6lido amarelo, o qual foi purificado por
cromatografia em silica gel (eluente: hexano/acetato de etila 5%) fornecendo 0,806 g (62%) do

6-nitropiperonal 85, na forma de cristais amarelos (Rascado, 1997).

Pf.: 88-90°C (Lit.: 93-94°C) (Catalogo Aldrich 2003-4)
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Infravermelho (KBr,cm'l)

vC-H (Csp?) = 3059,8 (aromatico)

vC-H (Csp®) = 2926.8 (metilenodioxilico)

vC=0 =1680,8 (vibragdo da carbonila do aldeido conjugado ao anel aromatico)
vC=C (Csp?) = 1598-1423 (vibragdo do esqueleto aromatico)

vN=0 = 1517,7 (radical nitro)

vC-N = 1369,4 (radical nitro)

vC-O-C = 1277,5 (metilenodioxi)

oC-H (Cspz) =960,8 (dobramento de 1Hgom, isolado)
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Espectro 25: Espectro de IV do 6-nitropiperonal 85.
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Espectro 26: Espectro de massas do 6-nitropiperonal 85.
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Espectro 27: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) do 6-nitropiperonal 85.
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Espectro 28: Espectro de RMN "*C (400 MHz, CDCl;) do 6-nitropiperonal 85.




Tabela 15: Deslocamentos quimicos de '"He *C para o 6-nitropiperonal 85.

6-nitropiperonal (CDCl;) 400MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oc (ppm)
CHO 10,31 (s; 1H)
C=0 190,4(C)
e 119,8 (C)
2 7,54 (s; 1H) 107,6 (CH)
3 153,0 (C)
4 148,1 C)
5 7,35 (s; 1H) 105,1 (CH)
6 143,5 (C)
OCH,0 6,22 (sl; 1H) 103,8 (CH,)
s 24 )
CI1 LT
O 4 6 NO;
5

6-nitropiperonal 85
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5.11. Preparacdo do acido 5-(6-nitro-3,4-metilenodioxifenil) pentandico (icido 6-

nitrotetraidropiperinico) (64) (Rascado, 1997).

i i
\\M
YT e ST
\0 7% 0 NO2
63 64

Reagentes: a) CH;COOH(glacial) e HNOs(conc), 3h

Em um baldo de 10 mL de capacidade, foram dissolvidos 0,30 g (1,35 mmol) de 4cido
tetraidropiperinico 63 em 1,5 mL de acido acético glacial, formando uma solugao incolor. Sobre
esta solugdo, mantida sob agitagdo magnética e a temperatura ambiente, foi adicionado 0,3 mL
(4,44 mmol) de acido nitrico concentrado, gota-a-gota. A reacdo foi acompanhada por CCF e
ap6s 3 horas a reagdo se completou, apresentando-se como uma solugdo amarela, que foi
transferida para um funil de decantacdo e particionada entre acetato de etila (10 mL) e solugdo
saturada de NaCl aquosa (4x10 mL). A fase organica foi lavada novamente com solugdo saturada
de NaCl aquosa (3x10 mL) e 4gua destilada (3x10 mL), e em seguida seca sobre Na,SO4
(anidro), filtrada e evaporada, fornecendo o 4cido nitrado 64 na forma de um sélido amarelo

amorfo 0,27 g (77%), em elevado grau de pureza.

Pf.: 111-112 °C.
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Infravermelho (KBr,cm'l)

vO-H = 34235 (4cido carboxilico)
vC-H (Csp?) = 3050,3 (aromatico)
vC-H (Csp®) = 2925- 2871 (saturado e metilenodioxilico)

vC=0 =1718,0 (vibragdo da carbonila do 4cido carboxilico ndo conjugado)

vC=C (Csp®) = 1620- 1477 (vibragdo do esqueleto aromatico)
vN=0 = 1518,7 (radical nitro)
vC-0O-C = 1250,7 (metilenodioxilico)
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Espectro 29: Espectro de IV do acido 6-nitrotetraidropiperinico 64.
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Espectro 30: Espectro de massas do acido 6-nitrotetraidropiperinico 64.
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Espectro 32: Espectro de RMN "*C (200 MHz, CD;0D) do 4cido 6-nitrotetraidropiperinico 64.
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Tabela 16: Deslocamentos quimicos de "He *C para o acido 6-nitrotetraidropiperinico 64.

Acido 6-nitrotetraidropiperinico (CD,0D) 200MHz

Posicio
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
OH s .
c=0 177,41 (C)
r 135,53 (C)
2 6,85 (s; 1H) 106,17 (CH)
3 147,64 (C)
4 144,04 (C)
5 7,44 (s; 1H) 111,43 (CH)
6 153,15(C)
o 2,82 (t; 7,0; 2H) 34,50 (CH,)
B 1,65 (m; 2H) 25,95 (CH,)
Y 1,65 (m; 2H) 30,26 (CH,)
) 2,32 (t; 6,8; 2H) 31,72 (CH,)
OCH,0 6,09 (sl; 2H) 100,61 (CH,)

O
2 5 B
/\/\OH

i

4 6 NO
5 2

1]

Acido 6-nitrotetraidropiperinico 64
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5.12. Preparacio do acido 3-(6-nitro-3,4-metilenodioxifenil) propandico (acido 6-

nitrodiidrocinamico) (74) (Rascado, 1997).

] \V/\OH . 0 \\/\OH
( L
0] 82% @]

NO2

Reagentes: a) CH;COOH(glacial) e HNOs(conc), 3h

Num baldo de 10 mL de capacidade, equipado com condensador de refluxo, foram
dissolvidos 0,30 g (1,54 mmol) de 4cido diidrocinamico 73 em 1,5 mL de 4cido acético glacial,
formando uma solugdo incolor. Sobre esta solucdo, mantida sob agitacdo magnética e a
temperatura ambiente, foi adicionado 0,3 mL (6,66 mmol) de acido nitrico concentrado, gota-a-
gota. A reagdo foi acompanhada por CCF e apds 3 horas a reagdo se completou apresentando-se
como uma solug¢do amarela, que foi transferida para um funil de decantagdo e particionada entre
acetato de etila (10 mL) e solucdo saturada de NaCl aquosa (4x10 mL). A fase orgénica foi
lavada novamente com solugao saturada de NaCl aquosa (3x10 mL) e dgua destilada (3x10 mL),
e em seguida seca sobre Na,SO4 (anidro), filtrada e evaporada, , fornecendo o acido nitrado 74 na
forma de um s6lido amarelo amorfo 0,30 g (82%) (Lit.: 80%) (Rascado, 1997), em elevado grau

de pureza.

Pf.: 154-156°C (Lit.: 153°C) (Rascado, 1997).
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Infravermelho (KBr,cm'l)

vO-H = 3425,9 (4cido carboxilico)

vC-H (Csp?) = 3066,3 (aromatico)
vC-H (Csp®) = 2988-2927 (saturado e metilenodioxilico)

vC=0 =1711,0 (vibragdo da carbonila do 4cido carboxilico ndo conjugado)

vC=C (Csp?) = 1600-1456,5 (vibragdo do esqueleto aromético)

vN=0 = 1520,7 (radical nitro)

vC-0-C = 1256,7 (metilenodioxilico)
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Espectro 33: Espectro de IV do acido 6-nitrodiidrocinamico 74.
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Espectro 34: Espectro de massas do 4cido 6-nitrodiidrocinamico 74.
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Espectro 36: Espectro de RMN "°C (200 MHz, CD;0D) do 4cido 6-nitrodiidrocindmico 74.
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Tabela 17: Deslocamentos quimicos de "He *C para o acido 6-nitrodiidrocinamico 74.

Acido 6-nitrodiidrocinimico (CD;0D) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
OH s e,
c=0 176,13 (C)
r 134,05 (C)
2 7,06 (s; 1H) 106,24 (CH)
3 148,24 (C)
4 144,18 (C)
5 7,54 (s; 1H) 111,64 (CH)
6 153,30 (O)
o 2,98 (t; 7,5; 2H) 35,61 (CH,)
B 2,53 (t; 7,3; 2H) 29,95 (CH,)
OCH,0 6,18 (sl; 2H) 104,57 (CH,)
2 B
< a
07y 6 "NO;
5

Acido 6-nitrodiidrocinimico 74
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5.13. Preparacao do acido 6-nitro 3-(3,4-metilenodioxifenil)-2(E)-propendico (acido 6-nitro

cinimico) (72) (Silva et al., 2002)

0
I
< \/ _ab <
0 NO37 93% 0 NO2
72

85 72

Reagentes: a) ac. maldnico, piridina e piperidina, refluxo Sh; b) HCI 10%

Num baldo de 10 mL de capacidade, equipado com condensador de refluxo, foram
dissolvidos 0,50 g (2,56 mmol) de 6-nitropiperonal 85 e 0,61 g (5,92 mmol) de acido maldnico
numa mistura de 1,2 mL de piridina e 0,02 mL (0,25 mmol) de piperidina. Em seguida, a mistura
foi aquecida sob refluxo por cerca de 5 horas em banho-maria. Ocorreu um desprendimento de
CO; pelo borbulhador conectado. A reagdo foi acompanhada por CCF, apos se completar foi
resfriada e vertida em 6 mL de solu¢do de HCl 10%, o suficiente para neutralizar a piridina,
ocorrendo a precipitagdo do produto. O acido 6-nitrocindmico 72, foi filtrado, lavado com agua,
éter etilico e seco ao ar. Apoés recristalizacdo em acido acético glacial, obteve-se 0,56 g (93%) do
acido 72 na forma de um solido marrom.

P.f.:224-226°C
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Infravermelho (KBr, cm'l)

vO-H = 3434,6 (4cido carboxilico)

vC-H (Csp?) = 3069,3 (olefinico e aromatico)

vC-H (Csp®) = 2925.9 (metilenodioxilico)

vC=0 =1696,4 (vibragdo da carbonila do 4cido carboxilico conjugado)
vC=C (Cspz) =1626,8 (olefinicos)

vC=C (Csp®) = 1600-1428 (vibragio do esqueleto aromatico)

vN=0 = 1518,0 (radical nitro)

vC-O-C = 1229,2 (metilenodioxi)

oC-H (Csp?) = 975,8 (dobramento de 1H,om isolado)

Mz AG.SH

£ BP e,
uT \\ [

19.53-l " —
3060 2088
Espectro 37: Espetro de IV do acido 6-nitrocinamico 72.
Spect 1
BP 160 (10198=100%) XACCEN.SMS 4,949 min. Scan: 487 Chan: 1 lon: 2313 us RIC: 72623 EBC
1009%: 167 B
75%] 1
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1 104
50% 4
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B 50 ‘ ‘ 4
174 220
63 |
NNE N N
P —LL ‘ “ ””\m |’ TR m‘ L n’l‘“i IHFr uh. H '\ L. 198 2h 7

Espectro 38: Espectro de massas do acido 6-nitrocinamico 72.
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Espectro 39: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CD;0D) do 4cido 6-nitrocindmico 72.
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Espectro 40: Espectro de RMN "*C (200 MHz, CD;0D) do 4cido 6-nitrocindmico 72.
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Tabela 18: Deslocamentos quimicos de "He *C para o acido 6-nitrocinamico 72.

Acido 6-nitrocinimico (CD;0D) 200MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
OH s e,
C=0 167,15 (C)
1, 125,82 (C)
2 7,23 (s; 1H) 105,30 (CH)
3 148,88 (C)
4 . 148,88 (C)
5 7,55 (s; 1H) 107,01 (CH)
6 e, 151,83 (CH)
o 6,36 (d; 15,8; 1H) 122,77 (CH)
B 7,96 (d; 16,1; 1H) 143,22 (CH)
OCH,0 6,18 (sl; 2H) 103,81 (CH,)
@]
2 B
0.3 1 \\/\\OH
< o
O 4 6 NO-,
5

Acido 6-nitrocinimico 72
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5.14. Metodologias aplicadas a sintese dos cloridratos mesoionicos (M):

A) Metodologia Geral 1 (Montanari, 1994): Reacdo de anidroacilacdo para a sintese dos
respectivos cloridratos mesoionicos 62 (MI), 81 (MII), 80 (MIII), 67 (MIV), 83 (MV), 68
(MVII), 84 (MVIII) e 82 (MIX).

Em um baldo de 10 mL de capacidade, acoplado a um borbulhador, foram adicionados
1,37 mmol do 4cido carboxilico e 2,0 mL (excesso: 2,95¢g ; 22,81 mmol) de cloreto de oxalila
(COCl); . A reagao foi mantida a temperatura ambiente e agitagdo magnética, sendo
acompanhada por CCF (do éster metilico correspondente, formado através da reagdo instantdnea
de uma aliquota do cloreto de acila com metanol) e pelo desprendimento de CO,(g) durante 2-3
horas. O excesso de (COCI), foi removido em evaporador rotatorio, restando apenas o cloreto de
acila que foi utilizado sem tratamento, devido a sua instabilidade em atmosfera imida.
Paralelamente, em outro balao de 10 mL, foram adicionados 2 mL de 1,4-dioxana (anidra) e
0,333 g (1,37 mmol) de 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, mantidos sobre agitacdo magnética,
atmosfera inerte de nitrogénio e temperatura ambiente, onde foram adicionados, com o auxilio de
uma seringa, a solug@o do cloreto de acila em 2 mL de 1,4-dioxana (anidra). Apds 24 horas de
agitacdo, a solucao foi deixada em repouso por algumas horas para que ocorresse a precipitagao
do produto formado. O soélido obtido, apos filtragdo a pressao reduzida, foi lavado com uma

seqiiéncia de solventes (1,4-dioxana, tolueno e éter etilico gelado, respectivamente).

B) Metodologia Geral 2 (Kappel, 2004): Reacido de anidroacilacio para a sintese dos
respectivos cloridratos mesoionicos 80 (MIII) e 86 (MVI).

Em um baldo de 10 mL de capacidade foram adicionados 0,060 g (0,25 mmol) de 1,4-
difeniltiossemicarbazida 53, 1 mL de DMF (anidro), 0,ImL (0,80 mmol) de TMS-CI ¢
0,62 mmol do aldeido aromatico, respectivamente. A reacao foi mantida sob agitacdo magnética,
atmosfera inerte de nitrogénio e temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCF. Apds 12
horas a agitagdo foi interrompida e a solu¢do foi mantida em repouso por 2 horas adicionais,
filtrada a pressao reduzida e o s6lido obtido foi lavado com uma seqiiéncia de solventes (tolueno

e éter gelado, respectivamente).
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5.14.1. Sintese do Cloridrato mesoionico 62 - Cloreto de 4-fenil-5-[4-(3,4-metilenodioxifenil)-

1(E)-3(E)-butadienil]-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MI).
i

\ +
N™N
0 )

o W\OH ab <0/J<j/w S)\NH
.0 = a
0 Ml
60

T

Reagentes: a) C,0,Cl,, 3h; b) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, 1,4-dioxana, 72h.

Conforme a Metodologia Geral 1, 0,300 g (1,37 mmol) do acido piperinico 60 reagiu
para produzir o cloreto de acila 61 na forma de um so6lido castanho, o qual reagiu com o 1,4-
difeniltiossemicarbazida 53 e forneceu 0,362 g (57%) do respectivo cloridrato mesoidonico MI na
forma de cristais vermelhos.

Pf.: 155°C (decompde)
Infravermelho (KBr, cm']):

vN-H = 3449,0 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Csp®) = 2926.8 (metilenodioxilico)

vC=C (Csp?) = 1600-1440 (vibragdo do esqueleto aromatico)
vC=N = 1565,0 (vibragao do esqueleto heterociclico)

vC-S =1361,1 (vibragdo do esqueleto heterociclico)

vC-0-C = 1256,3 (metilenodioxilico)

oC-H (Csp2) =758 e 692 (dobramento de SHyom, Vizinhos)
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Espectro 41: Espectro de IV de MI.
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Espectro 42: Espectro de massas de MI.
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Espectro 43: Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) de ML
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Espectro 44: Espectro de RMN "*C (400 MHz, DMSO-Dy) de MI.
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Tabela 19: Deslocamentos quimicos de 'H e '*C para MI.

MI (DMSO-D,) 400MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
NH 12,39 (s; 1IH)*
CH (o) 6,52 (d; 14,8; 1H) 114,5 (CH)
CH (B) 7,54 (m; 1H) 148,3 (CH)
CH (y) 7,18 (m; 1H) 125,6 (CH)
CH (9) 7,18 (m; 1H) 138,3 (CH)
2 e 159,8 (C)
5 no (C)
L no (C)
2' 7,46 (sl; 2H) 120,3 (CH)
3 7,38 (t; 7,5; 2H) 131,2(CH)
4 7,09 (t; 7,3; 1H) 124,7 (CH)
" no (C)
2" 7,78 (m; 2H) 127,3 (CH)
3" 7,73 (m; 2H) 130,6 (CH)
4" 7,73 (m; 1H) 132,5 (CH)
Mmoo 131,5 (C)
2" 7,22 (s; 1H) 107,0 (CH)
3" 149,3 (C)
4" 149,3 (C)
5" 6,94 (d; 8,0; 1H) 109,9 (CH)
6" 7,04 (d; 8,0; 1H) 127,3(CH)
OCH,0 6,06 (sl; 2H) 102,8 (CH,)

A" 3"

@ .
L4

o, 3
7
2
S)\NH
1 T

It

\/\ﬂ\

o & B
0.3 T R
< v
o . 6™
4 g

MI

* Adquirido em outro espectrro

o

“ ),

e

4
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5.14.2. Sintese do Cloridrato mesoionico 81 - Cloreto de 4-fenil-5-[2-(3,4-metilenodioxifenil)-

(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (MII).

@ cr
\\‘ +
0 N™N
0 “\/H\OH ab 0 \\/&S%NH
T ™ e Y
o) O 7 |
7 Ml S

Reagentes: a) C,0,Cl,, 3h; b) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, 1,4-dioxana, 72h.

Conforme a Metodologia Geral 1, 0,263 g (1,37 mmol) do acido cinamico 71 reagiu para
produzir o cloreto de acila 76 na forma de um sélido amarelo, o qual reagiu com o 1,4-
difeniltiossemicarbazida 53 e forneceu 0,203 g (34%) do respectivo cloridrato mesoionico MII
na forma de cristais amarelos.

Pf.: 294-296°C.

Infravermelho (KBr, cm'l):

vN-H = 3425,0 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Csp®) = 2900,3 (metilenodioxilico)

vC=N"HAr = 2674,8 (grupamento imonio hexociclico)

vC=C (Csp®) = 1600; 1499 ¢ 1442 (vibragdo do esqueleto aromatico)
vC=N = 1567,9 (vibragao do esqueleto heterociclico)

vC-S = 1362,1 (vibragdo do esqueleto heterociclico)

vC-0-C = 1259,3 (metilenodioxilico)

ocC-H (Cspz) =754 ¢ 690 (dobramento de SH,om. vizinhos)
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Espectro 46: Espectro de massas de MII.
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Espectro 47: Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) de MILI.
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Espectro 48: Espectro de RMN "*C (400 MHz, DMSO-Dy) de MIL.

118



Tabela 20: Deslocamentos quimicos de 'H e "*C para MIL

MII (DMSO-Dg) 400MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
NH 12,24 (s; 1H)
CH (o) 6,95 (d; 15,9; 1H) 110,58 (CH)
CH (B) 7,87 (d; 15,5; 1H) 152,98 (CH)
2 161,71 (C)
5 166,03 (C)
L no (C)
2' 7,56 (d; 7,6; 2H) 119,98 (CH)
3 7,41 (t; 7,5; 2H) 127,31 (CH)
4 7,14 (t; 7,1; 1H) 125,28 (CH)
" no (C)
2" 7,81 (m; 2H) 131,35 (CH)
3" 7,74 (sl; 2H) 130,68 (CH)
4" 7,74 (sl; 1H) 132,71 (CH)
M no (C)
2" 7,41 (s; 1H) 110,06 (CH)
3" 149,53 (C)
4" 149,53 (C)
s" 7,01 (d; 7,8; 1H) 128,13 (CH)
6" 7,32 (d; 8,0; 1H) no (C)
OCH,0 6,1 (sl; 2H) 103,31 (CH,)

Qr

A, 3
2" P 5?%2
SRS
L &
Sy
.
MII
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5.14.3. Sintese do Cloridrato mesoionico 80 - Cloreto de 4-fenil-5-(3,4-metilenodioxifenil)-

1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (MIII).

Q-

I
0
<O:J:j/ “oH a b { s
e
0,
o 58% o 7 \
70

Ml T

Reagentes: a) C,0,Cl,, 3h; b) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, 1,4-dioxana, 72h.

Conforme a Metodologia Geral 1, 0,227 g (1,37 mmol) do 4cido piperonilico 70 reagiu
para produzir o cloreto de acila 75 na forma de um 6leo verde-musgo, o qual reagiu com o 1,4-
difeniltiossemicarbazida 53 e forneceu 0,326 g (58%) do respectivo cloridrato mesoidénico MIII,
na forma de cristais amarelo-esverdeados.

Pf.: 286-287°C

Infravermelho (KBr, cm'l):

vN-H = 3455,2 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Csp?) = 3054 (aromatico)

vC-H (Csp’) =2993,3 (metilenodioxilico)

vC=N"HAr = 2645,2 (grupamento imdnio hexociclico)

vC=C (Csp?) = 1600; 1498 ¢ 1451 (vibragdo do esqueleto aromatico)
vC=N = 1565,7 (vibragao do esqueleto heterociclico)

vC-S = 1314,0 (vibragao do esqueleto heterociclico)

vC-0O-C = 1245,3 (metilenodioxilico)

oC-H (Cspz) =761 e 693 (dobramento de SHyom, Vizinhos)
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Espectro 49: Espectro de IV de MIIL.
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Espectro 50: Espectro de massas de MIII.
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Tabela 21: Deslocamentos quimicos de "HeC para MIIL

. MIII (CD,0D) 400MHz
Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
NH 1237 (s; 1H)
2, 161,47 (C)
5 e, 165,13 (C)
RO 139,04 (C)
2' 7,59 (d; 7,8; 2H) 119,70 (CH)
3! 7,43 (t; 7,7; 2H) 131,18 (CH)
4 7,15 (t; 7,6; 1H) 125,30 (CH)
" 139,68 (C)
2" 7,70 (m; 2H) 127,27 (CH)
3" 7,62 (m; 2H) 130,70 (CH)
4" 7,62 (m; 1H) 132,60 (CH)
"™ 117,28(C)
2m 6,94 (d; 1,6; 1H) 110,50 (CH)
3", 152,72 (C)
4 149,05(C)
sm 7,06 (d; 8,2; 1H) 110,38 (CH)
6" 7,11 (dd; 8,1 e 1,7; 1H) 127,71 (CH)
OCH,0 6,13 (sl; 2H) 103,91 (CH,)

MIII

123



5.14.4. Sintese do Cloridrato mesoionico 67 - Cloreto de 4-fenil-5-[4-(3,4-metilenodioxifenil)-

butil]-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (MIV).
o -
N
A
NH
v

N+
| a
{ i
0 51% o)
63 M

Reagentes: a) C,0,Cl,, 3h; b) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, 1,4-dioxana, 72h.

|

o

Conforme a Metodologia Geral 1, 0,304 g (1,37 mmol) do &cido tetraidropiperinico 63
reagiu para produzir o cloreto de acila 65 na forma de um so6lido amarelo, o qual reagiu com o
1,4-difeniltiossemicarbazida 53 e forneceu 0,325 g (51%) do respectivo cloridrato mesoidnico
MIV na forma de cristais brancos.

Pf.: 234-236°C
Infravermelho (KBr, cm'l):

VN-H = 34436 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Cspz) =3026,9 (aromatico)

vC-H (Csp’) = 2924,3 e 2858 (alifaticos; metilenodioxilico)
vC=N"HAr = 2746,2 (grupamento imdnio hexociclico)

vC=C (Csp?) = 1600; 1497 ¢ 1448 (vibragdo do esqueleto aromatico)
vC=N = 1567,0 (vibragao do esqueleto heterociclico)

vC-S =1320,0 (vibragao do esqueleto heterociclico)

vC-0O-C = 1247,3 (metilenodioxilico)

oC-H (Cspz) =759 e 693 (dobramento de SHyom, Vizinhos)
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Espectro 54: Espectro de massas de MIV.
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Espectro 55: Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl3) de MIV.
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Tabela 22: Deslocamento quimico de "He C para MIV.

.. MIV (CDCl;) 200MHz
Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
NH 12,61 (s; 1H) e,
CH, (o) 2,39 (t, 7,2; 2H) 34,4 (CH,)
CH, () 1,72 (m; 2H) 28,5 (CH,)
CH, (y) 1,56 (m; 2H) 24,8 (CH,)
CH, (8) 3,19 (t, 7,2; 2H) 30,6 (CH,)
2, 159,7 (C)
5 169,7 (C)
' 136,9 (C)
2! 7,52 (d, 7.8; 2H) 118,5 (CH)
3! 7,14 (t, 7.8; 2H) 129,8 (CH)
4 6,96 (t, 7,4; 1H) 125,5 (CH)
" 138,3 (C)
2" 7,78 (m, 2H) 123,4 (CH)
3" 7,64 (m, 2H) 128,6 (CH)
4" 7,64 (m, 1H) 131,4 (CH)
1" no
2 6,45 (d, 1,6; 1H) 107,9 (CH)
3", 147,4 (C)
e 145,5 (C)
5" 6,67 (d, 7.8; 1H) 108,4 (CH)
6" 6,5 (dd, 6,0 e 1,6; 1H) 120,8 (CH)
OCH,O 5,9 (sl; 2H) 100,6 (CH,)
4" 3¢
A
2 4
; NN
I e,
0, 6™ 7 \
— 3
4

MIV
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5.14.5. Sintese do Cloridrato mesoionico 83 - Cloreto de 4-fenil-5-[2-(3,4-metilenodioxifenil)-

etil]-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina (MV).
Q-
N
BN
o] ~™0H a b o /&S NH
< 83% <
0 0 7 \

73 MV e

Reagentes: a) C,0,Cl,, 3h; b) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, 1,4-dioxana, 72h.

Conforme a Metodologia Geral 1, 0,266 g (1,37 mmol) do acido diidrocinamico 73
reagiu para produzir o cloreto de acila 78, na forma de um sélido amarelo, o qual reagiu com o
1,4-difeniltiossemicarbazida 53 e forneceu 0,497 g (83%) do respectivo cloridrato mesoidnico
MYV, na forma de cristais brancos.

Pf.: 272-274°C

Infravermelho (KBr, cm'l):

vN-H = 3423,0 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Csp?) = 3023,2 (aromatico)

vC-H (Csp’) = 2897 e 2848 (alifaticos; metilenodioxilico)
vC=N"HAr = 2769,2 (grupamento iménio hexociclico)

vC=C (Csp®) = 1600; 1499 ¢ 1448 (vibragdo do esqueleto aromatico)
vC=N = 1570,2 (vibragao do esqueleto heterociclico)

vC-S = 1321,8 (vibragdo do esqueleto heterociclico)

vC-O-C = 1242,6 (metilenodioxilico)

oC-H (Cspz) =752 ¢ 690 (dobramento de SH,om. vizinhos)
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Tabela 23: Deslocamentos quimicos de 'H e '*C para MV.

MYV (CD;0D e DMSO-D¢) 400MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
NH 1226 (s; 1H) e
CH, (o) 3,38 (t, 7,3; 2H) 34,9 (CH,)
CH, () 2,94 (m; 2H) 34,9 (CH,)
2 . no
5 no
' 138,4 (C)
2! 7,56 (d, 8,5; 2H) 120,2 (CH)
3! 7,36 (t, 7,9; 2H) 131,34 (CH)
4 7,09 (t, 7,3; 1H) 126,0 (CH)
1" 139,7 (C)
2" 7,70 (m, 2H) 126,6 (CH)
3" 7,70 (m, 2H) 130,5 (CH)
4" 7,70 (m, 1H) 133,1 (CH)
" 132,5 (C)
2 6,75 (d, 1,5; 1H) 109,5 (CH)
3", 149,7 (C)
e, 148,6 (C)
5" 6,78 (d, 8,0; 1H) 109,9 (CH)
6" 6,5 (dd, 7,9 e 1,7; 1H) 123,0 (CH)
OCH,0O 5,98 (sl; 2H) 102,5 (CH,)

4 3"
4
| N
5
T T, %3
11} 6"‘
MV
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5.14.6. Sintese do Cloridrato mesoionico 68 - Cloreto de 4-fenil-5-[4-(6-nitro-3,4-
metilenodioxifenil)-butil]-1, 3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (MVII).

o -
N
i )\
a b S
< 2 SO0
o NO, % © NO, 7 \
& MV S

Reagentes: a) C,0,Cl,, 3h; b) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, 1,4-dioxana, 72h.

Conforme a Metodologia Geral 1, 0366 g (1,37 mmol) do 4cido
6-nitrotetraidropiperinico 63 reagiu para produzir o cloreto de acila 65 na forma de um soélido
amarelo, o qual reagiu com o 1,4-difeniltiossemicarbazida 53 e forneceu 0,350 g (50%) do

respectivo cloridrato mesoidnico MVII na forma de cristais brancos.

Pf.: 226-228°C

Infravermelho (KBr, cm'l):

VN-H = 3444 4 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Csp?) = 3052.2 (aromatico)

vC-H (Csp’) = 2923 e 2848 (alifaticos; metilenodioxilico)
vC=N"HAr = 2774,4 (grupamento imdnio hexociclico)

vC=C (Csp?) = 1609 e 1454 (vibracio do esqueleto aromatico)
vC=N = 1567.,4 (vibragao do esqueleto heterociclico)

vN=0 = 1380,6 (vibrag¢ao do grupo nitro)

vC-S = 1330,1 (vibragdo do esqueleto heterociclico)

vC-0O-C = 1252,9 (metilenodioxilico)

oC-H (Cspz) =758 ¢ 694 (dobramento de SH,om. vizinhos)

132



._’3.?3'.“
E4) "‘--uu.n_m.__'Ii /-“""—\_,Jﬂ“_-_-”\
\ /
4 11
AW, | d
"!f’ ] i
i
1
|2 = T T
AFaa SO0 2088 ol
Espectro 61: Espectro de IV de MVII
« EI L I[ .
: 135
| 90d
as53 ?l? ‘
80]
754 280 E:
| 653 Ez2.
63... 118 ' .
55 Ez2.
50.] 2.
3 51 i
a5] | L1.8E5
'LE _1.6E5
353 [1.4E5
303 ) E1.285
253 E1.0E5
20 F8.0E4
1 341 428 474 po-omd
10 125 ~4.0E4
5. 2i%0? l 3168 457 E2.0E4
LEI i, YL i JI_.nLLr L i, (379 401 S IE— N I -
50 100 150 200 250 350 400 450 sd0 550

Espectro 62: Espectro de massas do MVII

133



12.6929

g

<
cSxmays “ oo S 3
s2ERs 2 IR SRR S8 S8 2I22% a8
FFFFFFF 38 8% 23S IR RS ITELH I3Q
NN N 882 338 S22 EESS B RS
PR NN ~ IR NN o INENEN] SI333 N~

| FOHM ﬁ H H M M FNW ] Wtr
FERES s 8 2 g |3 5 g N
= Sz 2 pa = 2 = bl bl = hel
alS] < ~ N < o
T T T T T T T T T T
7.8 7.6 74 7.2 7.0 32 3.0 28 2.0 L9 L8 L7 L6 L5
(ppm)

Integral
11385 =

23112 y= pm——

I 2s7
23572 )= ————
2.3706 ~

T
1.0

]

T T T T T T T T T T T
12.0 11.0 10.0 9.0 5.0 4.0 3.0

T
0.0

ST4B

R AT
142,788
13,8
13
133. 355
— |_§J
1
. 123.729

RTINS

_Lll.lLJ_
ST AT
T T

33,

1
N
BTN
-
1]

Espectro 64: Espectro de RMN "°C (200 MHz, DMSO-Dg) de MVIL.

134



Tabela 24: Deslocamentos quimicos de "He "C para MVIIL

MVII (CDCl; e DMSO-Dg) 200/600MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
NH 12,69 (s; 1IH)
CH, (o) 2,74 (t; 7,6; 2H) 28 (CH,)
CH, (B) 1,85 (qui; 7,6; 2H) 28,4 (CH,)
CH, (v) 1,64 (qui; 7,5; 2H) 29,2 (CHy)
CH, (9) 3,19 (t; 7,6; 2H) 31,7 (CH,)
2 e 160,3 (C)
S5 170,3 (C)
o 137 (C)
2 7,59 (d; 7,9; 2H) 118,1 (CH)
3 7,21 (t; 7,6; 2H) 130 (CH)
4' 7,01 (t; 7,2; 1H) 123,7 (CH)
" 138,6 (C)
2" 7,71 (m; 2H) 125,7 (CH)
3" 7,66 (m; 2H) 129,3 (CH)
4" 7,66 (m; 1H) 131,6 (CH)
m 133,2 (C)
2" 6,64 (s; 1H) 104,9 (CH)
3" 142,2 (C)
4" 146,1 (C)
5" 7,46 (s; 1H) 110,3 (CH)
6" 151,7 (C)
OCH,0O 5,90 (sl; 2H) 103,1 (CH,)
4" 3"

=

4 3
1"\N+__

N
w28 P 2
0.3 -/\\1 /‘\\/SQSB\NH
=
e

MVII
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5.14.7. Sintese do Cloridrato mesoionico 84 - Cloreto de 4-fenil-5-[2-(6-nitro-3,4-

@ cr
A +
o) NEN
SeaE Revags
—
o o 42% o O, 7 \

74 MVIIE e

metilenodioxifenil)-etil]-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (M VIII).

Reagentes: a) C,0,Cl,, 3h; b) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, 1,4-dioxana, 72h.

Conforme a Metodologia Geral 1, 0,327 g (1,37 mmol) do acido 6-nitrodiidrocinamico
74 reagiu para produzir o cloreto de acila 79, na forma de um s6lido amarelo, o qual reagiu com o
1,4-difeniltiossemicarbazida 53 e forneceu 0,277 g (42%) do respectivo cloridrato mesoidnico
MVIII na forma de cristais brancos.

Pf.: 248-250°C

Infravermelho (KBr, cm'l):

vN-H = 3426,6 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Csp?) = 3052,5 (aromatico)

vC-H (Csp®) = 2932 e 2842 (alifaticos; metilenodioxilico)
vC=N"HAr = 2736,6 (grupamento imdnio hexociclico)

vC=C (Csp?) = 1615, 1505 ¢ 1451 (vibragio do esqueleto aromatico)
vC=N = 1565,9 (vibracao do esqueleto heterociclico)

vN=0 = 1385,8 (vibrag¢ao do grupo nitro)

vC-S = 1330,1 (vibragdo do esqueleto heterociclico)

oC-H (Csp?) = 757 ¢ 692 (dobramento de 5H,om, vizinhos)
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Espectro 66: Espectro de massas de MVIIL.
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Tabela 25: Deslocamentos quimicos de "He C para MVIIL.

MVIII (DMSO-Dg) 200MHz

Posieao 5H (ppm), J(H2) 5C (ppm)
NH 12,34 (s; 1H)
CH, () 3,47 (m; 2H) 28 (CH,)
CH, (B) 3,15 (m; 2H) 28,4 (CHy)
2, 160,3 (C)
5 170,3 (C)
137 (C)
2 7,57 (m; 2H) 118,1 (CH)
3 7,40 (t; 7,8; 2H) 130 (CH)
4 7,09 (m; 1H) 123,7 (CH)
m 138,6 (C)
2" 7,70 (m; 2H) 125,7 (CH)
3" 7,70 (m; 2H) 129,3 (CH)
4" 7,70 (m; 1H) 131,6 (CH)
m . 133,2 (C)
m 7,09 (s; 1H) 104,9 (CH)
e, 142,2 (C)
A, 146,1 (C)
5m 7,52 (s; 1H) 110,3 (CH)
6" 151,7 (C)
OCH,0 6,21(sl; 2H) 103,1 (CH,)
4" 3

MVIII
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5.14.8. Sintese do Cloridrato mesoionico 82 - Cloreto de 4-fenil-5-[2-(6-nitro-3,4-
metilenodioxifenil)-(E)-etenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (MIX).

Q-
N
ﬁ 5%
0 \\/\OH ab 0 \\AS NH
< 37% <
0 NO, O NO, 7 \
72 MIX e

Reagentes: a) C,0,Cl,, 3h; b) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, 1,4-dioxana, 72h.

Conforme a Metodologia Geral 1, 0,325 g (1,37 mmol) do acido 6-nitrocindmico 72
reagiu para produzir o cloreto de acila 77, na forma de um so6lido castanho, o qual reagiu com o
1,4-difeniltiossemicarbazida 53 e forneceu 0,243 g (37%) do respectivo cloridrato mesoidnico
MIX na forma de cristais vermelhos.

Pf: 274-276°C

Infravermelho (KBr, cm'l):

vN-H = 3426,6 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Csp?) = 3052,5 (aromatico)

vC-H (Csp®) = 2922.8 (metilenodioxilico)

vC=N"HAr = 2736,6 (grupamento imdnio hexociclico)

vC=C (Csp?) = 1615; 1505 ¢ 1451 (vibragdo do esqueleto aromatico e olefinico)
vC=N = 1565,9 (vibracao do esqueleto heterociclico)

vN=0 = 1385,8 (vibrag¢ao do grupo nitro)

vC-S = 1330,4 (vibragdo do esqueleto heterociclico)

vC-0O-C = 1260,1 (metilenodioxilico)

oC-H (Cspz) =757 e 692 (dobramento de SHyom, Vizinhos)
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Espectro 70: Espectro de massas de MIX.
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Tabela 26: Deslocamentos quimicos de 'H e '*C para MIX.

MIX (DMSO-Dg) 400MHz

Posicao
oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
NH 12,69 (s; IH) e,
CH, (o) 7,07 (d; 15,6; 1H) 115,49 (CH,)
CH, (B) 8,09 (d; 15,8; 1H) 143,87 (CH,)
2, 162,20 (C)
5 168,52 (C)
' 137,77 (C)
2! 7,59 (d; 7,5; 2H) 119,97 (CH)
3! 7,43 (t; 7,9; 2H) 131,1 (CH)
4 7,18 (t; 7,4; 1H) 125,46 (CH)
" 138,77 (C)
2" 7,83 (m; 2H) 126,99 (CH)
3" 7,74 (m; 2H) 130,44 (CH)
4" 7,74 (m; 1H) 132,72 (CH)
m o no (C)
pAl 7,43 (sl; 1H) 108,57 (CH)
3" 149,13 (CH)
4 149,13 (CH)
5m 7,71 (s; 1H) 106,52 (CH)
6" . 150,87 (C)
OCH,0O 6,27 (sl; 2H) 105,11 (CH,)
4 3

MIX
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5.14.9. Sintese do Cloridrato mesoionico 80 - Cloreto de 4-fenil-5-(3,4-metilenodioxifenil)-

1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (MIII).

/:O

68%

<

Ml

Sy

Reagentes: a) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, TMS-CI, DMF, 24h.

Conforme a Metodologia Geral 2, 0,293 g (0,62 mmol) do piperonal 69 reagiu, e

forneceu 0,070 g do respectivo cloridrato mesoionico MIII, na forma de cristais amarelo-

esverdeado com 68% de rendimento.

Pf.: 286-7°C

Os espectros de IV, RMN 'H e RMN *C obtidos para MIII foram idénticos aqueles

obtidos, para o mesmo composto, sintetizado pela Metodologia Geral 1.
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5.14.10. Sintese do Cloridrato mesoionico 86 - Cloreto de 4-fenil-5-(6-nitro-3,4-

metilenodioxifenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (MVI).

N
0 [ >\NH

]
© ™H a S
< 40% <
0 NO, 0 NO 7
85

MV S

Reagentes: a) 1,4-difeniltiossemicarbazida 53, TMS-CI, DMF, 24h.

Conforme a Metodologia Geral 2, 0,121 g (0,62 mmol) do 6-nitropiperonal 85 reagiu, e
forneceu 0,045 g (40%) do respectivo cloridrato mesoionico MVI, na forma de cristais amarelos.

Pf.: 264-266°C

Infravermelho (KBr, cm']):

vN-H = 3437,5 (fenilamina hexociclica)

vC-H (Csp?) =3010,2 (aromatico)

vC=N"HAr = 2777,3 (grupamento imdnio hexociclico)

vC=C (Csp?) = 1610; 1500 ¢ 1451 (vibragdo do esqueleto aromético)
vC=N = 1566,8 (vibracao do esqueleto heterociclico)

vN=0 = 1366,5 (vibrag¢ao do grupo nitro)

vC-S = 1329,2 (vibragdo do esqueleto heterociclico)

vC-O-C =1267,0 (metilenodioxilico)

oC-H (Cspz) =754 ¢ 690 (dobramento de SHgom. Vizinhos)
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Espectro 74: Espectro de massas de MVI.
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Tabela 27: Deslocamentos quimicos de 'H e '*C para MVI.

Posicao

MVI (DMSO-Dy) 200/400MHz

oH (ppm), J(Hz) oC (ppm)
NH 12,58 (s, IH)
2, 152,4 (C)
5 e, 162,7 (C)
O 137,0 (C)
2' 7,55 (m; 2H) 118,6 (CH)
3 7,45 (t; 7,5; 2H) 130,0 (CH)
4 7,18 (t; 7,4; 1H) 124,2 (CH)
" 138,4 (C)
2" 7,63 (m; 2H) 125,1 (CH)
3" 7,57 (m; 2H) 129,5 (CH)
4" 7,57 (m; 1H) 131,7 (CH)
"™ 134,3 (C)
2" 7,45 (sl; 1H) 106,0 (CH)
3", 142,3 (C)
M, 146,4 (C)
5 7,92 (s; 1H) 110,8 (CH)
6" s 151,2 (C)
OCH,0 6,36 (sl; 2H) 105,1 (CH,)

MVI
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5.15. Avaliacio da atividade biologica

A avaliagdo da atividade tripanocida das moléculas obtidas neste trabalho foram
realizadas no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Laboratério de Glicobiologia, UFRJ, em
colaboragdo com os alunos de doutorado Leonardo Freire de Lima e Victor Barbosa Saraiva, sob

a supervisao dos professores Jos¢ Osvaldo e Liicia Mendonga Previato.

5.15.1. Parasitas

5.15.1.1 - Formas epimastigotas
Formas epimastigotas de 7. cruzi, (amostra Y) foram mantidas a 28° C em meio composto por
BHI (37g/L), hemina (0,01g/L) e acido folico (0,02g/L), suplementado com 10 % de soro fetal bovino
(SFB). Os parasitas foram sub-cultivados no meio de cultura descrito acima a cada 5 dias com indculos

de 10 %.

5.15.1.2 - Formas tripomastigotas

As formas tripomastigotas metaciclicas foram obtidas a partir da diferenciagdo in
vitro de formas epimastigotas, incubadas em meio de urina artificial de triatomineo
(TAU) (Contreras et al., 1985). Os tripomastigotas metaciclicos obtidos foram utilizados na
infecgdo de camundongos Balb/c através de indculo intraperitonial (10° células/mL). As
formas tripomastigotas sangiiineas foram mantidas semanalmente por passagens em
camundongos Balb/c. Através de pungdo cardiaca, os tripomastigotas sanguineos foram obtidos
de camundongos infectados e separados através de centrifuga¢do. O sobrenadante enriquecido
com formas tripomastigotas foi utilizado para infeccdo de células VERO (células de rim de
macaco verde africano). As monocamadas de células VERO infectadas foram mantidas em meio
RPMI 1640 pH 7,2 composto por: L-glutamina (0,3g/L), carbonato de soédio (2,0g/L) (Sigma),
piruvato de sodio (0,1g/L), HEPES (2,4g/L), gentamicina e suplementado com 10 % SFB, sob
atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C (Andrews ef al., 1985). As formas tripomastigotas liberadas no
sobrenadante ap6s 5-7 dias de cultura foram separadas dos debris celulares por centrifugacdo. O

sobrenadante obtido foi novamente centrifugado e o pellet enriquecido com formas tripomastigotas foi
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ressuspendido em 10 mL de meio RPMI. Os parasitas obtidos foram utilizados para a manutengao

das culturas de tripomastigotas ou na infec¢ao de macrofagos.

5.15.2. - Obtencao de macrofagos

Macrofagos de camundongos Balb/c foram obtidos por lavagem peritonial com meio
RPMI a 4 °C. Os macrofagos foram incubados em placas de 24 pogos contendo laminulas de
vidro de 13 mm’ e mantidas a 37 °C/ 5 % CO, por 90 minutos para que as células pudessem
aderir nas laminulas. Apds a incubag@o, as culturas foram entio lavadas com meio RPMI a 37 °C
para a remog¢ao de células que ndo aderiram e incubadas 18 h com meio RPMI, suplementado

com 10 % de SFB, nas mesmas condigdes descritas acima.

5.15.3 - Atividade Anti-Epimastigota

A inibicdo do crescimento das formas epimastigotas foi avaliada com as moléculas
(MI & IX) em concentragdes crescentes (1,56 — 50pg/mL). Os parasitas (10° células/mL) foram
cultivados durante 7 dias em placas de 24 pocos a 28 °C e o crescimento avaliado por contagem
direta em Camara de Neubauer no sétimo dia de cultivo. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata utilizando DMSO 0,005%, concentracdo final, como controle negativo. A Tabela
28 mostra os valores do ICsy expressos em micromolar (uUM) para as respectivas moléculas

testadas.

150



Tabela 28: Valores de ICso (uUM) para piperina, derivados e benzonidazol frente a diferentes

formas do Trypanosoma cruzi.

ICso (M)
Compostos - — T
Epimastigota Citotoxicidade  Tripomastigotas Amastigotas

1 73 20 > e 4,9

MI 10,83 38,56 6,7 1,35
MII 4,13 1,95 > T NT
MIII 113,06 NT? NT NT
M1V 31,5 NT NT NT
MV 83,42 NT NT NT
MVI 13,42 6,62 > Tmax NT
MVII 45,24 NT NT NT
MVIII 40,82 NT NT NT
MIX 0,64 1,08 > Jmax NT
Benzonidazol’ 22 2,5

1. . P B Pl . ~ T . - ~
Citotoxicidade para macrofagos murino; “Maior que a concentragio maxima permitida; *Nao

4 A .
testados; "Droga de referéncia

5.15.4. Citotoxicidade para macrofagos murinos
5.15.4.1. Teste de exclusido do azul de Trypan

Todos os cloridratos mesoidnicos preparados foram testadas contra a forma epimastigota
do T. cruzi, e as mais toxicas tiveram seu efeito monitorado sobre monocamadas de macrofagos
murinos, através do teste de exclusdo do azul de Trypan. Os macréfagos peritoniais murinos
obtidos por lavagem peritonial como descrito no item 5.15.2. (pagina 150) foram plaqueados em
24 pogos, e incubados em concentragdes crescentes (0.1 — 50 ug/mL) das moléculas que se
mostraram mais ativas contra as formas epimastigotas (MI, MII, MVI e MIX). Apos o
tratamento, os macrofagos foram mantidos a 37°C/5% de CO, durante 72h, lavados com PBS
pH 7,2 e incubados com o corante vital azul de Trypan (0,01%, concentragdo final) para se
observar um possivel comprometimento da permeabilidade da membrana celular. Todos os
experimentos foram realizados em duplicata e os resultados da viabilidade celular estdo expressos

na Tabela 28.
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5.15.5. Atividade Anti-Tripomastigota

A atividade anti-tripomastigota dos cloridratos mesoidnicos mais ativos (MI, MII, MVI e
MIX), foi monitorada sobre culturas de tripomastigotas metaciclicas, obtidas a partir de culturas
de células VERO infectadas, como descrito no item 5.15.1.2. (pagina 149). Os parasitas foram
tratados com concentragdes viaveis das moléculas (0,025 — 10 pg/mL), selecionadas a partir do
teste de exclusdo do azul de Trypan. Apos 24 horas, a lise dos parasitas foi quantificada por
contagem direta em camara de Neubauer. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e
os resultados estdo expressos em parasitas por mililitro + DP e comparados aos controles tratados

com DMSO 0,005%, concentragao final (Figura 31).
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Figura 31: Graficos referentes a atividade anti-tripomastigota, em concentragdes de viabilidade

celular (macréfagos murinos).
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5.15.6. Atividade Anti-Amastigota

Macrofagos peritoniais murinos foram cultivados em placas de 24 pogos como descrito
no item 5.15.2. (pagina 150); infectados com formas tripomastigotas de cultura de células
VERO obtidas como descrito no item 5.15.1.2. (pagina 149), em uma propor¢ao de 5 parasitas
por macréfagos e incubados por 90 minutos a 37°C/5 % CO,. Apds a incubagdo, as células foram
lavadas com RPMI a 37°C para a remog¢ao dos parasitas livres. As culturas foram entdo tratadas
com concentragdes crescentes (0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10 pg/mL) do derivado (MI), que se mostrou
mais viavel diante da sequéncia de atividade aplicada ou com DMSO (0,01% concentracao final)
e mantidas a 37°C/5% CO, por 72 horas. Apds o tratamento, as monocamadas foram lavadas
com PBS pH 7,2 a 37 °C, fixadas com metanol, coradas com Giemsa, desidratadas em solugdes
de acetona-xilol e montadas em permount. As laminas foram observadas em microscopio optico
de campo claro, sendo determinado o indice de infecgao (/), obtido a partir da percentagem de
macrofagos infectados (% M¢i), multiplicado pelo nimero médio de amastigotas por macrofago
(A/Mdi) (I = % Moi x A/ Moi). A percentagem de sobrevivéncia dos parasitas foi calculada em
relacdo ao indice endocitico dos controles (% Sob = Iyado/Icontrole). A Figura 32, mostra a

relacdo de amastigotas tratados com o derivado MI.
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Figura 32: Efeito do MI sobre as formas amastigotas do 7' .cruzi.
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Todos os experimentos foram realizados em duplicata e pelo menos 400 células por
laminula foram contadas. A Figura 33 mostra a relagdo da toxicidade da molécula MI frente as

formas amastigotas endociticos do parasita.
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Figura 33: Toxicidade da molécula MI as formas amastigotas em diferentes concentragdes: a)
DMSO 0,01%; b) MI 0,5 pg/mL (1,0 uM); ¢) MI 1,0 ug/mL (2,2 uM); d) MI 2,5 pg/mL
(5,4uM); e) MI 5,0 pg/mL (10,8 uM); f) MI 10pg/mL (21,6 uM).
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5.15.7. Atividade tripanocida in vivo: Parasitemia em Camundongos Balb/c

A avaliagdo da atividade tripanocida da droga MI foi verificada em camundongos da
linhagem Balb/c, infectados por via intraperitonial com 10’ tripomastigotas sanguineos, mantidos
por passagens sucessivas in vivo. Os ensaios foram realizados em 4 grupos: Controle H,O,

Controle DMSO 10 %, Benzonidazol 100 mg/Kg, MI 50 mg/Kg) (5 camundongos por grupo).
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-

74
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=
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D 1,0x10 -  ta

5 Benzonidazol 100 mg/Kg
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g
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o

=
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o

=

Dias Pés-infeccio

Figura 34: Parasitemia dos quatro grupos de animais tratados.

Todos os tratamentos foram realisados por via oral, logo apds a infeccao, se estendendo
até o 15° dia pds-infecgao (dpi). A parasitemia dos animais (Figura 34) foi quantificada do 4° ao
10° dpi, sendo observado e quantificado durante 30 dias, a mortalidade cumulativa
(Figura 35) de todos os camundongos durante a infeccdo experimental (Saraiva et al.,

2002).
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Figura 35: Sobrevida dos quatro grupos de animais tratados.
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