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RESUMO

As doencas parasitarias continuam sendo um sério desafio de saude publica,
principalmente em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Dentre as
diversas parasitoses existentes, pode-se destacar a leishmaniose, endémica em
varios paises localizados nas regides tropicais e subtropicais do globo terrestre.
Ainda hoje, milhdes de pessoas adquirem a infec¢cdo e milhares vao a 6bito devido
as complicacbes da doenca quando nao diagnosticada e tratada corretamente.
Pesquisas voltadas a busca de tratamentos mais efetivos e seguros de doencas
consideradas de paises que negligenciam tais sdo de suma importancia, uma vez
gue a disponibilidade de medicamentos eficazes e seguros ainda € bastante
limitada, além do setor da industria farmacéutica ndo demonstrar disposicdo em
investimentos. Diante destes fatos, o presente trabalho visou a obtencdo de novos
candidatos a prototipos de farmacos leishmanicidas, utilizando como modelo
estrutural a piperina, uma amida natural com propriedades antileishmania. Assim,
foram obtidos oito ésteres (LFQM 138-145), tendo em suas estruturas as
subunidades benzodioxola e piperidinica, comuns a piperina (6). Além destes, dois
carbamatos (LFQM 146 e LFQM 147) também foram obtidos. Todos os compostos
foram elucidados estruturalmente por técnicas de espectrometria (IV, RMN e EM),
além de avaliados biologicamente in vitro frente as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis através do ICsp em uM. As substancias mais ativas da
série dos ésteres foram LFQM 144, LFQM 145 e LFQM 139, com valores de ICso de
41,06 pM, 42,83 uM e 51,58 pM, respectivamente. Para a série dos carbamatos, o
mais ativo foi LFQM 146 com ICsy = 43,16 puM, sendo equipotente aos dois
compostos ésteres mais ativos LFQM 144 e LFQM 145. Todos os compostos foram
menos ativos que a anfotericina B (ICso = 5,08 uM), utilizada como medicamento
padrdao nas analises. Os compostos mostraram baixo perfil de citotoxicidade ao
serem avaliados pelo ensaio de MTT com mondcitos humanos, sendo o éster LFQM
145 o mais seguro dentre todos os sintetizados, com relacdo CCso/ICso = 40,10.
Dessa forma, o perfil molecular destes compostos esta sendo considerado de
grande interesse, podendo levar através de otimizacbes estruturais futuras a
descoberta de compostos mais ativos e seguros.

Palavras-chave: Piperina. Derivados piperidino-benzodioxola. Leishmaniose.
Quimica Medicinal. Quimica Organica.




ABSTRACT

Parasitic diseases remain a serious public health challenge, especially in
underdeveloped or developing countries. Among the various existing parasitosis, we
can highlight that leishmaniasis is endemic in many countries located in tropical and
subtropical regions of the globe. Even today, millions of people become infected and
thousands will die as result of complications of the disease if not diagnosed and
treated properly. Researches aimed at seeking more effective and safer treatments
for diseases considered countries that neglect these are of paramount importance,
since the availability of effective and safe medicines is still quite limited and also the
pharmaceutical industry sector not demonstrate willingness to investments. Given
these facts, the present work aimed at obtaining new candidate prototypes
antileishmanial drugs, using as structural model piperine, an amide with natural
antileishmanial properties. Thus, we obtained eight piperidine-benzodioxole esters
(LFQM 138-145) presenting in their structures the piperidinic and benzodioxolic
subunits, common to the compound model, piperine (6). In addition, two carbamates
(LFQM 146 and LFQM 147) were also obtained. All compounds had their structures
elucidated by spectral techniqgues IR, NMR and MS. All compounds have been
biologically evaluated in vitro against the Leishmania amazonensis promastigotes
and values were expressed by ICsp in M. The most active substances of the ester
series were LFQM 144, LFQM 145 and LFQM 139, with IC5p values of 41.06 uM,
42.83 uM and 51.58 uM, respectively. For the carbamate series, the most active was
LFQM 146 with IC5o = 43.16 uM, that was equipotent to the evaluated esters LFQM
144 and LFQM 145. All compounds were less active than amphotericin B (ICso = 5.08
uM) that was used as standard drug in the analysis. The compounds showed low
toxicity in the MTT human cell viability assay and LFQM 145 was considered the
safer between all the synthetized compounds, with a relation CCso/ICso = 40,10.
Thus, the molecular profile of these compounds is being considered of great interest
and may lead future structural optimizations through the discovery of compounds
most active and safe.

Keywords: Piperine. Piperidine-benzodioxole Derivatives. Leishmaniasis. Medicinal
Chemistry. Organic Chemistry.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma parasitose causada por protozoarios do género
Leishmania. Como a maioria das parasitoses que acometem o ser humano, a
leishmaniose é considerada uma doenca negligenciada, com recursos terapéuticos
escassos e pouco eficientes, onde sua ocorréncia € comum em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento®?.

Como a segunda principal causa de morte dentre as doencas parasitarias
causadas por protozoarios, a leishmaniose fica atras apenas da maléaria. Estima-se
que a cada ano 70.000 pessoas morrem em funcdo da leishmaniose no mundo e
que existem cerca de 350.000.000 sob o risco de adquirirem a infecgéo®.

A doenga é transmitida pela picada de flebotomineos, manifestando-se
principalmente de trés formas: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea
(LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC). A forma visceral, na qual o individuo é
infectado por L. donovani, também conhecida como calazar, € a mais severa e
comumente fatal na auséncia de tratamento. Com relacéo a forma cutanea, L. major,
L. donovani, L. tropica e L. aethiopica sdo as espécies mais comumente associadas,
enquanto que para a forma muco-cutdnea o agente etioldgico mais comum é L.
braziliensis*>.

As manifestacdes clinicas sdo variadas, sendo associadas principalmente as
diferencas antigénicas das diferentes espécies do género Leishmania, além de
fatores genéticos e imunolégicos dos hospedeiros®?.

O tratamento disponivel € ainda limitado a poucos farmacos, como
miltefosina, anfotericina B e derivados, paromomicina e antimoniais pentaventes. O
principal problema acerca do tratamento medicamentoso estd na resisténcia
intrinseca ou adquirida pelos protozoarios®. Outros problemas envolvem a incidéncia
de efeitos colaterais e toxicidade destes medicamentos”®.

Considerada uma doencga de notificagcdo compulséria, a leishmaniose gera
sérios problemas ao nosso setor de saude publica. Os gastos anuais gerados com
os tratamentos de pacientes infectados sdo de grandes proporcbes, mas acdes
efetivas e investimentos em pesquisas cientificas para a busca de novos farmacos

ou terapias para esta enfermidade ainda séo timidos.
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Por ser uma doenga com um vetor facilmente encontrado em regides tropicais
e subtropicais, paises localizados nestas regibes e com menor desenvolvimento
socioeconémico sdo os mais afetados. O numero crescente de cdes e humanos
infectados mostra a importancia do desenvolvimento de uma terapia medicamentosa
eficiente e acessivel a populagdo, no intuito de conter e controlar a disseminacéo do
parasita.

Esta parasitose é considerada o principal problema de saude publica em
diversos paises, na sua maioria paises subdesenvolvidos, além de gerar inUmeros
Obitos todos os anos por todo o mundo. O arsenal terapéutico atualmente disponivel,
além de restrito, gera uma série de efeitos adversos, comprometendo ainda mais a
eficiéncia do tratamento.

Desta forma, pesquisas voltadas a busca de novas alternativas terapéuticas
para esta parasitose sdo de suma importancia, uma vez que individuos infectados
ficam debilitados, impossibilitados ao trabalho e, em casos mais graves, levando ao
Obito, além de gerarem gastos vultuosos ao sistema publico de saude.

A piperina (6, Figura 4) € um dos alcaloides mais abundantes em espécies
vegetais do género Piper, sendo este um importante género dentro da familia
Piperaceae. De uma forma geral, este género é representado principalmente pelas
pimentas. Em estudos in vitro frente a L. donovani, a piperina mostrou atividade
inibitéria contra promastigotas do parasita’’. Em estudos mais recentes, derivados
piperinicos tem sido avaliados mostrando atividade inibitoria frente as formas
epimastigotas e amastigotas do protozoario Trypanosoma cruzi*'. Ainda, segundo
Ferreira e colaboradores'?, derivados piperinicos mostraram atividade leishmanicida
frente & L. amazonensis.

Ao longo dos anos diversos estudos tem verificado uma variedade de
atividades biologicas e farmacologicas relacionadas a piperina (6), como anti-
inflamatéria®®, acdo de bloqueio da despolarizacdo neuromuscular no musculo
esquelético’®, atividade antimicrobiana’® e antifingica’®, além da atividade
antiprotozoaria ja mencionada.

Neste contexto, o trabalho em questdo visou a obtengcdo de novos derivados
ésteres e carbamatos piperidino-benzodioxdlicos, planejados como candidatos a
protétipos de farmacos leishmanicidas, estruturalmente relacionados a piperina (6).
A expectativa € que os resultados obtidos até o momento possam gerar o

conhecimento cientifico adequado a otimizagcdo do perfil farmacolégico destas
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substancias, com padrédo estrutural inédito e que o avan¢o do projeto possa levar
descoberta de novas substancias ativas e seguras para a terapéutica da

leishmaniose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacéo do agente etioldgico

A familia Trypanosomatidae, agrupa cerca de 10 diferentes espécies
pertencentes ao género Leishmania com importancia significativa para a saude
publica’’. Podemos citar L. donovani, L. major, L. infantum, L. braziliensis e L.
guyanensis como exemplos de espécies de importancia clinica para a leishmaniose,
classificadas por diferentes caracteristicas imunoldgicas, bioquimicas e
moleculares®®.

Em 1885, Cunningham relatou a observacdo de parasitas responsaveis por
causar a posteriormente conhecida leishmaniose visceral em individuos na india. Em
1903, o agente etioloégico da doenca foi descrito por William Leishman e Charles
Donovan. Leishman observou corpusculos com cerca de 2 mm de diametro em
preparacdes coletadas de um soldado inglés que havia contraido febre na india.
Neste mesmo ano, Ross criou o género Leishmania, no qual foi inserida a L.
donovani®.

Ceramicas datadas de 400 a 900 anos d.C. mostram que a leishmaniose
tegumentar trata-se de uma doenca da antiguidade. Nestas obras, feitas por indios
peruanos, sao representadas mutilacbes de labios e nariz, atualmente
caracteristicas da leishmaniose cutaneo mucosa®.

No Brasil, o primeiro a observar a leishmaniose tegumentar foi Alexandre
Cerqueira, em 1855, no estado da Bahia. Em 1895, foi relatada a doenca na ltalia,
em cidadaos provenientes do estado de S&o Paulo, no Brasil. Em 1908, ocorreram
inUmeros casos durante a construcdo da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil,
principalmente na cidade de Bauru, o que levou a doenca a ser conhecida por Ulcera
de Bauru® %,

Em 1909, Lindenberg identificou em lesbes cutaneas de individuos
trabalhadores de matas do interior de Sado Paulo formas do parasito idénticas a L.
tropica. Porém, Gaspar Vianna considerou o parasito diferente e o denominou L.
braziliensis, ficando assim conhecido o0 agente etioldgico da ulcera de Bauru,

também referida como ferida brava ou nariz de tapir®.
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Até a década de 70, atribuia-se no Brasil, todos os casos de leishmaniose

tegumentar a L. braziliensis. Com o aprimoramento de técnicas de identificacao,

outras seis espécies foram descritas e registradas como causadoras da doenca®*:

Leishmania braziliensis: espécie mais prevalente no homem, pode causar
lesBes cutaneas e mucosas. E encontrada em todas as zonas endémicas
do pais, geralmente associada a presenca de animais domésticos e
transmitida por diferentes espécies de flebotomineos como Lutzomyia
whitmani, Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia intermedia, dentre outras?>.
Leishmania guyanensis: causa principalmente lesdées cutaneas e ocorre na
margem norte do rio Amazonas, associado a edentados e marsupiais.
Transmitido principalmente por Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia anduzei e
Lutzomyia whitmani?®.

Leishmania naiffi: causa a doenca de evolucéo benigna e esta presente na
Floresta Amazénia e nos estados do Pard e Amazonas. Tem o tatu como
reservatério natural e seus principais vetores sdo Lutzomyia
squamiventris, Lutzomyia paraensis e Lutzomyia ayrozai®.

Leishmania shawi: tem como reservatorios animais silvestres como
macacos e preguicas. Responsavel por casos esporadicos no Amazonas e
Para e tem como vetor Lutzomyia whitmani?’.

Leishmania lainsoni: encontrada apenas na Floresta Amazobnia, sendo a
paca seu reservatorio natural e o vetor Lutzomyia ubiquitalis®.

Leishmania amazonensis: considerado o agente etiolégico da
leishmaniose tegumentar americana, incluindo a forma cutaneo difusa. Os
roedores e marsupiais sdo seus reservatorios e os vetores Lutzomyia

flaviscutellata e Lutzomyia olmeca®.

No Brasil, o primeiro caso diagnosticado de leishmaniose visceral foi em 1936

por Evandro Chagas. No ano seguinte, Chagas e outros pesquisadores deram ao

parasita 0 nome de Leishmania donovani chagasi®°.
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2.2 Ciclo biolégico do parasita

O parasita tem ciclo de vida digenético, alternando entre hospedeiros
mamiferos e 0s insetos vetores. Os vetores sdo pequenos insetos, entre 1,5 a 2 mm
de comprimento, principalmente encontrados nas regides tropicais e subtropicais. Os
dois géneros de flebotomineos de importancia clinica sdo Phlebotomus e Lutzomyia,
sendo o0s unicos dois géneros comprovadamente capazes de atuar como vetores
nesta parasitose>".

Fora do hospedeiro vertebrado, o ciclo de vida deste parasita é restrito ao
trato digestivo dos insetos vetores. O desenvolvimento no inseto vetor € iniciado
guando fémeas de flebotomineos realizam o repasto sanguineo em hospedeiros
vertebrados infectados, ingerindo assim macrofagos contendo amastigotas. Estas
amastigotas possuem de 3-5 um, sdo imoveis e arredondadas. As mudancas nas
condicbes que ocorrem do hospedeiro vertebrado para o inseto vetor, como
diminuicdo na temperatura e aumento no pH, irdo desencadear a transformacao e
desenvolvimento morfologico deste parasita no trato digestivo do vetor. As formas
amastigotas ingeridas pelo inseto transformam-se em promastigotas, sendo estas as
formas infectivas para os hospedeiros vertebrados®’.
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Figura 1 : ilustracé@o do vetor (1), formas promastigotas (2) e amastigotas (3) de Leishmania sp.

(Adaptado de: http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=315&sid=32)

As formas promastigotas infectivas poderdo ser introduzidas pelo inseto
durante um novo repasto sanguineo para um novo hospedeiro vertebrado né&o
infectado. Quando fagocitadas por macrofagos no hospedeiro vertebrado, as formas
promastigotas transformam-se em amastigotas intracelulares aflageladas,
multiplicam-se e progridem no hospedeiro causando a patologia, podendo abranger
desde lesdes cutaneas até a leishmaniose visceral que pode levar ao 6bito se nédo
tratada®.
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Figura 2 : Ciclo bioldgico do parasita no inseto vetor e ser humano
(Adaptado de: http://www.cdc.gov)

2.3 Caracterizacado da doenca

A doenca € causada por protozoarios do género Leishmania e o vetor sédo
insetos conhecidos como flebotomineos. Existem diferentes formas da leishmaniose
gue acometem as populacdes, sendo que as formas mais comuns sdo a
leishmaniose cutanea e leishmaniose visceral®.

A leishmaniose é uma doenca que ocorre na Asia, Europa, Africa e Américas,
sendo que neste Ultimo continente existem relatos que datam da época colonial. E
considerada uma zoonose na maioria dos paises sendo, no entanto, antropondética
na india. Em 1571, Pedro Pizarro relatou dizimagdo de peruanos por uma doenca
que desfigurava o nariz, mais tarde caracterizada como leishmaniose®*.

Atualmente, estima-se que a cada quatro anos ocorram de 1 a 1,5 milhdo de
novos casos da leishmaniose cutanea e cerca de 500 mil novos casos da
leishmaniose visceral nas &reas endémicas. Além disso, tem ocorrido um aumento
significativo de novos casos fora de areas endémicas, devido as diferentes formas

de deslocamentos das populacbes relacionadas as areas endémicas como, por
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exemplo, turismo e imigracdo®. Estima-se que existam mais de 12 milhdes de
pessoas infectadas pela leishmaniose em todo o mundo. Além disso, a cada ano
surgem cerca de 2 milhdes de novos casos e que 350 milhdes de pessoas séo
consideradas em risco de adquirirem a infeccdo>®. Anualmente s&o registradas cerca
de 70 mil mortes causadas pela leishmaniose em todo o mundo®. A leishmaniose
cutdnea € endémica em pelo menos 82 paises, sendo considerada o principal
problema de satde publica®.

Diferentes espécies de protozoarios parasitas pertencentes ao género
Leishmania podem causar duas diferentes formas de infeccdo para a doenca. A
primeira forma, chamada de tegumentar pode ser dividida em cutanea, mucocutanea
e cutanea difusa, que geram feridas na pele em diferentes graus de intensidade e
relacionadas ao estado imunologico do hospedeiro. A segunda forma, chamada de
visceral, é considerada uma forma mais grave da doenca que pode afetar diferentes
orgéos internos no hospedeiro, como figado, baco e medula 6ssea. Além dos seres
humanos, animais como cachorros, marsupiais e roedores também s&o susceptiveis
a infeccdo, sendo considerados importantes hospedeiros que auxiliam na
disseminac&o da parasitose®.

Diante dos dados supracitados, uma maior atencao tem sido voltada para o
desenvolvimento de novos farmacos e vacinas que atuem contra a leishmaniose.
Além de ser uma doenca incapacitante e socioeconomicamente importante, a
leishmaniose tem se tornado um modelo de infec¢cbes cutaneas causadas por
parasitas e os estudos envolvendo esta parasitose contribuem para uma melhor
compreensdo das interacdes entre pele e parasita®.

Na leishmaniose tegumentar, a manifestacao clinica inicial caracteriza-se por
uma papula eritematosa, unica ou multipla, que evolui para uma ferida ulcerosa com
borda elevada, contorno irregular, granulacbes recobertas ou n&do por exsudato
purulento. Em cerca de 5% dos pacientes podem ocorrer envolvimento e
comprometimento da mucosa nasal, palato, faringe, laringe e cordas vocais*'.

A leishmaniose visceral apresenta-se clinicamente como uma doenca crénica,
caracterizada pela ocorréncia de febre de longa duragcdo e irregular,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia com leucopenia,
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, além de emagrecimento, edema e

debilidade progressiva, o que pode levar a caquexia e 6bito*>. Nos Ultimos anos a
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letalidade da leishmaniose visceral vem aumentando, sendo que em 2003 ha
registros de uma taxa de 6,7% de 6bitos, subindo para 8,4% em 2004,

O diagnostico inicial da doenca € normalmente dado com base na avaliacao
dos sintomas e histérico do paciente. O problema deste diagnostico inicial € a
semelhanca das manifestagbes clinicas da leishmaniose visceral com outras
doengcas como patologias linfoproliferativas e esquistossomose mansonica. O
diagnoéstico laboratorial € feito por ensaios soroldgicos e exame parasitoldgico.
Dentre o0s ensaios sorologicos, destaca-se 0 ensaio imunoadsorvente e o de
imunofluorescéncia indireta. JA no exame parasitolégico o material obtido por
puncdo no oOrgdo (leishmaniose visceral) ou raspagem da ferida (leishmaniose
tegumentar) € examinado em laminas para investigacdo da presenca de
amastigotas, podendo também ser inoculado em culturas ou animais. Pode-se
também, utilizar como auxilio ao diagndstico, a analise do hemograma e dosagem
de proteinas. Dependendo da forma clinica, observa-se uma diminuicdo de
hemacias, leucopenia com linfocitose e plaquetopenia. Observa-se também uma

inversdo da relacéo albumina/globulina®.

2.4 Arsenal Terapéutico disponivel

Em 1912, Vianna introduziu no Brasil o uso de antimoniais trivalentes para o
tratamento da leishmaniose cutanea e mucocutanea. Ja em 1915, na Italia, seu uso
foi introduzido para o tratamento da leishmaniose visceral. Em 1922 a uréia
estibamina foi introduzida como o primeiro de uma série de farmacos antimoniais
pentavalentes, que permanecem como base do tratamento de todas as formas de
leishmaniose. Devido a escassez de testes clinicos e possibilidade de toxicidade, a
dose terapéutica determinada era diferente dentre os varios paises. Com isto, nas
décadas de 70 e 80 em cidades do Quénia e india, pacientes com leishmaniose
visceral deixaram de responder ao tratamento e isolados do parasita mostraram
resisténcia frente aos antimoniais. A necessidade de maior seguranca terapéutica
levou a busca de novos farmacos, levando ao desenvolvimento da anfotericina B (1,
Figura 3) na forma lipossomal em 1996, da miltefosina (3, Figura 3) em 2004 e

paromomicina em 2006 para o tratamento da leishmaniose visceral®.
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Por muito tempo, os farmacos antimoniais e a anfotericina B (1, Figura 3)
foram largamente utilizados para o tratamento da leishmaniose. No entanto, o
aumento da resisténcia e a alta toxicidade destes farmacos tem comprometido seu
uso. Isto torna urgente a busca e prioridade na pesquisa por novas alternativas de
tratamento para esta parasitose*®®.

Durante 75 anos, o estibogluconato de sédio (2, Figura 3), comercialmente
conhecido como Pentostam® e o antimoniato de meglumina (5, Figura 3),
comercialmente conhecido como Glucantime®, foram utilizados como os farmacos
de primeira linha no tratamento da leishmaniose. Ainda hoje representam um papel
importante na terapéutica contra esta doenca, porém a resisténcia a estes
medicamentos tem se tornado muito alta em alguns paises*® °.

A miltefosina (3, Figura 3) foi o primeiro medicamento oral contra
leishmaniose. Seu uso foi recomendado em casos de leishmaniose cutanea difusa e

cutanea causadas por L. braziliensis®®2.

Porém, estudos mostraram que este
medicamento foi ineficaz contra L. major, L. braziliensis e L. tropica, que também é
resistente aos antimoniais. Neste mesmo estudo, foi mostrado que a paromomicina
foi eficiente contra leishmaniose cutdnea causada por L. major, L. tropica, L.
mexicana e L. panamensis®>.

Outros medicamentos largamente utilizados na terapia como o isotionato de
pentamidina (4, Figura 3) e anfotericina B (1, Figura 3) tem tido seu uso restrito
devido aos altos custos e & toxicidade®**°,

Portanto, o arsenal terapéutico ainda € muito restrito, sendo que o0s
antimoniais pentavalentes permanecem como medicamentos de escolha. O
Ministério da Saude do Brasil recomenda uma dose de 10 a 20 mg/Kg/dia de
glucantime intravenoso ou intramuscular, durante 20 dias como tratamento da forma
cutdnea. Apoés trés meses, ndo havendo cicatrizacdo completa, o tratamento deve
ser repetido por mais 30 dias, antes da ado¢ao de um medicamento de segunda
escolha. A terapia com antimoniais gera uma vasta gama de efeitos colaterais, como
por exemplo mialgia, nauseas, vomitos, febre, cefaléia, hepatite, pancreatite,
insuficiéncia renal aguda, alteragdes isquémicas e outros.

A anfotericina B (1, Figura 3) € o medicamento de segunda escolha, sendo o
isotionato de pentamidina (4, Figura 3) uma terceira alternativa. O grande desafio

das pesquisas por novos candidatos a farmacos contra leishmaniose € encontrar
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uma opcao tao eficaz quanto os antimoniais, mas que seja de facil administracao e

baixa toxicidade®®.
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Figura 3 : Arsenal terapéutico empregado no tratamento da leishmaniose

2.5 Compostos naturais, sintéticos e semissintético s com atividade

leishmanicida

A piperina (6, Figura 4) é um alcaloide encontrado em espécies do género
Piper, como por exemplo, Piper nigrum, na qual representa o principal metabdlito
secundario®’. Este alcaloide esta presente principalmente nos frutos desta planta,
podendo ser extraido com rendimento de 3-7%. Algumas importantes atividades
biolégicas relatadas para a piperina incluem atividade nematocida®, antidiarreica®,
hepatoprotetora®, anti-inflamatéria e analgésica®. Além destas, existem relatos de
atividades antioxidante e o uso no tratamento de Alzheimer®®®*. Existem ainda
relatos na literatura de outras diversas atividades biolégicas como antiepiléptica®,
aumento na biodisponibilidade de farmacos quando em co-administracdo® e
antiparasitaria®’. Nos Ultimos anos, a piperina e seus derivados tem sido estudados
e avaliados quanto as suas atividades inibitérias contra as formas epimastigotas e
amastigota de Trypanosoma cruzi’® e promastigota de Leishmania donovani, onde
através de estudos in vitro verificou-se que atividade da piperina, contra cepas desta
espécie, foi comparavel a atividade do isotionato de pentamidina (4, Figura 3),

farmaco utilizado no tratamento da leishmaniosel®.Outros alcaldides amidicos
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naturais (7-12, Figura 4) também podem ser encontrados em espécies do género

Piper®®,
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Figura 4: Estruturas quimicas da piperina e outras amidas naturais isoladas de Piper sp.®® "

Tem sido demonstrado que ésteres de aminoacidos e amidas possuem
atividade inibitéria contra formas amastigotas de L. amazonensis e L. mexicana,
tanto intracelular quanto isoladas. Estas amastigotas replicam-se dentro de
fagolisossomos de macréfagos, onde sabe-se que ésteres de aminoacidos
acumulam-se. O pH acido destas organelas leva a ionizacdo destes aminoacidos,
gue acumulados causam ruptura osmotica dos fagolisossomos, levando a morte das
células infectadas. Os ésteres de aminoacidos sdo hidrolisados por enzimas do
parasita no interior das amastigotas, levando ao acumulo de aminoacidos livres
matando o parasita’*

Singh e colaboradores’ realizaram a sintese de uma série de conjugados
(13-27, Figura 5) partindo-se da hidrélise da piperina (6, Figura 4) e consequente
obtencdo do acido carboxilico que foi reagido com diferentes aminoacidos. Estes
analogos sintéticos foram avaliados frente a amastigotas e promastigotas de L.
donovani. Todos 0s compostos sintetizados apresentaram atividade melhor do que o
protétipo natural (6, Figura 4). A substancia mais ativa da série foi o éster metil
piperoil-valina (15, Figura 5), pertencente a série de conjugados ésteres metil-

piperoilicos, com ICso= 75 UM contra amastigotas.
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Figura 5: Conjugados piperoil aminoacidos 13-27

A avaliacdo de duas amidas (28 e 29, Figura 6) isoladas do extrato das folhas
de Piper amalago contra formas amastigota e promastigota de L. amazonenses,
além de um derivado obtido por hidrogenac¢do (30, Figura 6) de um destes
metabdlitos e sete amidas sintéticas (31-37, Figura 6), revelou que 0os compostos
amidicos naturais, foram os mais ativos ICsp = 15-20 pM, inibindo as duas formas do
parasita. O derivado hidrogenado apresentou atividade similar contra amastigotas,
sendo no entanto, pouco ativo contra promastigotas. Dentre as amidas sintéticas, a
amida 32 demonstrou ICsp = 20 pM e ICso = 25 pM contra amastigotas e
promastigotas, respectivamente. As demais substancias apresentaram atividade
baixa, porém a amida 33 se mostrou seletiva contra amastigotas com ICsp = 27 uM
para estas formas evolutivas. Este estudo evidenciou a atividade antileishmania de
P. amalago, o que pode ser util no desenvolvimento de novos derivados ativos

contra este parasita’”.



25

o
o __L -
— N < 31 R, = 1-pirrolidinil
28 32 R1 benzilaminil
o 33 R, = 1-piperidinil

R, 0

o} AN AN NQ N .
T = | )

Ry

34R, =F;R, =H
35R, =H:R, =F

g N 36 R, = H; Ry = CHF;0
30 | 37R; =H;R; = CF:0

Figura 6: Estruturas quimicas de amidas naturais (28 e 29) de Piper amalago, derivado hidrogenado

(30) e andlogos sintéticos (31-37)

O grupo dos flavonoides sdo compostos de grande ocorréncia nas plantas,
sendo as chalconas exemplos de flavonoides de cadeia aberta que possuem dois
anéis aromaticos ligados a um grupo carbonilico (38, Figura 7) e dois atomos de
carbono a,B-insaturados’*’®. As chalconas sdo compostos naturais considerados
multialvo comparados a outros compostos descritos na literatura’. Chalconas
naturais, sintéticas e semissintéticas apresentam diferentes perfis farmacologicos,

tais como atividades anti-inflamatéria’’, tripanocida’®, antibacteriana’, antiviral®,

18 antimalaria® e antileishmania®®®.

antitumora

A metodologia mais simples e comum para a sintese das chalconas é a
condensacdo de Claisen-Schmidt, onde ocorre a reagcdo entre um derivado da
acetofenona com aldeidos aromaticos apropriados, usando metanol ou etanol como
solvente e hidroxido de sédio ou hidroxido de potdssio como catalisador. A reacéo
inicia-se com a desprotonacdo da cetona, onde o catalisador basico remove o
hidrogénio alfa acido da molécula para formar um carbanion que é estabilizado por
ressonancia. Ocorre o ataque nucleofilico do carbanion ao carbono carbonilico do
aldeido, formando um ion alcoxido. Esse ion alcoxido é protonado por um dos
hidrogénios da agua gerando o produto da condensacdo e regenerando O
catalisador basico. A formacdo da enona conjugada ocorre por desidratacdo quando
um hidrogénio &cido é abstraido da posi¢do alfa para resultar em um ion enolato,

que elimina o grupo de saida —OH, formando a chalcona®
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38

Figura 7: Esqueleto geral de uma chalcona

De acordo com Bello e colaboradores®’, derivados trimetoxi-chalcdnicos foram
avaliados quanto a atividade contra promastigotas de L. braziliensis. Os autores
sintetizaram uma variedade de derivados chalcOnicos com substituicbes em
diferentes posi¢cbes dos dois anéis benzénicos (39, Esquema 1), sendo que o0
derivado 41 apresentou resultados promissores com ICso = 3,9uM e bom perfil
toxicoldgico in silico e in vitro com valor de CCsp = 216 pM, no entanto o derivado
mais ativo foi 40 com ICsp = 2,7uM e CCsp = 9uM, mostrando-se muito mais
citotoxico. Além disso, o derivado 41 apresentou propriedades fisico-quimicas
tedricas melhores que o isotionato de pentamidina (4, Figura 3) e anfotericina B (1,
Figura 3), respeitando também a regra dos 5 de Lipinski, 0 que 0 torna um novo

candidato a protétipo de farmaco promissor para o tratamento da leishmaniose.

o) cl
/ H
OCH; H l H
: : 41
ICsy =2,7uM : ; ICsp =3,9uM
CCs9=9M : . CCsy=216pM

Esquema 1: Obtencédo dos derivados chalcénicos 40 e 41
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Generalidades

« Os reagentes e solventes utilizados na rota sintética foram obtidos
comercialmente e de grau analitico, adquiridos de empresas largamente
conhecidas como Sigma-Aldrich®, Merck® e Acros®.

» Para o acompanhamento das reacoes foi utilizada cromatografia em camada
delgada (CCD), empregando-se placas comerciais de alumina ou de gel de
silica 60 G Merck® com espessuras entre 0,20 - 0,25mm.

* A purificagdo das substancias finais e intermediarios de sintese foi realizada
por cromatografia em coluna (CC) utilizando gel de silica 60 [70 - 230 Mesh
(0,063-0,200nm) ASTM], marca Merck®, com empacotamento em colunas de
vidro ou, de maneira analoga, gel de alumina neutra (Sigma-Aldrich®). Além
de CC também foi empregada a purificagdo em placas preparativas utilizando-
se gel de silica 60, da marca Macherey-Nagel, reveladas no UV (A = 254nm).

» Para a revelacdo das placas cromatogréficas foi utilizada luz ultravioleta (A =
254nm ou 365nm), além de vapor de iodo sublimado e reagente de
cloroiodoplatinato.

e As analises na regido do infravermelho (IV) foram realizadas em
Espectrometro Shimadzu modelo Presting-21, localizado no Laboratério
Interdisciplinar de Quimica (LablQ) da UNIFAL-MG. As analises foram feitas
em pastilhas de brometo de potassio (KBr) e cloreto de sdédio (NaCl) e a
unidade empregada foi nimero de onda (cm™).

* As analises por espectrometria de massas (EM) e ressonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H e C foram realizadas na USP-Ribeirdo Preto e
UFSCar. A caracterizacdo por RMN foi realizada em espectrofotbmetro
Brucker AVANCE Il e a espectrometria de massas em espectrometro Bruker
micrOTOF-Q II.
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3.2 Rota sintética para os derivados ésteres e carb  amatos (série 42, éster 48 e

série 50) planejados como novos candidatos a protot ipos leishmanicidas

O objetivo central deste trabalho visou a sintese e avaliacdo bioldgica in vitro
de uma série de ésteres piperidino-benzodioxdlicos planejados como novos
candidatos a farmacos leishmanicidas com base na estrutura quimica da piperina 6
(Esquema 2). Esta série inicial planejada foi ampliada com a sintese adicional de um

éster e dois compostos carbamatos (Esquema 3).

Protétipo Natural Bioativo

‘0
Lo
; N
"';< Piperina
o] (6)
; .....................................
Subunidade Subunidade
farmacofoérica 1 farmacofoérica 2
Principais subunidades Analogos baseados na

farmacoféricas comuns ao padréo estrutura da piperina

estrutural

Anel aromatico substituido
Subunidade auxoforica

Série 42

Esquema 2. Planejamento estrutural dos compostos piperidino-benzodioxélicos (série 42), utilizando

a piperina (6) como modelo estrutural
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A rota sintética para obtencdo dos derivados ésteres e carbamatos foi
constituida de 2 etapas sintéticas em sequéncia (Esquema 3). Partindo-se do
piperonal (43) e 4-piperidino-metanol (44) comerciais, foi realizada uma reacdo de
aminacao redutiva, catalisada por ZnCl, e na presenca de cianoboroidreto de sodio
(NaBH3CN) em meio de metanol seco para obter-se o alcool benzil-piperidinico 45.
Numa etapa subsequente, o intermediério 45 foi submetido a reacdo de esterificagdo
com diferentes cloretos de acila (46W,.7) para gerar os ésteres-alvo 42W,.; (LFQM
138-142; LFQM 144; LFQM 145). De forma anéaloga, o derivado éster 48 (LFQM
143) do acido (E)-3,4-metilenodioxi-cinamico foi obtido por reacdo de 45 com o
cloreto de acido 47, na presenca de trietilamina (EtsN) em meio de CH,CI, seco.

Os carbamatos 50R; e 50R; (LFQM 146 e LFQM 147, respectivamente)
foram obtidos por reacdo do alcool benzil-piperidinico, intermediario 45, com

isocianato de hexila e etila.
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3.2.1 Reagao de aminacdo redutiva entre o piperonal (43) e 4-piperidino-
metanol (44) na presenca de NaBH 3;CN e ZnCl,

O intermediario-chave 45 previsto na abordagem sintética proposta foi
preparado por reacdo de aminacdo redutiva entre o piperonal (43) e
4-piperidino-metanol (44) comerciais, na presenca de NaBH3;CN e ZnCl,, em
metanol seco, segundo as condi¢cdes descritas Kim e colaboradores®, com algumas

modificacdes.

Procedimento para reacdo de obtencdo do composto 45:

Em um baldo de 50 mL (baldo A) foram adicionados o piperonal (43, 260,50
mg, 1,73 mmol) e 4-piperidino-metanol (44, 400,00 mg, 3,46 mmol, 2 eq.), seguidos
de 2-3 mL de metanol seco sob agitacdo. Em outro baldo de 50 mL (baldo B),
acrescentou-se NaBH3;CN (218,00 mg, 3,46 mmol, 2 eq.), ZnCl, (236,50 mg, 1,73
mmol, 1 eq.) e 2-3 mL de metanol seco. Para ambas as solu¢gbes o pH foi verificado
e ajustado para 5, quando necessario, pela adicdo gota-a-gota de acido acético
glacial. Os baldes foram vedados e mantidos sob atmosfera de N,, sob agitacdo e
temperatura ambiente por aproximadamente 90 minutos. A solugao reacional do
baldo B foi entdo adicionada ao baldo A, com auxilio de um funil de vidro.
Novamente a atmosfera foi trocada por N, deixando-se reagir a temperatura
ambiente e constante agitacao por aproximadamente 36 horas. O acompanhamento
da reacdo foi feito por CCD em alumina, revelando-se com reagente de
iodocloroplatinato.

Terminada a reacao, o pH do meio foi ajustado a 12 pela adigdo de solugéo
aguosa de NaOH (20%, p/v) e o metanol foi evaporado sob pressao reduzida. Ao
residuo reacional, adicionou-se 20 mL de agua destilada e extraiu-se com acetato de
etila (4 x 30 mL). Os extratos organicos foram combinados, secos com MgSO,
anidro, filtrados em papel filtro e o solvente foi retirado em rotaevaporador. O
produto bruto foi purificado em coluna cromatografica, utilizando-se alumina como
fase estacionaria e acetato de etila como eluente para fornecer o alcool benzil-

piperidinico 45 como um liquido incolor viscoso com rendimento de 95%.
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15 13

16 11 12

FM: C,,HsNO,

MM: 249,30

Nomenclatura IUPAC: [1-(1,3-benzodioxol-5-ilmetil)piperidin-4-iljmetanol

Figura 8 : Estrutura quimica, férmula molecular, massa molar e nomenclatura IUPAC do

alcool benzil-piperidinico 45

3.2.2 Reacédo de obtencédo dos cloretos de acila por reacao entre respectivos

acidos carboxilicos e cloreto de oxalila

As reacOes de esterificacdo para obtencdo das substancias-alvo foram
realizadas entre o intermediario-chave 45 e cloretos de acila (46W1.7 e 47, Esquema
3) adequadamente substituidos, obtidos a partir dos respectivos acidos carboxilicos,
segundo metodologia descrita por Ergiin e colaboradores®®, com algumas
modificacdes.

Procedimento para reacdo de obtencdo dos cloretos de acila:

Em um baldo de 50 mL foram dissolvidos 2 mmol do &cido carboxilico em 3-5
mL de CH,CI, previamente seco, adicionando-se em seguida 10 mmol de cloreto de
oxalila recém-destilado. A mistura reacional foi mantida sob agitagcdo constante,
temperatura ambiente e atmosfera de N, seguido da adicdo de 2-3 gotas de DMF
seco, deixando-se reagir por 30-45 minutos. ApGs a analise por CCD indicar o final
da reacdo, o solvente foi evaporado e o residuo reacional foi seco em linha de auto
vacuo. O produto bruto foi utilizado, sem prévia purificacdo na etapa subsequente de

esterificacéo.
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3.2.3 Reacdo de obtencdo dos ésteres-alvo por reacd o do alcool 45 com

cloretos de acila

Os ésteres-alvo 42W,.; (LFQM 138-142; LFQM 144; LFQM 145) e 48 (LFQM
143) foram obtidos por reacdes de esterificacdo entre o alcool benzil-piperidinico 45
e diferentes cloretos de acila (46W,.; e 47), previamente preparados a partir dos
respectivos &cidos carboxilicos substituidos, conforme descrito na literatura®, com

algumas modificacdes.

Procedimento para reacdo de obtencdo da série 42 e éster 48:

Em um baldo de 50mL foram dissolvidos o cloreto de acila (2 eq.) em 3-5 mL
de CH.CI, seco sob agitacdo. O baldo foi devidamente vedado, sua atmosfera
interna foi substituida por N, e deixou-se sob agitacdo e temperatura ambiente por
cerca de 5 minutos. Adicionou-se entdo, 1,00 mmol do composto 45 dissolvido em 1-
2 mL de CH.CI, seco, seguido de 2,50 mmol de trietilamina, deixando-se reagir a
temperatura ambiente e agitacdo por 12-24 horas. Apos a analise por CCD indicar o
final da reacdo, a mistura reacional foi filtrada em papel filtro, lavou-se com CH,Cl,
(3 x5 mL) e o solvente foi evaporado. O produto bruto foi redissolvido em 2-3 mL de
CHCl, e purificado em CC de gel de silica ou placas preparativas utilizando como
eluente misturas de AcOEt/CH,Cl, em gradiente de polaridade. Os ésteres-alvo

foram obtidos com rendimentos de 35-63%.
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3.2.4 Rota sintética para os derivados carbamatos (  série 50) planejados como

novos candidatos a protétipos leishmanicidas

Para ampliar a série de moléculas-alvo planejadas a partir da estrutura da
piperina (6, Figura 4) e avaliar a eventual contribuicdo bioisostérica de uma funcao
carbamato na atividade leishmanicida, dois derivados carbamatos foram também
sintetizados. Estes derivados também poderiam ser interessantes, considerando sua
possivel maior estabilidade frente ao sistema enzimatico do microrganismo em
estudo, comparados aos analogos ésteres, que sdo mais facilmente hidrolisaveis. A
preparacao dos carbamatos 50R; (LFQM 146) e 50R;, (LFQM 147) foi realizada em
duas etapas sintéticas, a partir da reacdo do intermediario-chave 45 com o0s

respectivos isocianatos comerciais (49R; e 49R,, Esquema 3).

3.2.4.1 Reacao de obtencdo dos carbamatos-alvo a pa rtir do alcool benzil-

piperidinico 45

Os carbamatos-alvo 50R; e 50R; foram obtidos por reacdo do intermediario-
chave 45 com os isocianatos de hexila e etila (49R; e 49R,, respectivamente,
Esquema 3), conforme metodologia descrita por Roy e colaboradores®, com

algumas modificagoes.

Procedimento para reacdo de obtencdo dos carbamatos de hexila (50R;) e etila

!50R2!:

Em um baldo de 50mL, foi dissolvido 1,00 mmol do &alcool 45 em 3-5 mL de

CH.CI, recém destilado, sob agitacdo. O baldo foi devidamente vedado e mantido
sob atmosfera de N,, adicionando-se em seguida 2,00 mmol do respectivo
isocianato solubilizado em 1-2 mL de CH.CIl, recém destilado. Na sequéncia,
adicionou-se 2,00 mmol de trietilamina e deixou-se reagir a temperatura ambiente e
constante agitacdo por 24-72 horas. A reacdo foi acompanhada por CCD, até
consumo total do material de partida, quando o solvente foi evaporado em
evaporador rotatorio. O produto bruto foi purificado em CC utilizando gel de silica
como fase estacionaria e misturas de AcCOEt/CH,Cl, em gradiente de polaridade. Os
dois carbamatos 50R; e 50R; foram obtidos como sélidos, com rendimento de 85%



36

e 63%, respectivamente. Considerando o rendimento de 95% na obtencédo do
intermediario 45, os carbamatos foram obtidos em rendimentos globais de 90% e

79%, respectivamente.

© H 23 25 27 o N
17 Oe ;ﬂ\/\/\/ 17 19 21v
22 24 2
14 o

15 13 20

10 50R; (LFMQ 146) 10 50R, (LFMQ 147)

FM: C,1H3,N0, FM: C47H24N,0,4

MM: 376,49 MM: 320,38

Nomenclatura IUPAC: (1-(benzo[1,3]dioxol-5-ilmetil) Nomenclatura IUPAC: (1-(benzo[1,3]dioxol-5-ilmetil)
piperidin-4-il)metil hexilcarbamato piperidin-4-il)metil etilcarbamato

Figura 10 : Estrutura quimica, formula molecular, massa molar e nomenclatura IUPAC dos

carbamatos alvo

3.3 Avaliacdo da atividade in vitro contra as formas promastigotas de L.

amazonensis

A avaliacdo da atividade leishmanicida foi realizada em colaboracdo com o
Laboratorio de Biologia Molecular da UNIFAL-MG, sob coordenacgéo do Prof. Marcos
José Marques.

Para a avaliacao preliminar da atividade leishmanicida in vitro foram utilizadas
as formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Estas formas evolutivas
foram mantidas em meio Schneider, suplementado com 10% de soro fetal bovino em
estufa a 25°C. A execuc¢do dos testes foi feita transferindo-se promastigotas a razao
de 1x10° células/mL para placas de 24 pocos e entéo adicionados os compostos em
analise previamente solubilizados em DMSO (SIGMA®).

As concentracdes dos compostos em analises utilizadas foram 0,10ug/mL;
1,00pg/mL; 5,00pg/mL; 10,00ug/mL; 20,00pug/mL e 40,00pg/mL. O DMSO foi usado
como controle e Anfotericina B (SIGMA®) foi utilizada como medicamento de
referéncia. Apos 72 horas de incubacao, os protozoarios foram contados em camara
de Neubauer, os ensaios realizados em triplicata e em trés ocasides diferentes. Os

resultados foram expressos como porcentagem de inibicio em relacdo ao
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controle. As concentracdes de inibicdo de 50% do crescimento (ICsppro) de
promastigotas foram determinadas por anélise de regressdo dos dados obtidos®".
O Esquema 4 a seguir mostra o esquema de pipetagem padronizado na

execucao dos testes bioldgicos in vitro.

1]
0000 -
90000 -
0000 -
000
0900
000

D

@ Branco: promastigotas em meio de cultura
Controle: promastigotas + DMSO em meio de cultura
© Teste: promastigotas + DMSO + compostos nas concentragdes especificadas em meio de cultura

Esquema 4 : Esquema dos testes leishmanicidas contra as formas promastigota de L.amazonensis

em placas de 24 pocos

3.4 Ensaio de viabilidade celular frente a monécito s humanos

A viabilidade celular foi determinada através do ensaio de MTT modificado
com a utilizacdo de mondcitos humanos. Em microplacas de 96 pocos foram
adicionados, em cada poco, 90 pL da suspensdo celular (2,4x10° células/mL) de
monadcitos humanos normais e 10 yL de cada um dos compostos em diferentes
concentragdes. As microplacas foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO;
por 48 horas. Neste teste, as diferentes concentracdes dos compostos utilizados
foram 100; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8; 3,9; 1,95; 0,48; 0,24 e 0,06 pug/mL. Apos o periodo
de incubacdo, a morfologia celular foi observada através da utilizagdo de
microscopia 6ptica. Entdo, foram adicionados 10 pL do corante MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazodlio) na concentragdo de 5mg/mL e incubou-se
novamente, nas mesmas condicbes empregadas anteriormente, por um periodo
adicional de 4 horas. Apds, foram adicionados 100 pL de DMSO para a solubilizacéo

dos cristais de formazana. As placas foram agitadas por 5 minutos e a absorbancia
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de cada uma das amostras foi obtida utilizando-se leitor espectrofotométrico de
microplacas em 560nm. O valor de absorbancia obtido para as células controle, ndo
tratadas, foi considerado como sendo 100% de viabilidade®. Os dados obtidos nas
leituras foram analisados por regressao linear e expressos em valores de CCs
(concentracao citotoxica para 50% das células) e CCgq (concentracao citotdxica para

90% das células) em uM.

Br

N"N\ S CH3
ATy
N N

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio Monocitos humanos
(MTT)

CH3 ‘

Figura 11 : Estrutura quimica do MTT e mondcitos humanos utilizados no ensaio de viabilidade celular
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quimica

A execucdo da rota sintética proposta para obtencdo das substancias-alvo
(série 42, éster 48 e série 50) envolveu a preparacdo de um intermediario-chave
comum, o alcool benzil-piperidinico 45. Este composto foi obtido por reacdo de
aminacao redutiva entre o piperonal (43) e 4-piperidino-metanol (44, Esquema 5), na

forma de um liquido viscoso incolor, com rendimento de 95% apds purificagao.

OH
ZnCl,
NaBH,CN
< " MeOH
N

O

43 44 <

o)

45 (95% de rendimento)

Esquema 5 : Esquema reacional para obtencado do composto 45

Esta reacdo se caracteriza por uma primeira etapa de adicdo nucleofilica do
4-piperidino-metanol a carbonila do aldeido, gerando o intermediario hidroxi-amonio
(43-44a, Figura 12) que ao sofrer desidratacdo leva a formacdo do imineo
correspondente (43-44c, Figura 12). Numa etapa final, na presenca do agente
redutor (NaBH3CN), ocorre redugdo do grupo imineo gerando o &lcool benzil-

piperidinico 45.
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N ) ,(/ / \ . " ;\5 )
s s = \.T'J\CQ

43-44a 43-44b l

Lo N h]
5@} J )
45

43-44c

OH

Figura 12 : Mecanismo proposto para a reacdo de aminacéo redutiva para obtencdo do composto 45

A analise do alcool benzil-piperidinico 45 por espectrometria no 1V (Figura 13)
revelou a presenca de bandas caracteristicas em 3394 cm™ relativas & deformac&o
axial de —OH, bandas referentes a —CH aromatico (3070 cm™ e 3032 cm™) e -CH
ndo aromatico (2920 cm™ e 2810 cm™) e de duas bandas fortes referentes a
deformacdo axial do grupamento dioxola em 1039 cm™ e 1244 cm™. Pode-se
verificar também a presenca de bandas de deformacéo axial de —CN de amina e de
—CO do é&lcool entre 1300 e 1000 cm™, além da presenca de bandas referentes &

deformacao axial de C=C de aromatico entre 1600 e 1465 cm™.
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Figura 13 : Espectro no IV (KBr) do composto 45

No espectro de RMN de 'H (Figura 14) foram observados 2 sinais mais
desblindados, um simpleto em & 6,79 referente a H-6 e um dupleto centrado em
0 6,67 (J = 1 Hz), integrando para 2 hidrogénios, atribuido a H-8 e H-9. O simpleto
em 0 5,86, integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do anel dioxola (H-2).
JA o dupleto centrado em & 3,41 (J = 10 Hz) corresponde aos hidrogénios
metilénicos (H-17) ligados ao grupo —OH, enquanto que o simpleto em & 3,36 foi
atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10). Os outros sinais do espectro
sdo compativeis com todos os hidrogénios do anel piperidinico, sendo o multipleto
em O 2,84 atribuido a H-12 e H-16 equatoriais, o duplo-tripleto centrado em & 1,89
relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto que o multipleto em & 1,66 foi atribuido a
H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em & 1,22 a H-13 e H-15 axiais. J4 0
multipleto em & 1,43 foi atribuido a H-14.
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Figura 14 : Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) do composto 45

No espectro de RMN de *3C (Figura 15) pode-se verificar a presenca de 12
sinais compativeis com a estrutura do composto 45. Verifica-se que o0s sinais de
menor intensidade correspondem aqueles referentes a carbonos nao hidrogenados
uma vez que o mecanismo de relaxacdo spin-rede de '°C é resultante das
interagOes dipolo-dipolo com os hidrogénios ligados a ele. Dessa forma, aqueles
carbonos que ndo estdo ligados a atomos de hidrogénio possuem tempo de
relaxacdo mais longo o que leva a sinais mais fracos®.

Os 6 sinais mais desblindados foram atribuidos aos 6 carbonos aromaticos,
sendo que em & 147,59 e & 146,63 foram identificados os sinais referentes aos
carbonos aromaticos ligados ao grupo metilenodioxola (C-4 e C-5, respectivamente).
Em & 131,77 foi atribuido o carbono aromatico ligado a subunidade metileno-
piperidinica (C-7). Os trés sinais restantes foram atribuidos aos 3 carbonos nao
substituidos do anel aromatico em & 122,45 (C-6), & 109,70 (C-8) e 6 107,84 (C-9).
Em & 100,88 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo metilenodioxola,
enquanto que em & 67,76 foi identificado o sinal do grupo metileno-hidroxilico (C-17).
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O sinal em & 63,03 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10) e o sinal em
0 53,20 foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico, ligados
diretamente ao atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 38,46 foi atribuido a C-14

e em 0 28,60 aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 15 : Espectro de RMN de B3¢ (125 MHZ, CDCl3) do composto 45

No espectro de massas de alta resolucdo do composto 45 (Figura 16) foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M + 1] com m/z 250,1438, compativel
com a formula molecular Ci4H1gNO3; (MM = 249,30 g/mol), sendo portanto,
compativel com a estrutura do alcool benzil-piperidinico 45. Outros picos referentes
aos principais fragmentos de 45 foram observados, salientando-se o pico com m/z
135,0455, correspondente a fragmentacdo da subunidade metilbenzodioxola e o
pico com m/z 272,1254, correspondente ao ion molecular acrescido do sédio
[M + 23]".
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Figura 16 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 45

Uma vez obtido o intermediario-chave 45, a proxima etapa seria a reagado de
esterificacdo com diversos &cidos benzoicos substituidos, que gerariam a
diversidade estrutural esperada para a série-alvo. Considerando a baixa reatividade
dos acidos, optamos pela preparacdo prévia dos respectivos cloretos de acila para
entdo, reagir com o &lcool 45. Desta forma, um conjunto de acidos foram
convertidos nos respectivos cloretos de acila por reagcdo com cloreto de oxalila na

presenca de DMF como catalisador (Esquema 6) em rendimentos quantitativos.

o) Cl 0O 0
" \ < DMF
)k 4 DCM )j\
R OH o) Cl ta. R Cl

Esquema 6 : Esquema reacional para a obtencéo dos cloretos de acila onde R=arila

Uma vez obtidos, os cloretos de acila foram reagidos imediatamente em uma
segunda etapa reacional com o intermediario 45, visando-se a obtencao dos ésteres

propostos. A Figura 17 a seguir, mostra 0 mecanismo reacional para obtencédo dos
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cloretos de acila na presenca de cloreto de oxalila. Pode-se notar que a reagcéo tem
inicio com o ataque nucleofilico da N,N-dimetilformamida (DMF, 51b, Figura 17) ao
cloreto de oxalila (51a, Figura 17), levando a eliminacdo de cloreto e formacdo de
um aduto dimetilimineo (53). Numa etapa subsequente, aduto (53) sofre ataque pelo
CI', gerando a espécie instavel (54) que sofre rearranjo, levando a formacéo de CO,
CO; e do aduto cloro-imineo (55), espécie altamente eletrofilica. Esta espécie sofre
entdo ataque nucleofilico do acido carboxilico presente no meio, levando a formacéo
de um intermediario cloroamino-éster (56), que sofre duas etapas subsequentes de

eliminacao para gerar ao final o derivado cloreto de acila (46W;.; e 47) e DMF.

O) cl
|| | R

N /C\C/ 9

O
51a | / G NS \C/o\(/@\
)&“ /> o| o
51b | Y 53
\ 0
52 At
\ N
)J\/_\ /J + co + co, -— C'/Oﬁ/q/‘J\
(0] Cl
l 54
~ il S Oi)) \Cﬁ/
C A —
R ( o) R 058
(0] Cl Cl
56 e 57
o (o]
R)kCI + H)J\N/
46W, , e 47 | 516

Figura 17 : Mecanismo proposto para a obtencéo dos cloretos de acila 46W,.; e 47

Para a obtencdo dos ésteres-alvo (série 42 e éster 48), o intermediario-chave
45 foi reagido com os diferentes cloretos de acila (46W1.7 e 47), cujo mecanismo
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geral esta mostrado na Figura 18. Numa primeira etapa ocorre um ataque
nucleofilico do alcool 45 ao carbono carbonilico do cloreto de acila, levando a
formacdo do derivado 45a. Numa etapa subsequente ocorre eliminacdo de CI,
seguida de abstracdo de H* pela trietilamina em 45b, gerando ao final os derivados

ésteres correspondentes.
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<O <O
° o
Derivados ésteres

45b

Figura 18 : Mecanismo proposto para a obtencéo dos ésteres-alvo (série 42 e éster 48)

O éster LFQM 138 (42W;) apresentou-se como um liquido viscoso de
coloracdo amarelo claro, obtido com rendimento de 39% apds purificagcdo. O
rendimento global de obtencédo do éster 42W; foi de 67%.

No espectro na regiao do IV do composto 42W; (Figura 19) pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a —CH aromatico (3062 cm™) e —CH n&o aromatico
(2924 cm™, 2804 cm™ e 2765 cm™) e de duas bandas fortes referentes & deformacao
axial do grupamento dioxola em 1037 cm™ e 1246 cm™. A auséncia da banda de
deformacdo axial de —OH, bem como o aparecimento da banda referente a

deformacdo axial de C—O de funcdo éster em 1273 cm™ e a nitida presenca da
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banda forte referente a deformacéo axial de C=O em 1716 cm™, confirmaram a
formacdo do éster desejado. Pode-se verificar também a presenca de bandas

referentes & deformacéo axial de C=C de aromatico entre 1600 cm™ e 1465 cm™.
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Figura 19 : Espectro no IV (NaCl) do composto 42W,

No espectro de RMN de *H (Figura 20) foram observados dois sinais mais
desblindados, um simpleto em & 6,86 referente a H-6 e um dupleto centrado em
0 6,76 (J = 1,2 Hz), integrando para dois hidrogénios, atribuido a H-8 e H-9.
Observa-se também em & 8,05 a presenca do multipleto referente a H-24, enquanto

gue o multipleto em & 7,41 é atribuido aos hidrogénios H-22, H-23, H-25 e H-26.
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O simpleto em & 5,94, integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do
anel dioxola (H-2). Ja o dupleto centrado em & 4,23 (J = 12 Hz) corresponde aos
hidrogénios metilénicos (H-17) vizinhos ao grupo éster formado, enquanto que o
simpleto em & 3,48 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10).

Os outros sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico, sendo o multipleto em & 3,00 atribuido aos H-12 e H-16 equatoriais
e 0 duplo-tripleto em & 2,05 é relativo aos H-12 e H-16 axiais, enquanto que o
multipleto em & 1,72 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em & 1,20
a H-13 e H-15 axiais. Ja o multipleto em & 1,45 foi atribuido a H-14.
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Figura 20 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) do composto 42W;

No espectro de RMN de *3C (Figura 21) pode-se verificar a presenca de 17
sinais compativeis com a estrutura do composto 42W;. Os 5 sinais mais
desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19 (6 171,75), C-4 (6 147,74), C-5
(® 146,95), C-21 (6 136,19) e C-7 (0 135,13). O sinal em & 129,54 foi atribuido a
C-24, enquanto que o sinal em & 128,33 foi atribuido a C-22 e C-26 e o sinal em
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0 127,02 a C-23 e C-25. O sinal em & 120,40 refere-se ao C-6 e 0s sinais em
0 108,11 e 6 107,84 referem-se aos carbonos aromaticos restantes C-8 e C-9.

Em & 100,93 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo
metilenodioxola, enquanto que em & 67,16 foi identificado o sinal do C-17. O sinal
em & 65,00 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10) e o sinal em & 52,42
foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico ligados diretamente ao
atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 38,82 foi atribuido a C-14 e em & 29,67

aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 21 : Espectro de RMN de **C (200 MHz, CDCl;) do composto 42W;

No espectro de massas de alta resolucao (Figura 22) do composto 42W; foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M + 1] com m/z 354,1702, compativel
com a formula molecular Cy;H»3sNO, (MM = 353,41 g/mol), sendo portanto,
condizente com a estrutura do éster em questao.

Comparando-se a posi¢céo do pico m/z 135,0455 do espectro de massas do

intermediario final 45 podemos verificar a semelhanga com o pico de menor valor no
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espectro do composto 42W,, apesar de seu valor ndo ter sido atribuido. Este pico
indica a fragmentacao da subunidade metilbenzodioxola.

N&o se observa a presenca do pico referente ao ion molecular acrescido do
sédio no espectro.
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Figura 22 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 42W,;

O éster LFQM 139 (42W,) apresentou-se como um liquido viscoso de
coloragdo amarelo escuro, obtido com rendimento de 38% apo6s purificacdo. O
rendimento global de obtenc&o do éster 42W,, foi de 66,5%.

No espectro na regido do IV (Figura 23) do composto 42W, pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a -CH aromaético (3061 cm™ e 3022 cm™) e -CH
ndo aromatico (2924 cm™ e 2854 cm™), uma banda forte referente & deformacao
axial do grupamento dioxola em 1037 cm™ e pode-se verificar um alargamento da
banda forte em 1271 cm™ que sugere a presenca concomitante de duas bandas,
sendo estas as bandas de deformacédo axial de C—O do grupo dioxola e de C-O de
éster referente a formagéo desta funcgéo.

Com relacao a funcéo éster formada pode-se notar também a nitida presenca
da banda forte de deformacéo axial de C=O desta funcéo organica em 1718 cm™,
além da auséncia da banda de deformacédo axial de —OH. Pode-se verificar também
a presenca de bandas referentes & deformacdo axial de C=C de aromatico entre
1600 cm™ e 1465 cm™.
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Figura 23 : Espectro no IV (NaCl) do composto 42W,

No espectro de RMN de 'H do éster 42W, (Figura 24), foi observada a
presenca de um simpleto em & 6,83 referente a H-6 e um dupleto centrado em
0 6,76 (J = 1,2 Hz), integrando para 2H, atribuido a H-8 e H-9. Tem-se também a
presenca de um dupleto centrado em & 7,54 (J = 12 Hz) referente aos hidrogénios
aromaticos H-22 e H-26 e também outro dupleto centrado em & 7.29 (J = 12 Hz)
referente aos outros dois hidrogénios aromaticos H-23 e H-25.

O simpleto em & 5,99, integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do
anel dioxola (H-2). Ja o dupleto centrado em & 3,71 (J = 12Hz) corresponde aos
hidrogénios metilénicos (H-17) vizinhos ao grupamento éster formado, enquanto que
o simpleto em & 3,42 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10).

Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico, sendo o multipleto em & 2.99 atribuido a H-12 e H-16 equatoriais, 0

duplo-tripleto em & 2,04 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto que o multipleto em
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0 1,66 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em & 1,25 a H-13 e H-15

axiais. Ja o multipleto em & 1,41 foi atribuido a H-14.
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Figura 24 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) do composto 42W,

No espectro de RMN de *3C (Figura 25) pode-se verificar a presenca de 17
sinais compativeis com a estrutura do composto 42W.,.

Os 4 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19
(6 170,53), C-4 (6 149,35), C-5 (6 148,28) e C-24 (b 135,12). Os sinais em & 130,86
e 6 123,71 foram atribuidos a C-21 e C-7, respectivamente. O sinal em & 131,56 foi
atribuido a C-22 e C-26, enquanto que o sinal em & 128,79 é relativo aos carbonos
C-23 e C-25. Os sinais em & 122,22, 5 108,94 e d 108,72 referem-se aos carbonos
aromaticos restantes C-6, C-8 e C-9, respectivamente.

Em & 101,79 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo
metilenodioxola, enquanto que em & 68,27 foi identificado o sinal de C-17. O sinal
em & 60,40 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10) e o sinal em & 51,48

foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico ligados diretamente ao
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atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 35,39 foi atribuido a C-14 e em & 29,65

aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 25 : Espectro de RMN de 3¢ (200 MHz, CDCI3) do composto 42W,

No espectro de massas de alta resolucao (Figura 26) do composto 42W, foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M +] com m/z 432,0812, compativel com
a formula molecular C,;H,,NO4Br (MM = 432,30 g/mol), sendo portanto, condizente
com a estrutura do éster 42W5.

Verifica-se a presenca do pico com m/z 135,0419 indicando fragmentacéo da
subunidade metilbenzodioxola. O pico referente ao ion molecular acrescido do sodio

[M + 23]" néo foi registrado no espectro.
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Figura 26 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 42W,

O éster LFQM 140 (42W3) apresentou-se como um liquido viscoso de
coloragdo amarelo escuro, obtido com rendimento de 40% apods purificacdo. O
rendimento global de obtenc&o do éster 42Wj; foi de 67,5%.

No espectro na regido do IV do composto 42W3 (Figura 27) pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a —CH aromatico (3070 cm™) e —CH n&o aromatico
(2937 cm™, 2804 cm™ e 2765 cm™) e de duas bandas fortes referentes & deformacéo
axial do grupamento dioxola em 1037 cm™ e 1242 cm™. A auséncia da banda de
deformacdo axial de —OH, bem como o aparecimento da banda referente a
deformacdo axial de C—O de funcdo éster em 1278 cm™ e a nitida presenca da
banda forte referente a deformacéo axial de C=O em 1718 cm™, confirmaram a
formacdo do éster desejado. Pode-se verificar também a presenca de bandas

referentes & deformacéo axial de C=C de aromatico entre 1600 cm™ e 1465 cm™.
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Figura 27 : Espectro no IV (NaCl) do composto 42W;

No espectro de RMN de 'H do éster 42W; (Figura 28), foi observada a
presenca de um simpleto em & 6,90 referente a H-6 e um dupleto centrado em
0 6,76 (J = 1,2 Hz), integrando para 2H, atribuido a H-8 e H-9. Tem-se também a
presenca de um multipleto em & 7,44 referente aos hidrogénios aromaticos H-22 e
H-26 e outro multipleto em & 7.09 referente aos outros dois hidrogénios aromaticos
H-23 e H-25.

O simpleto em & 5,95, integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do
anel dioxola (H-2). Ja o dupleto centrado em & 4,19 (J = 12 Hz) corresponde aos
hidrogénios metilénicos (H-17) vizinhos ao grupamento éster formado, enquanto que
o simpleto em & 3,53 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10).

Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico, sendo o multipleto em & 3.05 atribuido a H-12 e H-16 equatoriais, 0

duplo-tripleto em & 2,07 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto que o multipleto em



56

0 1,81 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em & 1,24 a H-13 e H-15

axiais. Ja o multipleto em & 1,58 foi atribuido a H-14.
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Figura 28 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) do composto 42W;

No espectro de RMN de *3C (Figura 29) pode-se verificar a presenca de 20
sinais compativeis com a estrutura do composto 42Ws.

Os 6 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-24 (6 170,66
e 0 162,04), C-19 (6 164,52), C-4 (d 147,70), C-5 (d 146,97) e C-21 (b 132,03). O
sinal em & 128,52 foi atribuido a C-7. Os sinais em & 129,38 e d 129,30 s&o relativos
a C-22 e C-26, enquanto que os sinais em & 115,47 e 6 115,25 foram atribuidos a
C-23 e C-25. Os sinais em © 122,77, 6 109,84 e d 107,93 referem-se aos carbonos
aromaticos restantes C-6, C-8 e C-9, respectivamente.

Em & 100,96 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo
metilenodioxola, enquanto que em & 69,01 foi identificado o sinal de C-17. O sinal
em & 62,55 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10) e o sinal em & 52,68
foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico ligados diretamente ao
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atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 35,18 foi atribuido a C-14 e em & 28,34

aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 29 : Espectro de RMN de 3¢ (200 MHz, CDCI3) do composto 42W;

No espectro de massas de alta resolucao (Figura 30) do composto 42Ws5 foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M + 1] com m/z 372,1630, compativel
com a formula molecular C;H,NO4sF (MM = 371,40 g/mol), sendo portanto,
condizente com a estrutura do éster 42\Ws.

Verifica-se a presenca do pico com m/z 135,0442 indicando fragmentacéo da
subunidade metilbenzodioxola. O pico referente ao ion molecular acrescido do sodio

[M + 23]" néo foi registrado no espectro.
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Figura 30 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 42W;

O éster LFQM 141 (42W,) apresentou-se como um solido de coloracédo palha,
obtido com rendimento de 63% apds purificagdo. O rendimento global de obtencéo
do éster 42W, foi de 79%.

No espectro na regiao do IV do composto 42W, (Figura 31) pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a —CH aromatico (3074 cm™) e —CH n&o aromatico
(2912 cm™, 2804 cm® e 2765 cm™) e de duas bandas fortes referentes a
deformacdo axial do grupamento dioxola em 1037 cm™ e 1257 cm™. A auséncia da
banda de deformacao axial de —OH, bem como o aparecimento da banda referente a
deformacdo axial de C—O de funcdo éster em 1280 cm™ e a nitida presenca da
banda forte referente a deformacéo axial de C=O em 1708 cm™, confirmaram a
formacdo do éster desejado. Pode-se verificar também a presenca de bandas

referentes & deformacéo axial de C=C de aromatico entre 1600 cm™ e 1465 cm™.
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Figura 31 : Espectro no IV (NaCl) do composto 42W,

No espectro de RMN de 'H do éster 42W, (Figura 32), foi observada a
presenca de um simpleto em & 6,90 referente a H-6 e um dupleto centrado em
0 6,76 (J = 1,2 Hz), integrando para 2H, atribuido a H-8 e H-9. Tem-se também a
presenca de um dupleto centrado em & 7,64 (J = 12 Hz) referente aos hidrogénios
aromaticos H-22 e H-23 e também um simpleto em & 7.28 referente a H-26.

Os simpletos em & 6,07 e & 5,95 integrando para 2H cada sinal, foram
atribuidos aos grupos metileno dos anéis dioxola (H-28 e H-2, respectivamente). O
dupleto centrado em 6 3,96 (J = 12 Hz) corresponde aos hidrogénios metilénicos
(H-17) vizinhos ao grupamento éster formado, enquanto que o simpleto em & 3,50 foi

atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10).
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Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico, sendo o multipleto em & 2.85 atribuido a H-12 e H-16 equatoriais, 0
duplo-tripleto em & 2,07 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto que o multipleto em
0 1,80 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em 6 1,23 a H-13 e H-15

axiais. Ja o multipleto em & 1,59 foi atribuido a H-14.
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Figura 32 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) do composto 42W,

No espectro de RMN de *3C (Figura 33) pode-se verificar a presenca de 20
sinais compativeis com a estrutura do composto 42W,.

Os 7 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19
(6 170,21), C-24 (6 151,25), C-25 (6 149,20), C-4 (6 146,64), C-5 (o 145,81), C-21
(® 134,50) e C-7 (& 127,27). Os sinais em & 122,81 e 6 122,60 foram atribuidos a
C-26 e C-6, respectivamente. O sinal em 6 115,56 foi atribuido a C-22, enquanto que
o sinal em & 111,05 foi atribuido a C-23. Ja os sinais em & 109,75 e & 108,51 séo
referentes a C-8 e C-9, respectivamente.

Em & 101,20 e & 100,73 foram atribuidos aos carbonos metilénicos (C-28 e

C-2, respectivamente) dos grupos metilenodioxola, enquanto que em & 70,64 foi
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identificado o sinal de C-17. O sinal em & 62,82 foi atribuido ao carbono metilénico-
benzilico (C-10) e o sinal em & 53,15 foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel
piperidinico ligados diretamente ao atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 35,32
foi atribuido a C-14 e em & 28,39 aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 33 : Espectro de RMN de 3¢ (200 MHz, CDCI3) do composto 42W,

No espectro de massas de alta resolucao (Figura 34) do composto 42W, foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M + 1] com m/z 398,1605, compativel
com a formula molecular CyHxsNOg (MM = 397,42 g/mol), sendo portanto,
condizente com a estrutura do éster 42W,.

Verifica-se a presenca do pico com m/z 135,0445 indicando fragmentacéo da
subunidade metilbenzodioxola. O pico referente ao ion molecular acrescido do sodio

[M + 23]" ndo foi registrado no espectro.
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Figura 34 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 42W,

O éster LFQM 142 (42Ws) apresentou-se como um liquido viscoso de
coloragdo amarelo intenso, obtido com rendimento de 45% apos purificacdo. O
rendimento global de obtencao do éster 42Ws foi de 70%.

No espectro na regido do IV do composto 42W5s (Figura 35) pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a -CH aromatico (3062 cm™ e 3022 cm™) e -CH
ndo aromatico (2924 cm™ e 2852 cm™) e de duas bandas fortes referentes a
deformacdo axial do grupamento dioxola em 1037 cm™ e 1244 cm™. A auséncia da
banda de deformacao axial de —OH, bem como o aparecimento da banda referente a
deformacao axial de C—O do grupo éster em 1273 cm™ e a nitida presenca da banda
forte referente & deformacdo axial de C=0 de éster em 1720 cm™ confirmaram a
formacdo do éster desejado. Além disso, pode-se verificar também a presenca de
bandas referentes a deformac&o axial de C=C de aromatico entre 1600 cm™ e 1465

cm™,
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Figura 35 : Espectro no IV (NaCl) do composto 42W5

No espectro de RMN de 'H do éster 42Ws (Figura 36), foi observada a
presenca de um simpleto em & 6,88 referente a H-6 e um dupleto centrado em
0 6,78 (J = 1,2 Hz), integrando para 2H, atribuido a H-8 e H-9. Tem-se também a
presenca de um dupleto centrado em & 8,03 (J = 12 Hz) referente aos hidrogénios
aromaticos H-22 e H-26 e também outro dupleto centrado em & 7,45 (J = 12 Hz)
referente aos outros dois hidrogénios aromaticos H-23 e H-25.

O simpleto em & 5,96, integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do
anel dioxola (H-2). Ja o dupleto em & 4,09 (J = 12 Hz) corresponde aos hidrogénios
metilénicos (H-17) vizinhos ao grupo éster formado, enquanto que o simpleto em
6 3,52 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10).

Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico, sendo o multipleto em & 3,02 atribuido a H-12 e H-16 equatoriais e

0 duplo-tripleto em & 2,04 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto que o multipleto



em o 1,75 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em & 1,22 a H-13 e
H-15 axiais. J& o multipleto em & 1,63 foi atribuido a H-14.
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Figura 36 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) do composto 42Ws

No espectro de RMN de *3C (Figura 37) pode-se verificar a presenca de 17
sinais compativeis com a estrutura do composto 42Ws.

Os 5 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19
(® 172,21), C-4 (d 149,12), C-5 (b 148,22), C-24 (5 140,24) e C-21 (6 131,58). O
sinal em & 128,87 foi atribuido a C-22 e C-26, enquanto que o sinal em d 128,65 foi
atribuido a C-23 e C-25. Em 6 127,79 tem-se o sinal referente ao C-7. Os sinais em
6 120,54, & 108,24 e d 107,91 referem-se aos carbonos aromaticos restantes C-6,
C-8 e C-9, respectivamente.

Em & 101,03 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo
metilenodioxola, enquanto que em & 71,80 foi identificado o sinal de C-17. O sinal
em & 65,33 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10) e o sinal em & 57,75
foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico, ligados diretamente ao



atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 39,63 foi atribuido a C-14 e em & 27,72

aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 37 : Espectro de RMN de B3¢ (200 MHz, CDCI3) do composto 42W5

No espectro de massas de alta resolucao (Figura 38) do composto 42Ws foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M + 1] com m/z 388,1321, compativel
com a formula molecular C;;H»>,NO,ClI (MM = 387,85 g/mol), sendo portanto,
condizente com a estrutura do éster 42Ws.

Outros picos referentes aos principais fragmentos de 42W5s foram observados,
salientando-se o pico com m/z 135,0451, correspondente a fragmentacdo da
subunidade metilbenzodioxola e o pico correspondente ao ion molecular acrescido
do sédio [M + 23]" com valor ndo atribuido no espectro, mas de aproximadamente

m/z 410.
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Figura 38 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 42W5

O éster LFQM 144 (42Ws) apresentou-se como um sélido de coloracao
amarelada, obtido com rendimento de 35% apos purificagdo. O rendimento global de
obtencédo do éster 42Ws foi de 65%.

No espectro na regiao do IV do composto 42Ws (Figura 39) pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a —CH aromaético (3080 cm™ e 3012 cm™) e —CH
ndo aromatico (2926 cm™ e 2860 cm™) e de duas bandas fortes referentes a
deformacdo axial do grupamento dioxola em 1037 cm™ e 1249 cm™. A presenca do
grupo —NO, pode ser verificada através das duas bandas fortes em 1350 cm™ e

1525 cm™. A auséncia da banda de deformacdo axial de —OH, bem como o
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aparecimento da banda referente a deformacdo axial de C-O de funcdo éster em
1298 cm™ e a nitida presenca da banda forte referente & deformagcéo axial de C=0
em 1722 cm™, confirmaram a formacéo do éster desejado. Pode-se verificar também
a presenca de bandas referentes & deformacdo axial de C=C de aromatico entre
1600 cm™ e 1465 cm™.
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Figura 39 : Espectro no IV (KBr) do composto 42Wg

No espectro de RMN de 'H do éster 42Ws (Figura 40), foi observada a
presenca de um simpleto em & 6,86 referente a H-6 e um dupleto centrado em
0 6,77 (J = 1,2 Hz), integrando para 2H, atribuido a H-8 e H-9. Tem-se também a
presenca do multipleto mais desblindado em & 8,26 referente aos hidrogénios
aromaticos H-22, H-23, H-25 e H-26.

O simpleto em & 5,95, integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do
anel dioxola (H-2). Ja o dupleto centrado em & 4,09 (J = 12 Hz) corresponde aos
hidrogénios metilénicos (H-17) vizinhos ao grupamento éster formado, enquanto que

o simpleto em & 3,68 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10).
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Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico, sendo o multipleto em & 3.09 atribuido a H-12 e H-16 equatoriais, 0
duplo-tripleto em & 2,10 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto que o multipleto em
0 1,90 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em & 1,25 a H-13 e H-15

axiais. Ja o multipleto em & 1,59 foi atribuido a H-14.
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Figura 40 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) do composto 42Wj

No espectro de RMN de *3C (figura 41) pode-se verificar a presenca de 17
sinais compativeis com a estrutura do composto 42Ws.

Os 6 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19
(6 164,54), C-24 (6 160,83), C-4 (6 150,67), C-5 (d 148,38), C-21 (6 142,18) e C-7
(6 135,31). O sinal em & 130,70 foi atribuido a C-22 e C-26, enquanto que o sinal em
0 123,92 foi atribuido aos carbonos C-23 e C-25. Os sinais em & 123,64, 6 108,18 e
o 107,85 restantes C-6, C-8 e C-9,

respectivamente.

referem-se aos carbonos aromaticos
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Em & 101,00 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo
metilenodioxola, enquanto que em & 69,23 foi identificado o sinal de C-17. O sinal
em & 67,26 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10) e o sinal em & 47,34
foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico ligados diretamente ao
atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 35,73 foi atribuido a C-14 e em & 28,46

aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 41 : Espectro de RMN de **C (200 MHz, CDCl;) do composto 42Ws

No espectro de massas de alta resolucao (Figura 42) do composto 42Ws foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M + 1] com m/z 399,1296, compativel
com a férmula molecular C,;;H2N,Os (MM = 398,41 g/mol), sendo portanto,
condizente com a estrutura do éster 42Ws.

Verifica-se a presenca do pico com m/z 135,0425 indicando fragmentacéo da
subunidade metilbenzodioxola. O pico referente ao ion molecular acrescido do sodio

[M + 23]" ndo foi registrado no espectro.
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Figura 42 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 42Wg

O éster LFQM 145 (42W-) apresentou-se como um solido branco, obtido com
rendimento de 43% apdés purificacdo. O rendimento global de obtencdo do éster
42\W- foi de 69%.

No espectro na regido do IV do composto 42W- (Figura 43) pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a —CH aromatico (3080 cm™) e —CH n&o aromaético
(2937 cm™ e 2839 cm™) e de duas bandas fortes referentes & deformacdo axial do
grupamento dioxola em 1024 cm™ e 1220 cm™. A auséncia da banda de deformacao
axial de —OH, bem como o aparecimento da banda referente a deformacgéo axial de
C-0 de funcéo éster em 1271 cm™ e a nitida presenca da banda forte referente a
deformacao axial de C=0 em 1710 cm™, confirmaram a formacéo do éster desejado.

Pode-se verificar também a presenca de bandas referentes a deformacéo axial de
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C=C de aromaético entre 1600 cm™ e 1465 cm™. Pode ser verificada ainda a

presenca de banda de deformacado angular assimétrica de —CHz em 1446 cm™.
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Figura 43 : Espectro no IV (KBr) do composto 42W-,

No espectro de RMN de 'H do éster 42W; (Figura 44), foi observada a
presenca de um simpleto em & 6,85 referente a H-6 e um sinal em & 6,76, integrando
para 2H, atribuido a H-8 e H-9. Tem-se também a presenca de um duplo-dupleto
centrado em & 7,53 referente aos hidrogénios aromaticos H-22 e H-23 e um simpleto
em & 7,28 atribuido a H-26.

O simpleto em & 5,94, integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do
anel dioxola (H-2). Ja o dupleto centrado em & 4,21 (J = 12 Hz) corresponde aos
hidrogénios metilénicos (H-17) vizinhos ao grupamento éster formado, enquanto que
o simpleto em & 3,61 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10).

Pode-se verificar a presenca do sinal em & 3,92 referentes aos hidrogénios
metilicos H-28 e H-30. Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os

hidrogénios do anel piperidinico, sendo o multipleto em & 3.09 atribuido a H-12 e
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H-16 equatoriais, o duplo-tripleto em & 2,11 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto
gue o multipleto em & 1,81 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em
0 1,37 a H-13 e H-15 axiais. Ja o multipleto em & 1,60 foi atribuido a H-14.

Os sinais ndo atribuidos presentes na regido de aromaticos podem ser devido

a algum tipo de contaminacgéo existente na amostra.
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Figura 44 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) do composto 42W

No espectro de RMN de *3C (Figura 45) pode-se verificar a presenca de 20
sinais compativeis com a estrutura do composto 42W5.

Os 6 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19
(6 166,32), C-24 (6 153,15), C-25 (6 150,24), C-4 (6 147,73), C-5 (6 147,14) e C-21
(6 128,41). Em 6 122,73 tem-se o sinal atribuido a C-7.

Os sinais em & 123,53 e & 123,17 foram atribuidos a C-26 e C-6,
respectivamente. O sinal em & 112,04 foi atribuido a C-22, enquanto que o sinal em
0 110,29 foi atribuido a C-23. Ja os sinais em 6 110,11 e & 107,99 sao referentes a

C-8 e C-9, respectivamente.



73

Em & 101,02 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo
metilenodioxola, enquanto que em & 68,42 foi identificado o sinal de C-17. O sinal
em O 62,14 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10) e os sinais em
0 56,03 e 6 55,98 correspondem aos carbonos C-28 e C-30. O sinal em & 52,97 foi
atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico ligados diretamente ao
atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 36,03 foi atribuido a C-14 e em 6 28,04

aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 45 : Espectro de RMN de **C (200 MHz, CDCl;) do composto 42W-,

No espectro de massas de alta resolucao (Figura 46) do composto 42W- foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M + 1] com m/z 414,1911, compativel
com a formula molecular Cy3H,7NOg (MM = 413,46 g/mol), sendo portanto,
condizente com a estrutura do éster 42\W5.

Outros picos referentes aos principais fragmentos de 42W- foram observados,
salientando-se o pico com m/z 135,0423, correspondente a fragmentacdo da

subunidade metilbenzodioxola e pico correspondente ao ion molecular acrescido do
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sédio [M + 23]" que apesar de seu valor ndo estar atribuido no espectro pode ser

verificado em aproximadamente m/z 436.
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Figura 46 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 42W-,

O éster LFQM 143 (48) apresentou-se como um solido amarelo claro, obtido
com rendimento de 54% apds purificacdo. O rendimento global de obtencéo do éster
48 foi de 74,5%.

No espectro na regido do IV do composto 48 (Figura 47) pode-se identificar a
presenca de bandas referentes a —CH aromatico (3061 cm™) e —CH n&do aromatico
(2956 cm™ e 2933 cm™) e de duas bandas fortes referentes & deformacéo axial do
grupamento dioxola em 1037 cm™, sendo que a segunda banda pode ser verificada
concomitantemente ao estiramento de C—-O de éster na banda larga em 1253 cm™. A
auséncia da banda de deformacao axial de —OH, bem como a nitida presenca da
banda forte referente a deformacéo axial de C=O em 1720 cm™, confirmaram a
formacdo do éster desejado. Pode-se verificar também a presenca de bandas
referentes a deformacao axial de C=C de aromatico entre 1600 cm™ e 1465 cm™ e
bandas referentes ao estiramento de C=C de alceno observadas em 1591 cm™ e
1643 cm™.
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Figura 47 : Espectro no IV (KBr) do composto 48

No espectro de RMN de *H do éster 48 (Figura 48), foi observada a presenca
de um simpleto em d 6,81 referente a H-6 e um sinal em & 6,79, integrando para 2H,
atribuido a H-8 e H-9. Tem-se também a presenca de um dupleto centrado em
0 7,58 (J = 18 Hz) referente ao hidrogénio H-22 e outro dupleto centrado em & 6,71
(J = 18 Hz) referente a H-21. O sinal em & 7,02 foi atribuido a H-24 e H-25, enquanto
gue o simpleto em & 7,26 refere-se a H-28.

Os simpletos em ©& 5,99 e & 5,96 integrando para 2H cada sinal, foram
atribuidos aos grupos metileno dos anéis dioxola (H-30 e H-2, respectivamente). O
dupleto centrado em & 4,09 (J = 12 Hz) corresponde aos hidrogénios metilénicos
(H-17) vizinhos ao grupamento éster formado, enquanto que o simpleto em & 3,50 foi
atribuido aos hidrogénios metilénicos benzilicos (H-10).

Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico, sendo o multipleto em 6 3,11 atribuido a H-12 e H-16 equatoriais, 0

duplo-tripleto em & 2,03 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto que o multipleto em
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0 1,62 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em 6 1,23 a H-13 e H-15

axiais. Ja o multipleto em & 1,44 foi atribuido a H-14.
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Figura 48 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) do composto 48

No espectro de RMN de *3C (Figura 49) pode-se verificar a presenca de 22
sinais compativeis com a estrutura do composto 48.

Os 5 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19
(6 166,88), C-26 (6 148,95), C-27 (6 148,21), C-4 (5 147,45) e C-5 (© 146,79). Em
6 133,00 e & 129,81 tem-se os sinais atribuidos a C-7 e C-23, respectivamente.

O sinal em & 142,18 foi atribuido C-22, enquanto que o sinal em & 115,38 foi
atribuido a C-21. Os sinais em 6 123,79 e & 121,69 foram atribuidos a C-28 e C-6,
respectivamente. Ja os sinais em o 110,36, 6 108,51, 6 107,91 e & 106,39 foram
atribuidos a C-24, C-25, C-8 e C-9, respectivamente.

Em & 101,41 e & 101,20 foram atribuidos aos carbonos metilénicos (C-30 e
C-2, respectivamente) dos grupos metilenodioxola, enquanto que em & 71,59 foi
identificado o sinal de C-17. O sinal em & 64,40 foi atribuido ao carbono metilénico-
benzilico (C-10). O sinal em & 52,23 foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel
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piperidinico ligados diretamente ao atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 35,96

foi atribuido a C-14 e em & 27,83 aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).
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Figura 49 : Espectro de RMN de B3¢ (200 MHz, CDCI3) do composto 48

No espectro de massas de alta resolucdo (Figura 50) do composto 48 foi
possivel identificar o pico do ion molecular [M + 1] com m/z 424,1720, compativel
com a formula molecular Cy4HsNOg (MM = 423,46 g/mol), sendo portanto,
condizente com a estrutura do éster 48.

Outros picos referentes aos principais fragmentos de 48 foram observados,
salientando-se o pico com m/z 135,0425, correspondente a fragmentacdo da
subunidade metilbenzodioxola e pico correspondente ao ion molecular acrescido do
sodio [M + 23] que apesar de seu valor ndo estar atribuido no espectro pode ser

verificado em aproximadamente m/z 446.
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Figura 50 : Espectro de massas obtido pela técnica de impacto de elétrons do composto 48

Uma vez obtida a série dos ésteres originalmente planejada, decidimos pela
preparacao de dois outros derivados piperidino-benzodioxola, incluindo uma funcao
carbamato. A escolha desta funcdo esté sustentada no fato de que carbamatos séo
mais resistentes a hidrolise e, portanto, mais estaveis no ambiente intracelular do
que ésteres, além de serem dois grupos bioisostéricos®. Para tanto, foram
preparados os carbamatos de hexila (50R;, LFQM 146) e etila (50R,, LFQM 147), a
partir do alcool benzil-piperidinico 45, cujo esquema reacional € mostrado no

Esquema 7.
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Esquema 7 : Esquema reacional para a obtencdo dos carbamatos-alvo (50R; e 50R,)

O mecanismo de formacdo destes carbamatos (Figura 51) envolve
inicialmente um ataque nucleofilico do grupo hidroxila de 45 ao carbono eletrofilico
do isocianato, levando a formacdo do aduto 45’. Na sequéncia, a EtsN atua como
base abstraindo o hidrogénio acido do oxénio, levando a formacéo do derivado 45",
que sofre restabelecimento da ligacdo C=0, concomitante a transferéncia de H* pelo
acido conjugado da trietilamina, gerando o carbamato desejado.
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Figura 51 : Mecanismo proposto para a obtencéo dos carbamatos-alvo



80

O carbamato LFQM 146 (50R;) apresentou-se como um sdlido branco, obtido
com rendimento de 85% apos purificacdo em coluna cromatografica. O rendimento
global de obtencédo do carbamato 50R; foi de 90%.

No espectro na regido do IV do composto 50R; (Figura 52) pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a —CH aromatico (3062 cm™) e —CH n&o aromatico
(2927 cm™ e 2854 cm™) e de duas bandas fortes referentes & deformacdo axial do
grupamento dioxola em 1039 cm™ e 1246 cm™. A auséncia da banda de deformacao
axial de —OH, bem como a nitida presenca da banda forte referente a deformacéo
axial de C=0 em 1714 cm™ e o surgimento da deformacao axial de —NH de amida
secundaria em 3331 cm™ confirmaram a formac&o do carbamato desejado. Pode-se
verificar também a presenca de bandas referentes a deformacédo axial de C=C de
aromatico entre 1600 cm™ e 1465 cm™ e bandas referentes & deformacao angular de
—CH, e —CH; entre 1465 cm™ e 1370 cm™.
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Figura 52 : Espectro no IV (NaCl) do composto 50R;
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No espectro de RMN de *H do carbamato 50R; (Figura 53), foi observada a
presenca de um simpleto em & 6,87 referente a H-6 e um dupleto centrado em
0 6,75 (J = 1,8 Hz), integrando para 2H, atribuido a H-8 e H-9.

O simpleto em & 5,94 integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do
anel dioxola (H-2). Verifica-se a presenca do sinal referente ao hidrogénio H-21 do
grupo —NH em & 4,71. O dupleto centrado em 6 3,92 (J = 12 Hz) corresponde aos
hidrogénios metilénicos (H-17) vizinhos ao grupamento carbamato formado,
enquanto que o simpleto em & 3,45 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos
benzilicos (H-10).

Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico e do grupamento alifatico ligado ao nitrogénio, sendo o quarteto em
0 3,15 atribuido a H-22, o multipleto em & 2,92 atribuido a H-12 e H-16 equatoriais, 0
duplo-tripleto em & 2,02 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto que o multipleto em
0 1,69 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais. Por fim, os sinais em 6 1,48 e & 1,32
foram atribuidos a H-13 axial, H-14, H-15 axial, H-23, H-24, H-25 e H-26. O tripleto
mais blindado verificado no espectro em & 0,89 foi atribuido a H-27.
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No espectro de RMN de *3C (Figura 54) pode-se verificar a presenca de 21
sinais compativeis com a estrutura do composto 50R;.

Os 4 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19
(6 156,72), C-4 (0 147,62), C-5 (b 146,68) e C-7 (© 130,88). Os sinais em & 122,38,
6 109,62 e 6 107,83 referem-se aos carbonos arométicos restantes C-6, C-8 e C-9,
respectivamente.

Em & 100,86 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo
metilenodioxola, enquanto que em & 68,91 foi identificado o sinal de C-17. O sinal
em 06 62,87 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10). O sinal em & 52,95
foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico ligados diretamente ao
atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 35,53 foi atribuido a C-14 e em & 28,58
aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).

Os sinais em & 40,57, ® 31,54, & 30,25, & 26,57, & 22,55 e & 13,97 sédo
referentes aos carbonos restantes presentes na estrutura e correspondentes a
cadeia carbonica lateral ligada ao nitrogénio, sendo estes C-22, C-23, C-24, C-25,

C-26 e C-27, respectivamente.
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O carbamato LFQM 147 (50R;) apresentou-se como um sdlido branco, obtido
com rendimento de 63% apos purificacdo em coluna cromatografica. O rendimento
global de obtencéo do carbamato 50R; foi de 79%.

No espectro na regido do IV do composto 50R; (Figura 55) pode-se identificar
a presenca de bandas referentes a —CH aromatico (3062 cm™) e —CH n&o aromatico
(2935 cm™, 2804 cm™ e 2765 cm™) e de duas bandas fortes referentes & deformacao
axial do grupamento dioxola em 1035 cm™ e 1246 cm™. A auséncia da banda de
deformacéo axial de —OH, bem como a nitida presenca da banda forte referente a
deformacao axial de C=0 em 1710 cm™ e o surgimento da deformacéo axial de —=NH
de amida secundaria em 3336 cm™ confirmaram a formagéo do carbamato desejado.
Pode-se verificar também a presenca de bandas referentes a deformacédo axial de
C=C de aromético entre 1600 cm™ e 1465 cm™ e bandas referentes & deformacao
angular de —CH, e —CHjs entre 1465 cm™ e 1370 cm™.
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Figura 55 : Espectro no IV (NaCl) do composto 50R,



No espectro de RMN de *H do carbamato 50R, (Figura 56), foi observada a
presenca de um simpleto em & 6,86 referente a H-6 e um dupleto centrado em &
6,74 (J = 1,8 Hz), integrando para 2H, atribuido a H-8 e H-9.

O simpleto em & 5,94 integrando para 2H, foi atribuido ao grupo metileno do
anel dioxola (H-2). Verifica-se a presenca do sinal referente ao hidrogénio H-21 do
grupo —NH em & 4,70. O dupleto centrado em 6 3,92 (J = 12 Hz) corresponde aos
hidrogénios metilénicos (H-17) vizinhos ao grupamento carbamato formado,
enquanto que o simpleto em & 3,43 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos
benzilicos (H-10).

Os demais sinais do espectro sdo compativeis com todos os hidrogénios do
anel piperidinico e do grupamento alifatico ligado ao nitrogénio, sendo o quinteto em
0 3,21 (integrando para 2H) atribuido a H-22, o multipleto em & 2,90 atribuido a H-12
e H-16 equatoriais, o duplo-tripleto em & 1,97 relativo a H-12 e H-16 axiais, enquanto
gue o multipleto em & 1,68 foi atribuido a H-13 e H-15 equatoriais e o multipleto em
0 1,37 a H-13 axial, H-15 axial e H-14.

O sinal mais blindado, um tripleto centrado em & 1,13, integrando para 3H, foi
atribuido a H-23.
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Figura 56 : Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCl;) do composto 50R;
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No espectro de RMN de *3C (Figura 57) pode-se verificar a presenca de 15
sinais compativeis com a estrutura do composto 50R.

Os 4 sinais mais desblindados foram atribuidos aos carbonos C-19
(6 156,61), C-4 (6 147,58), C-5 (b 146,59) e C-7 (6 132,11). Os sinais em & 122,33,
6 109,61 e 6 107,82 referem-se aos carbonos arométicos restantes C-6, C-8 e C-9,
respectivamente.

Em & 100,87 foi atribuido ao carbono metilénico (C-2) do grupo
metilenodioxola, enquanto que em & 68,98 foi identificado o sinal de C-17. O sinal
em 6 62,98 foi atribuido ao carbono metilénico-benzilico (C-10). O sinal em & 53,02
foi atribuido aos carbonos C-12 e C-16 do anel piperidinico ligados diretamente ao
atomo de nitrogénio. Por fim, o sinal em & 35,58 foi atribuido a C-14 e em & 28,69
aos carbonos metilénicos (C-13 e C-15).

Os sinais em © 35,80 e & 15,27 séo referentes aos dois carbonos restantes
presentes na estrutura e correspondentes a cadeia carbdnica lateral ligada ao

nitrogénio, sendo estes C-22 e C-23, respectivamente.
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4.2 Avaliagéo da atividade antileishmania

Todas as substancias-alvo sintetizadas foram submetidas a avaliagdo da
atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de L. amazonensis. Os
resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 1 e foram expressos em valores de
ICso (UM), obtidos por regressao linear dos valores obtidos em triplicata, em

comparacao com a anfotericina B, utilizada como farmaco padrao.

Tabela 1- Valores de ICsq (UM) para avaliagdo da atividade leishmanicida dos ésteres-alvo e

carbamatos-alvo em comparacdo com a anfotericina B

Compostos Valores de ICs5p (UM)
LFQM 138 54,04
LFQM 139 51,58
LFOQM 140 101,91
LFOQM 141 100,39
LFQM 142 >103,13
LFQM 143 93,44
LFOM 144 41,06
LFOQM 145 42,83
LFQM 146 43,16
LFOQM 147 >124,85

Anfotericina B 5,08

A analise dos dados da Tabela 1 evidenciou que todos os compostos
avaliados frente as formas promastigotas do parasita foram menos ativos do que a
anfotericina B. No entanto, pode-se verificar a presenca de quatro ésteres que
apresentaram valores de ICso promissores, sendo estes os compostos LFQM 144
(ICso = 41,06 uM), LFQM 145 (ICsp = 42,83 pM), LFQM 139 (ICso = 51,58 pM) e
LFQM 138 (ICso = 54,04 uM), sendo o LFQM 144 o mais ativo da série dos ésteres.
Apesar da série ser relativamente pequena, os dados sugerem que na subunidade
éster, a presengca de substituintes eletronegativos relativamente volumosos e
capazes de serem aceptores de interacbes de H favorecem a atividade
leishmanicida, como verificado para as substancias LFQM 144 (42Ws) e LFQM 145
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(42W>), substituidos por grupos —NO, e 3,4-dimetoxila, respectivamente. Por outro
lado, o derivado LFQM 138 (42W;), sem substituintes no anel aromatico foi o quarto
mais ativo da série, indicando que a substituicdo por grupos mais eletronegativos &
importante, mas ndo farmacoforicamente determinante. Dentre o0s derivados
substituidos por halogénio na posicdo para do anel aromatico da funcdo éster, o
mais ativo foi LFQM 139 (42W,), substituido por —Br, que foi cerca de 2 vezes mais
potente que os analogos substituidos por —F ou —CI.

Os resultados corroboram com o relatado por Bello®™, cujo trabalho mostrou
que a presenca do grupo nitro, com forte carater retirador de elétrons por efeito
indutivo e de ressonancia, contribui na preservacao da atividade leishmanicida de
derivados metoxilados de chalconas estudados em programas de simulacéo
computacional. No mesmo trabalho, € mostrado que grupos metoxila exerceram
papel farmacoforicamente relevante na atividade dos compostos, devido
principalmente a rigidez estrutural que estes grupos conferem a molécula,
diminuindo sua liberdade conformacional.

O estudo realizado por Boeck® também com derivados chalcénicos, mostrou
que a inser¢do de um atomo de bromo melhora a atividade leishmanicida, a¢do esta
atribuida a um aumento na permeabilidade da molécula na membrana do parasita, o
gue pode justificar o efeito do bromo observado também no nosso estudo. Além
disso, 0 mesmo trabalho mostra que a insercdo de um grupo nitro contribui para a
atividade e também para a baixa toxicidade do composto, condizendo com o que foi
obtido no nosso trabalho.

Com relacdo aos carbamatos, LFQM 146 (50R; ICsp = 43,16 pM), foi o
composto mais ativo. No entanto, o composto LFQM 147 (50R;, ICso > 124,85 uM)
nao demonstrou atividade leishmanicida relevante, o que pode ser indicativo de uma
contribuicdo hidrofobica relevante a atividade destas substancias.

Este conjunto de dados parece indicar que grupos relativamente
eletronegativos e volumosos sdo farmacoforicamente relevantes para a atividade
leishmanicida, quando utiliza-se uma funcéo éster como subunidade estrutural ligada
ao sistema piperidino-benzodioxola, a exemplo do derivado nitrado LFQM 144
(42Ws). Porém, uma subunidade carbamoila, substituida por um grupo alquila, mais
volumoso e capaz de realizar interacfes hidrofébicas mais intensas demonstrou ser

também um bom padrdo estrutural, contribuindo para o aumento de poténcia da
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série-alvo avaliada como evidenciado por LFQM 146 (50R;), que foi equipotente aos
compostos ésteres LFQM 144 (42Ws) e LFQM 145 (42W-).

4.3 Avaliacdo da viabilidade celular

Diante dos resultados promissores de atividade leishmanicida, ambas as
séries de compostos foram avaliadas quanto a citotoxicidade frente a mondcitos
humanos. Estes ensaios foram realizados sob a supervisdo do Prof. Dr. Luiz Felipe
Leomil Coelho (UNIFAL-MG), cujos resultados estdo mostrados na Tabela 2. Os
dados indicaram toxicidades bastante baixas de todas as substancias, expressas
pelos valores de CCsg e CCq relativamente elevados. A substancia menos téxica foi
LFQM 142 pois em nenhuma das doses de teste foi capaz de induzir morte celular,
seguido dos derivados LFQM 145 e LFQM 147. Com base na relacdo entre CCs €
ICs0-pro, Verifica-se que mais uma vez os compostos LFQM 145 e LFQM 147
apresentaram os maiores valores (40,10 e 19,43, respectivamente), indicando serem
0S compostos mais seguros dentre todos os compostos avaliados. Os valores
elevados de concentracdo citotoxica dos compostos avaliados condizem com o
observado por Singh e colaboradores’®, que ao sintetizarem e avaliarem ésteres de
aminoacidos derivados da piperina obtiveram compostos ativos e pouco citotéxicos.

Tabela 2- Valores de CCs, (LM) e CCqy (LM) para avaliacdo da viabilidade celular dos compostos
LFQM 138-147

Compostos CCso (LM) CCgo (LM) IS*(CCs0/ICs0)
LFQM 138 305,51 737,67 5,65
LFQM 139 207,73 444,07 4,02
LFQM 140 420,45 700,56 4,12
LFQM 141 362,41 657,57 3,61
LFQM 142 NT** NT** -
LFQM 143 950,11 1716,41 10,17
LFQM 144 355,87 641,83 8,66
LFQM 145 1717,62 3176,82 40,10
LFQM 146 142,91 465,94 3,31
LFQM 147 2426,02 4433,28 >19,43

*indice de Seletividade

**N&o toxico nas concentracdes testadas
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizadas 10 substancias de padréo estrutural inédito,
numa rota sintética divergente, em rendimentos globais de 65-90%, ap0s 2 etapas
reacionais.

A avaliacao da atividade leishmanicida in vitro contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis levou a descoberta de 5 substancias com bom perfil de
atividade, sendo trés, LFQM 144 (42Ws, I1Cso = 41,06 pM), LFQM 145 (42W7, ICsp =
42,83 uM) e LFQM 146 (50R;, ICsp = 43,16 pM), muito promissoras. Estas
substancias foram cerca de 8 vezes menos ativas que a anfotericina B, farmaco
padrdo utilizado no tratamento da leishmaniose. Porém, a avaliacdo da viabilidade
celular indicou que os derivados piperidino-benzenodioxola obtidos sdo todos pouco
toxicos frente a células humanas, sendo um importante dado para uma possivel
seguranca terapéutica. O éster LFQM 145 foi o composto que se mostrou mais
seguro dentre todos os sintetizados com relagdo CCso/ICso = 40,009.

Portanto, o conjunto de dados obtidos neste trabalho apontam para a
descoberta de novas substancias com atividade leishmanicida, pouco téxicas e de
facil acesso sintético, que podem representar genuina inovacdo radical no
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos uteis ao tratamento da
leishmaniose. Estudos adicionais de mecanismo de acéo e atividade contra formas

amastigotas in vitro e in vivo deverdo ser ainda realizados.
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