| [
[ [~=2
(1 [~2

|

5§

9

VIRTUS IMPAVIDA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

MARIZA SEVERINA DE LIMA SILVA

PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DE
DERIVADOS 1,3-BENZODIOXOLAS BASEADOS NA PIPERINA FRENTE AS
LARVAS DE Aedes aegypti

Recife
2023



MARIZA SEVERINA DE LIMA SILVA

PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DE
DERIVADOS 1,3-BENZODIOXOLAS BASEADOS NA PIPERINA FRENTE AS
LARVAS DE Aedes aegypti

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal
de Pernambuco, como requisito para a
obtencdo do Titulo de Doutora em
Ciéncias Farmacéuticas.

Area de concentragdo: Farmacos e
medicamentos

Orientador: Prof. Dr. Alexandre José da Silva Gdées

Co orientador: Prof. Dr. Rafael Matos Ximenes

Recife
2023



Catalogacéo na fonte:
Bibliotecaria: Elaine Freitas, CRB4:1790

S586p

Silva, Mariza Severina de Lima
Planejamento, sintese e avaliagdo da atividade larvicida de

derivados 1,3-benzodioxolas baseados na piperina frente as larvas de
Aedes aegypti | Mariza Severina de Lima Silva. — 2023.
196 p. ; il.

Orientador: Alexandre José da Silva Gdes.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro
de Ciéncias da Saude. Programa de Pdés-graduagcdo em Ciéncias

Farmacéuticas. Recife, 2023.
Inclui referéncias, apéndice e anexo.

1. Inseticida. 2. Aedes aegypti. 3. Piper nigrum. 4. 13-
benzodioxola. 5. Piperina. |I. Goes, Alexandre José da Silva

(orientador). Il. Titulo.

6176  CDD (23.ed.) UFPE (CCS 2023 - 158)




MARIZA SEVERINA DE LIMA SILVA

PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DE
DERIVADOS 1,3-BENZODIOXOLAS BASEADOS NA PIPERINA FRENTE AS

LARVAS DE Aedes aegypti

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal
de Pernambuco, como requisito para a
obtencdo do Titulo de Doutora em

Ciéncias Farmacéuticas.

Area de concentracao:

medicamentos

Aprovada em: 27/02/2023

BANCA EXAMINADORA

Farmacos e

Prof. Dr. Alexandre José da Silva Goées (Presidente)
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Profa. Dra. lvone Antbnia de Souza (Examinadora interna)
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Prof. Dr. José Gildo de Lima (Examinador externo)
Universidade Federal de Pernambuco— UFPE

Prof. Dr. Ricardo Oliveira da Silva (Examinador externo)
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Prof. Dr. Luiz Alberto de Lira Soares (Examinador interno)
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE



Dedico este trabalho, a todos que, de alguma forma se fizeram presente neste
processo, em especial & minha mae (in memoriam), por ter sido meu maior exemplo de
forga e fé.

Gratiddo!



AGRADECIMENTOS

Porque dEle, por Ele e para Ele sdo todas as coisas. Nao poderia deixar de
comecgar agradecendo ao meu Deus, por toda maravilhosa graga, e uma desta na
minha vida, é poder ter chegado até aqui. QUE SONHO!

Ao Prof. Alexandre Goées por mais uma vez estd me orientando, me
ensinando e apoiando em toda fase e processo dessa caminhada. Sou muito grata a
Deus por sua existéncia, que além de um grande orientador ganhei um amigo
inestimavel. Gratidao!

Ao Prof. Rafael Ximenes por todo apoio e coorientacdo neste processo. Meu
muito obrigada!

Ao professor Thiago Aquino e Ricardo Oliveira por contribuir com as analises
espectrais.

A R6émulo e Marcilene, que se dispuseram a estar comigo nos ensaios
biolégicos do comeco ao fim. Obrigada por segurarem as minhas maos nesta
caminhada e serem abrigo nos momentos que mais precisei. Nao tenho palavras
para mensurar tudo que vocés representam para mim. Muitooooo obrigadaaaa!l
Também ndo podia deixar de agradecer a Karine, Michel e Lidiane pela grande
ajuda durante minha passagem pelo laboratério.

A Profa Ivone por ter aceitado essa parceria e sido sempre presente quando
precisei. Obrigada.

A Beatriz (Bia), pelo apoio constante, contribuicio e amizade concedida
durante este processo. Obrigada por tudo!

Agradeco a minha familia por sempre estar comigo, me incentivando a néo
desistir, desde a graduacéo até a finalizacdo do doutorado. Em especial a minha tia
Cecilia, que é minha segunda mae e meu auxilio diario.

A todos os meus amigos que permaneceram firmes mesmo diante da minha
auséncia, compreendendo e incentivando nos momentos que eu mais precisei. Em
especial a Thay, que em todo tempo nédo cansou de incentivar, orar e respeitar
minha auséncia. Obrigada por tanto!

A CAPES pelo auxilio financeiro para a execucdo deste trabalho.



RESUMO

O Aedes aegypti, natural do continente africano, € um mosquito pertencente a
familia Culicidae, pelo qual tornou-se o principal vetor de arboviroses que acometem
0os humanos e é considerado um problema de saude publica. As doencas
transmitidas por esses mosquitos sdo prevalentes em mais de cem paises em todo o
mundo, infectando mais de 700 milhées de pessoas. Diante dessa problematica, se
faz necessario a descoberta de novos compostos bioativos de origem natural ou
sintético, que possam ser usados como larvicidas, e sejam eficazes e seguros no
controle e combate a esse vetor. Com base na estrutura dos produtos naturais, o
grupo 1,3-benzodioxola e a fungcdo amida, foram identificados como um farmacéforo
relevante para a atividade inseticida. Neste sentindo, este estudo visou sintetizar e
avaliar a atividade toxicolégica de derivados 1,3- benzodioxolas baseados na
estrutura quimica da piperina contra as larvas do Ae. aegypti. Em relacéo a atividade
larvicida, na série das amidas, a piperina e a tetraidropiperina, foram as mais ativas,
apresentando concentracao letal (CL50) de 78,85 e 54,52 (uM), respectivamente.
Além disso, na avaliacdo da toxicidade aguda, a tetraidropiperina é menos téxica
gue a piperina na dose de 300 mg.kg-1, ndo apresentando sinais clinicos
significativos de toxicidade. Na série dos acidos 1,3-benzodioxolas, o composto 94
foi 0 mais ativo, apresentando mortalidade de 74% das larvas, em 1h de exposicao.
Nos testes de toxicidade aguda, mostrou sinais clinicos suaves em camundongos
tratados com 2000 mg.kg-1, sem quaisquer sinais estruturais de toxicidade em
orgdos como o rim, figado, baco e pulmdes. Dentre os ésteres sintetizados, o
LASSINT-22 foi o mais ativo, apresentando mortalidade mais de 90% na
concentracdo de 700,0 uM em 24h de exposicdo. Diante do exposto, estes
resultados mostraram que tanto a subunidade 1,3-benzodioxola, o tamanho do
espacador, quanto a saturacao/insaturacao na cadeia alifatica séo relevantes para a
atividade bioldgica. Portanto, esses compostos parece ser uma excelente estratégia
de controle a este vetor, podendo ser um produto de grande utilidade em saude
publica.

Palavras-chave: inseticida; Aedes aegypti; Piper nigrum; 1,3-benzodioxola; piperina.



ABSTRACT

Aedes aegypti, native to the African continent, is a mosquito belonging to the family
Culicidae. It is known as the main vector of arboviruses that affect humans and is
considered a public health problem. Diseases transmitted by these mosquitoes are
prevalent in more than 100 countries worldwide, infecting more than 700 million
people. Thus, it is urgent to search for new bioactive compounds of natural or
synthetic origin that can be used as larvicides to effectively and safely control this
vector. Based on the structure of the natural products, the 1,3-benzodioxole group
and the amide function have been identified as a pharmacophore relevant for
insecticidal activity. This study aimed to synthesize and evaluate the toxicological
activity of 1,3- benzodioxole derivatives based on the chemical structure of piperine
against A. aegypti larvae. Among the amide series, piperine and tetrahydropiperine
were the most active, showing a lethal concentration (LC50) of 78.85 and 54.52 (uM),
respectively. Furthermore, in the acute toxicity evaluation, tetrahydropiperine showed
lower toxicity than piperine at a dose of 300 mg.kg-1, with no significant clinical signs
of toxicity. In the 1,3-benzodioxole acid series, compound 94 demonstrated the
highest activity, causing 74% larval mortality within 1h of exposure. In acute toxicity
tests, it showed mild clinical signs in mice treated with 2000 mg.kg-1, without any
structural signs of toxicity in organs such as the kidney, liver, spleen and lungs.
Among the esters synthesized, LASSINT-22 exhibited the highest activity, with over
90% mortality at the concentration of 700.0 uM in 24h of exposure. Overall, these
results indicate that the 1,3-benzodioxole subunit, the spacer size, and the
saturation/unsaturation in the aliphatic chain are relevant to the biological activity.
Therefore, these compounds appear to be an excellent strategy for controlling this
vector, and can be a valuable product in public health.

Keywords: insecticide; Aedes aegypti; Piper nigrum; 1,3-benzodioxole; piperine.
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1 INTRODUCAO

Dentre a diversidade de virus existentes, alguns sdo transmitidos por
artrépodes (arbovirus). Sabendo disso, cerca de trinta virus sdo relatados como
responsaveis por causarem doencas em seres humanos (CLETON et al., 2012), e
guatro desses, causam arboviroses que afetam severamente a espécie humana.
Historicamente, o Aedes aegypti € o principal vetor de doencas epidémicas como a
Dengue, Chikungunya, Zika, e Febre Amarela, e por isso, atualmente € considerado
um grave problema de saude publica (OPAS, 2021). Em muitos paises, com
diferentes caracteristicas econbémicas, climaticas e sociais, estas doencas
propagaram um aumento significativo da morbilidade e mortalidade humana.

Consequentemente, varios estudos tém sido desenvolvidos para viabilizar
estratégias de combate e controle aos mosquitos, bem como para o tratamento das
doencas por eles transmitidas. Todavia, ndo existe um tratamento especifico para as
arboviroses, sendo a reducdo da transmissao do patdgeno através do combate ao
Aedes aegypti, a medida de controle mais eficaz. Sabendo disso, habitualmente, o
controle e combate a este vetor € fundamentado na aplicacdo de inseticidas
sintéticos, como diclorodifeniltricloroetano (DDT), temefés, piretroides, dentre outros.
Apesar destes agentes quimicos serem a forma mais eficaz de controle dos
mosquitos, e por décadas seu uso excessivo, tornou possivel o desenvolvimento de
resisténcia (GHOSH et al., 2012; GEORGE et al., 2014; WILKE &MARRELLI, 2015).
Além disso, causa negativo impacto ambiental, intoxicacdo em seres humanos e o
aparecimento de doencas cronicas (SABARWAL et al.,2018; SMITH et al. 2016;
YANG et al. 2020).

Diante das problematicas causadas pelo Aedes aegypti, 0 surto ocasionado
pelo Zika, levantou questdes éticas no ambito da ciéncia (LESSER; KITRON, 2016),
incentivando pesquisadores a descobrirem novos compostos bioativos de origem
natural ou sintético, que possam ser usados como inseticidas, com eficacia e
seguranca no controle e combate a esse mosquito. A propdésito, esses compostos,
apresentam biodegradabilidade, acdo e degradacado rapida, baixa toxicidade, baixa
fitotoxicidade, e maior seletividade (GEORGE et al.,2014; WILKE &MARRELLI,
2015; HERMAN et al., 2019). A partir dessas consideracoes, relatos na literatura

demonstram a escassez de compostos biologicamente ativos, oriundos dos
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vegetais, para o controle e combate ao Aedes aegypti, incitando a busca por novos
agentes inseticidas. Dentre a diversidade vegetal existente, o género Piper destaca-
se como um dos mais investigados e consequentemente promissor, pela gama de
propriedades bioldgicas comprovadas, principalmente no campo da salde e da
agricultura (NAHAK; SAHU, 2011; RODRIGUES; OLIVEIRA, 2021; MARQUES et al.,
2021). Do ponto de vista cientifico, uma das classes quimicas mais importantes para
a atividade inseticida, sdo as amidas.

A piperina 1, é uma amida natural, isolada dos frutos secos da Piper nigrum
L., que apresenta grande importancia bioldgica, por possuir diversas bioatividades
(UL HAQ | et al., 2020). No que diz respeito as investigacdes da atividade inseticida
da piperina, alguns estudos revelam seu potencial contra cepas resistentes,
causando toxicidade e mortalidade em Anopheles gambiae e Anopheles funestusas
(SAMUEL et al., 2016), além de ser ativo contra Aedes aegypti (CUSTODIO et al.,
2016). Além da funcdo amida como nucleo bioativo, a subunidade 1,3-benzodioxol,
também foi destacada pela sua atividade inseticida, no qual estd presente na
estrutura quimica de substancias como a asaricina (HEMATPOOR et al., 2016),
safrol e os seus isomeros (BHARDWAJ et al., 2010).

Tendo em vista essa necessidade, de obtengcdo de um composto bioativo
seguro e eficaz para combate e controle ao Aedes aegypti, tivemos com esse
estudo, o objetivo de inserir nucleos bioativos, que sdo comprovados por sua
atividade inseticida, assim como a funcdo amida, a subunidade 1,3-benzodioxola e
fendis bioativos aos compostos planejados. Em adi¢cdo, responder ao seguinte
guestionamento: Serda que a presenca/auséncia de insaturacbes, bem como a
diminuicdo desses espacadores, contribuem para o aumento ou diminuicdo da
atividade biol6gica? Portanto, realizamos a sintese de derivados 1,3- benzodioxolas
baseados na estrutura quimica da piperina, para a avaliagdo da atividade larvicida
(Figura 1).



0 5/, :
: _IR:
© O X :

OH OH OH o
HO OCH;

HO 5
Y

Figura 1- Planejamento dos derivados 1,3-benzodioxolas baseados na piperina.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O presente estudo tem por finalidade o planejamento, sintese e avaliacdo da

atividade larvicida de derivados 1,3-benzodioxolas.

2.2 ESPECIFICOS

e Isolar a piperina através do método de extracdo e purificacdo simultanea;

e Sintetizar os derivados 1,3-benzodioxolas;

e Caracterizar estruturalmente os compostos obtidos por meio de Ressonancia
Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN !H), Ressonancia Magnética Nuclear
de carbono treze (RMN %2C), e determinar a massa molecular através de

espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS);

e Avaliar o potencial da atividade larvicida e toxicolégica dos compostos
obtidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Piper nigrum L.

O género Piper pertence a familia Piperaceae, e possui 2.169 espécies
aceitas (WFO Plant List, 2021). Dentre as espécies catalogadas, P. nigrum, P.
longum e P. betle (Figura 2), sdo as mais conhecidas (KHAN et al., 2010). Piper
nigrum (pimenta preta) é uma planta trepadeira perene, lenhosa, crescem facilmente
a sombra com arvores de apoio e podem chegar a 10 metros. Os frutos da pimenta
preta sdo pequenos, medindo de 3 a 4 mm de diametro, do tipo drupa e fincados em
espigdes de 7-15 cm (DAMANHOURI, AHMAD, 2014). Além disso, no caule, contém
de 20 a 30 espigdes, o qual sao recolhidos e secos ao sol, o intuito de separar os
grdos da pimenta do reino. A saber que, um fruto contém uma Unica semente e

comecam a ser colhidos no 4° ou 5° ano, por aproximadamente sete anos (Figura 3).

Figura 2- A) Piper nigrum; B) Piper longum e C) Piper betle.

Devido a sua caracteristica pungente, a espécie Piper nigrum L. é considerada a
especiaria mais utilizada no mundo, originaria das regides tropicais da india. Além
disso, é um dos ingredientes picantes nos alimentos, especialmente nos paises
asiaticos, e também possui aplicagbes na medicina tradicional, perfumaria,
conservantes e inseticidas (RAJA, SETHURAMAN, 2008). Sobre seu uso nos

medicamentos, foi reportada atividade gastrointestinal, antitussigena, dispneia,
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disenteria, dores no estbmago (GULCIN, 2005) e é utilizado como anti-inflamatério,
antipirético, e para tratar epilepsia e mordida de serpentes (MCNAMARA et al.,
2005; VASUDEVAN et al., 2000; SZALLASI, 2005), utilizada também para o
tratamento de colera e dispepsia, além de uma variedade de doencas géstricas e
disturbios artriticos (FERREIRA et al., 2012; KHAN et al., 2010).

)

Figura 3- Plantacdo de pimenta do reino (Piper nigrum), com espigdes.

No Brasil, € comumente conhecida como pimenta do reino ou pimenta preta
(Piper nigrum L.) e seu uso € bastante difundido como condimento e na medicina
popular. Atualmente, é cultivada em varios estados brasileiros, alcancando mais de
100 municipios, dentre eles o Para, Espirito Santo, Bahia, Maranhdo, Ceara,
Paraiba e Amapa (DUARTE & ALBUQUERQUE, 2005). Em 2018, o estado do
Espirito Santo tornou-se o maior em producdo de pimenta-do-reino. Historicamente,
o Brasil ficou entre os cinco maiores produtores mundiais e entre os trés maiores
exportadores de pimenta-do-reino. A produgdo em 2019, segundo a pesquisa do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas (IBGE), atingiu o recorde de 109.400
toneladas (IBGE, 2019).
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3.2COMPOSICAO QUIMICA DA Piper nigrum L.

InvestigacBes fitoquimicas realizadas nas Ultimas décadas, revelaram que
esta especiaria possui diversos metabdlitos e que se distribuem em diferentes
classes, dentre elas, amidas/alcaloides, propenilfenalinas, dentre outras
(BOMTEMPO, 2007; BONG et al., 2010). Dentre as substancias que compbe a
pimenta do reino, a piperina 1 € seu principal constituinte quimico, ocorrendo em
maior proporcdo nos frutos da planta (SEMLER & GROSS, 1988), apresentando
concentracdo de 3-7% (ROMAO et al., 2008). Devido a maior ocorréncia da piperina
nos frutos, a pimenta-do-reino apresenta-se como uma fonte renovavel para esse
composto, uma vez que o manejo efetivo viabiliza colher varias vezes ao ano, sem
prejudicar a planta. Vale salientar, que a piperina foi reportada como tendo isémeros,
gue sao eles a isopiperina 2, chavicina 3 e isochavicina 4 (Figura 4). Todavia sé&o
lentamente transformados em piperina sob efeito da luz, acarretando a perda da
pungéncia dos frutos da P. nigrum (MEGHWAL; GOSWAMI, 2013; KOZUKUE et al.,
2007).
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Figura 4- Estrutura quimica da piperina 1 e dos seus isdmeros isopiperina 2,
chavicina 3 e isochavicina 4. Fonte: A autora (2023).

O oleo essencial (OE) da pimenta preta constitui em média 0,4-7% do peso
seco das drupas e € importante para tratar reumatismo, cansaco, dores musculares

e infeccbes. Além de ter sido utilizado para melhorar a circulagdo sanguinea
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(PETER, 2000; PETER, 2006). Em termos de composi¢cdo quimica, encontram-se
distribuidos nessa especiaria, minerais, vitaminas e nutrientes. Em 100 g de
sementes de pimenta preta, algumas concentracdes de minerais foram identificadas,
como 400 mg de célcio, 235-250 mg de Magnésio, 1200 mg de potassio, 160 mg de
fésforo e menores concentracdes de sadio, ferro e zinco (TAINTER, GRENIS 2001,
NWOFIA, KELECHUKWU, NWOFIA, 2013), bem como 66,5 g de hidratos de
carbono, 10 g de proteinas e 10,2 g de gordura (TAINTER, GRENIS 2001). Além
disso, a pimenta preta também tem uma concentracédo significativa de vitaminas, tais
como vitamina C, B1, B2 e B3. Outros fitoquimicos também encontrados nesta
planta sdo os flavonoides tais como catequina, quercetina e miricetina, além de
carotenoides (ASHOKKUMAR et al., 2015).

E constatado que ha variacdo perceptivel nos metabdlitos principais da
pimenta preta, principalmente no que diz respeito ao 6leo essencial (ASHOKKUMAR
et al., 2021). O perfil do OE presentes nos frutos da pimenta do reino do sul da india,
predominantemente encontram-se [-cariofileno, limoneno, sabineno, a-pineno, B-
bisaboleno, a-copaeno, a-cadinol, a-tujeno e a-humuleno (UTPALA et al., 2008;
SRUTHIE et al.,, 2013). Em Bangladesh, é constituido por B-cariofileno, a-pineno,
limoneno, B-pineno, B-feliandreno, copaeno, 1-naftalenol e B-mirceno (AZIZ et al.,
2012). Contudo, Sri Lanka, Malasia, e Brasil mostraram algumas variaces nesses
metabolitos (ASHOKKUMAR et al.,, 2021). Os principais constituintes do OE da
pimenta preta, sdo 0s que estéo representados na Figura 5.
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Figura 5- Estrutura quimica dos principais constituintes do 6leo essencial da Piper

nigrum L.

3.3ATIVIDADES BIOLOGICAS DA Piper nigrum L.

As plantas em geral, produzem metabdlitos primarios e secundarios que auxiliam

no metabolismo do corpo humano e sao, naturalmente, usados como sistema de

defesas contra patdgenos. Além das plantas medicinais, as de especiarias que sao

caracterizadas por substancias aromaticas e/ou pungentes, também possuem uma

grande influéncia na histéria mundial, pois foram bastante utilizadas para tratar

diversas doencas, assim como, sédo bastante utilizadas para dar sabor aos alimentos

(OZCAN, EREL, HERKEN 2009; NASCIMENTO et al., 2020).
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A familia Piperaceae, desde os primérdios, tem sido fonte de especiarias e de
agentes terapéuticos. Contudo, o género Piper se destaca pela composicdo de
metabolitos com uma variedade de atividades bioldgicas, principalmente inseticida
(SCOTT et al.,, 2008; TAKOOREEUM et al., 2019), além de apresentar potencial
biotecnolégico para a saude e agricultura (NAHAK; SAHU, 2011). Além de algumas
atividades biologicas citadas anteriormente, o 6leo essencial da pimenta preta
também apresenta efeito inseticida (AGBOR et al., 2012; DOUCETTE et al., 2013),
larvicida (MAKHOV et al., 2012), antioxidante e antimicrobiano (SAMYKUTTY et al.,
2013).

A saber, dentre as diferentes atividades farmacoldgicas que esta espécie apresenta,
foram relatadas devido a presenca de alguns fitoquimicos. Entre todos 0os compostos
isolados da P. nigrum, a piperina, pipeno, piperamida e a piperamina, Sao 0S
responsaveis por essa gama de bioatividades (PARMAR et al., 1997; AHMAD et al.,
2012). Sabendo disso, as amidas e seus derivados representam uma classe de
compostos muito importante do ponto de vista biolégico, o que destaca a diversidade
de propriedades, inclusive a atividade inseticida. E a piperina, constituinte
predominante e bioativo da pimenta preta, € um alcaloide piperidinico com

abundantes propriedades biolégicas.

3.4 AMIDA NATURAL: A PIPERINA

A piperina 1 € uma amida natural presente em diferentes espécies do género
Piper, sendo mais abundante nos frutos de Piper nigrum, com concentracao de 3-7%
(ROMAO et al., 2008), podendo ser influenciada por modificacées nas condicdes de
cultivo, tais como clima, condi¢cées de secagem e o local de origem. Esse alcaloide
piperidinico foi isolada pela primeira vez dos frutos de Piper nigrum em 1819, e
posteriormente foi determinada sua estrutura quimica N-[5-(1,3-benzodioxola-4-il-1-
oxo-penta-2E-dienil)] -piperidina.

A estrutura quimica da piperina € composta por uma cadeia alifatica
insaturada que € um espacador entre a piperidina e a por¢do 5-(3,4-
metilenodioxifenil) (Figura 6). Quanto as suas propriedades fisico-quimicas, possui
duas funcdes éter e uma amida N, N’-di-substituida, o que nos diz que a molécula é
guase apolar e insolavel em agua. Sobre sua solubilidade, sabemos que solventes

como éter, alcool, cloroférmio e outros polares, solubilizam essa substancia. Vale
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salientar que em estruturas organicas complexas € dificil prever a solubilidade,
porém, no geral, quanto maior a cadeia carbbnica e menos grupos polares
existentes, menor sera sua solubilidade em solventes fortemente polares, como é o
caso da agua (MERCK, 1996).

5- (3,4-metilenodioxifenil) Piperidina

-_————— -

Cadeia alifatica

Figura 6- Composicao estrutural da piperina por seus grupamentos funcionais.

Em relacéo a biossintese da piperina, sabe-se que a porcdo acil da molécula
da piperina, que € o acido pipérico, tem como precursor o derivado cinamoil-SCoA,
pelo qual é biossintetizado a partir do acido chiquimico, sendo capaz de apresentar
oxigenacdo no anel aromatico. Apdés a obtencdo do tioéster piperoil-SCoA, que é
formado apds reacdo do derivado cinamoil-SCoA com uma unidade de malonoil-
SCoA, seguida da reducao da enona e de uma B-eliminagdo, 0 mesmo reage com a
piperidina para formar a piperina (Esquema 1). Entretanto, mesmo sabendo que a
formacao da piperina se dava por condensacao da piperidina com o tioéster piperoil-
SCoA, Geissman e Crout, propuseram uma rota biossintética para a piperina, apos a
descoberta da enzima piperidina piperoiltransferase, pelo qual mostrou-se especifica
para a piperidina, atingindo 100% de atividade relativa (GEISSMAN, CROUT, 1996)
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Esquema 1- Proposta biossintética da piperina (GEISSMAN, CROUT, 1996).

A piperina é utilizada em terapias tradicionais chinesas, bem como na
medicina indiana, principalmente para o tratamento da dor, calafrios, artrite
reumatica, gripe e febre (TIWARI, MAHADIK, GABHE 2020). O isolamento da
piperina pode ser feito através da extragcdo por solventes, através de aquecimento e
refluxo, extragdes de Soxhlet e Soxhlet modificadas (DBSA), extracao de refluxo por
microondas, dentre outros que podem ser observados na tabela abaixo (TIWARI,
MAHADIK, GABHE et al., 2020).
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Tabela 1- Métodos de isolamento da piperina (TIWARI, MAHADIK, GABHE et al., 2020).

Métodos de extracao Tempo Rendimento

1 Extracdo assistida por ultra-sonicacao baseada em 30 min 1,96%

liquido i6nico (IL)

2 Extracdes de Soxhlet e Soxhlet modificada (DBSA) 11+1h 410,01 %
3 Extracdo assistida por micro-ondas 2 min 92+ 1%
4 Extracdo de fluido supercritico (SFE) 2-5h 81-98%
5 Extracdo de ultrassom 5h 3,9%

6 Extrator Naviglio 3h 317,7mglg
7 Extracdo de refluxo de micro-ondas 90min 2,058%

O método de extracdo e purificacdo simultanea (GOES, 2018) apresenta-se
como uma alternativa eficaz para isolamento de compostos bioativos. Silva e
colaboradores aplicaram este método para obtencdo da biflorina, apresentando
rendimento de 0,6%, sendo este o resultado mais significativo quando comparados
aos métodos descritos na literatura (SILVA, 2019). Portanto, para realizar este
processo utiliza-se um aparelho de vidro denominado aparelho Gées (Figura 7),
onde no interior da coluna preenche-se por uma substancia adequada (1) (SiOz,
Al20O3, dentre outras), na parte superior, do aparelho é adicionado o material a ser
analisado (2). E por fim, na terceira parte do corpo do aparelho, sera alimentado pelo
eluente e/ou sistema ideal (3), através do baldo de fundo redondo sob aquecimento.
Este processo de extracdo e purificacdo simultdnea permite a obtencdo da
substancia desejada com rendimento maior, tempo de execu¢cao menor, e economia
de solventes (SILVA, 2019).
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Figura 7- Método utilizado para isolamento da biflorina (SILVA, 2019).

A crescente busca por compostos bioativos, na pesquisa cientifica, tem
incitado o desenvolvimento de novas estratégias para obtencdo destes, tendo em
vista que, estas moléculas geralmente sdo isoladas em baixas quantidades e muitas
vezes, devido a sua complexidade estrutural, ndo € facilitado por métodos sintéticos
mais rapidos (SANGI, 2016). Desse modo, se faz necessario o desenvolvimento de
métodos que sejam mais rapidos e rendam mais, tanto na quantidade isolada quanto
na economia de materiais e solventes a serem utilizados. Quanto a piperina, desde
gue a mesma foi identificada, em 1819, as atividades bioldgicas relatadas ao seu
respeito, no meio cientifico, sdo alvos de muitos estudos, tendo em vista seu alto

potencial tanto na medicina quanto na agricultura.

3.4.1 Estudos farmacoldgicos da piperina

Ao analisarmos o potencial biolégico da piperina, nota-se que esse composto

€ essencial tanto como molécula prot6tipo e/ou precursora para o desenvolvimento
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de novos agentes farmacologicos. Além de ser facilmente utilizada para obtencéo de
compostos sintéticos, também é facilmente isolada, encontrada em grande
concentracdo nos frutos da planta, possui diversas atividades biologicas reportadas,
entre outras caracteristicas relevantes (RIBEIRO, 2004). Quanto as suas atividades
bioldgicas, elas se distribuem em duas areas importantes: como pesticidas para uso
agricola e como medicamentos para combater infeccGes, tumores, inflamacoes,
obesidades, diabetes, depressao dentre outras.

Em 2013, estudos realizados por Bukhari e colaboradores avaliaram os
efeitos analgésicos e anticonvulsivantes da piperina em modelos de animais,
comparando com a indometacina para condi¢ces inflamatérias e acido valproico,
carbamazepina e diazepan como anticonvulsivantes de referéncia. Os resultados
obtidos revelaram o potencial analgésico e anticonvulsivante da piperina, tendo em
vista que seus resultados foram semelhantes aos farmacos de referéncia. Desse
modo, esses achados podem ser um fator para o uso medicinal da pimenta preta
para dor e epilepsia (BUKHARI et al., 2013). A propésito, Mishra e colaboradores,
utilizando a técnica de patch clamp, mostraram que ha um efeito inibitério da
piperina nos canais de Na*, sugerindo atividade antagonista, contribuindo para
explicar o mecanismo de acdo desse composto para agdes anticonvulsivantes
(MISHRA et al., 2015).

Outro aspecto farmacolégico importante, € que farmacos coadministrado com
a piperina, proporcionam o aumento da biodisponibilidade de diversos farmacos
(OLIVEIRA; ALENCAR-FILHO; VASCONCELLOS, 2014). Os exemplos mais

citados, estdo representados na figura 8.
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Figura 8- Estrutura quimica de farmacos que aumentam a biodisponibilidade,
guando coadministrados com a piperina 1. Neviparina (15), Propanolol (16),
Fenitoina (17), Carbamazepina (18), Pirazinamida (19), Teofilina (20) Esparteina
(21), Nimesulida (22) (OLIVEIRA; ALENCAR-FILHO; VASCONCELLOS, 2014).

Diante disso, nota-se que a piperina € de relevante importancia na pratica
clinica. Entretanto, uma de suas peculiaridades é o efeito inibidor nas reacdes de
biotransformacgéo enzimatica dos medicamentos no figado. Por esta razdo, a mesma
inibe fortemente a hidroxilase hepatica e intestinal de hidrocarbonetos e arilos e a
UDP-glucuronil transferase, o que induz ao aumento da biodisponibilidade dos
farmacos, bem como de fitoquimicos (DEROSA, MAFFIOLI, SAHEBKAR, 2016).

Um outro estudo foi realizado em 2014, com objetivo avaliar a eficacia da
piperina contra o Mycobacterium turbeculosis, agente causador da tuberculose. Foi
comparado o uso da rifampicina isoladamente, assim como, a combinacdo dela com

a piperina. Os resultados obtidos demonstraram que essa combinacéo (1 mg/kg), foi
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mais eficaz do que a rifampicina isolada. Desse modo, os autores supdem que a
sinergia entre a piperina e a rifampicina € uma alternativa terapéutica em pacientes
imunodeprimidos com tuberculose (SHARMA et al., 2014).

Siddiqui e colaboradores avaliaram a eficdcia da piperina sob carcinoma
escamoso oral humano. Os resultados obtidos nesse trabalho indicam eficiéncia da
piperina na inducdo da morte celular, através da perda do potencial de membrana
mitocondrial (PMM) e espécies reativas de oxigénio (EROS), seguida pela ativacédo
da caspase-3, acarretando a interrupcdo do ciclo celular (SIDDIQUI et al., 2017).
Nota-se que a piperina € um fitoquimico bastante estudado para o tratamento do
cancer, incluindo atividades quimiopreventivas sem efeitos citotoxicos significativos
em células normais, em doses < 250 upg/mL (ZADOROZHNA, TATARANNI,
MANGIERI, 2019). Considerando suas propriedades biologicas, além das descritas
acima, a piperina apresenta diversas atividades reportadas na literatura, pelo qual

estdo representadas na Tabela 2.

Tabela 2- Principais atividades farmacoldgicas da piperina (Ul HAQ et al., 2020).

Atividades farmacolégicas Referéncias
Anticancer GRINEVICIUS et al., 2016
Antidiabética KAUR, INVALLY, & CHINTAMANENI, 2016
Antiobesidade BRAHMANAIDU et al., 2014
Anti-inflamatéria ZHAl et al., 2016
Antimicrobiana LAKES, RICHARDS, & FLYTHE, 2019
Antialérgica ASWAR, SHINTRE, CHEPURWAR, & ASWAR,
2015
Imunomoduladora KUMAR et al., 2015
Antienvelhecimento YANG, CHEN, LIU, & QU, 2015
Analgésica e anticonvulsivante SMILKOV et al., 2019
Hepatoprotetora SETHIYA et al., 2015
Antiartritica SMILKQOV et al., 2019
Antidepressiva SMILKOV et al., 2019

Quanto a atividade inseticida, dentre as mais diversas familias botanicas

estudadas com efeito larvicida contra 0 mosquito Ae. aegypti, a Piperaceae destaca-
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se como uma das mais investigadas. A piperina, é o principal constituinte quimico
presente na Piper nigrum, e quanto a sua investigacdo inseticida, Tavares e
colaboradores avaliaram o efeito da piperina sobre ovos de Spodoptera frugipera e
Diatraea saccharalis. A ag&o da piperina a 1% foi promissora, tanto para mortalidade
dos ovos de S. frugipera, quanto para D. saccharalis, apresentando 88,80% e
98,90%, respectivamente. Desse modo, concluiram que a piperina parece
promissora para o controle desses lepidopteros (TAVARES et al., 2011).

Outro trabalho, utilizando a piperina, foi frente as Aleurodicus dispels. Além da
piperina, também foi testado o extrato etandlico da Piper sarmentosum, planta que
também possui a piperina como constituinte quimico. Os resultados obtidos,
demonstraram que a piperina exibiu atividade inseticida relevante frente as ninfas e
adultos de A. dispels, apresentando CLso para os adultos de 28,59 mg/L e para as
ninfas 65,91 mg/L. Além disso, foi avaliado também a atividade ovicida utilizando a
piperina, na qual mostrou-se ativa, com modos de acédo diferentes. A piperina, neste
caso, reduziu a taxa de sobrevivéncia das ninfas recém eclodidas (GANG et al.,
2014).

Em 2016, Custodio e colaboradores desenvolveram um dispositivo de liberacéo
controlada de piperina, com o intuito de investigar sua acao frente ao Ae. aegypti.
Este dispositivo liberou piperina por 16 dias e atividade inseticida residual veio a
ocorrer por até 37 dias (CUSTODIO et al., 2016). Em outro estudo, avaliou a
atividade da piperina contra varias cepas resistentes a inseticidas, esse composto
causou alta mortalidade e mais toxicidade no Anopheles gambiae e Anopheles
funestusas, os vetores da malaria (SAMUEL et al., 2016).

Recentemente, foi desenvolvido nanoestruturas a base de polimeros carregadas
com a piperina, no intuito de melhorar a atividade deste alcaloide frente as larvas de
Ae. aegypti. Quanto a liberacdo da piperina carregada nessas nanoestruturas,
notaram que o composto ativo foi liberado lentamente ao longo de 48 horas,
mostrando o prolongamento da atividade larvicida. Entretanto, a piperina né&o
encapsulada causou maior mortalidade larval nas primeiras horas de exposicéo,
diferindo do sistema de nanoestruturas, que promoveu essa liberagdo ao longo do
tempo. Desse modo, a incorporacdo de piperina em sistemas nanoestruturados
pode ser uma ferramenta eficaz para melhorar o controle larval do Ae. aegypti no
futuro (OLIVEIRA et al., 2021).
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Diversos estudos demonstram o potencial da piperina como precursor ao
desenvolvimento de novas moléculas, potencialmente Gteis no controle e combate
ao Ae. aegypti. Até o presente momento, esse composto apresenta todas as
condi¢cdes para 0 seu uso como molécula protétipo e/ou precursora, desde a sua
abundéncia na planta a variedade em atividades biolégicas, como mencionado

anteriormente.

3.4.2 Modificagdes estruturais na piperina

3.4.2.1 Quimica medicinal

Nas ultimas décadas, a combinacdo de varias estratégias em ciéncia e
tecnologia, resultou no planejamento e descoberta de inovacdes terapéuticas para o
tratamento dos mais variados tipos de doencas. A aplicagdo da quimica e da
biologia possibilitou a compreensdo de mecanismos fisiopatolégicos e
farmacologicos no reconhecimento molecular e das propriedades farmacocinética e
toxicolégicas de compostos bioativos. Inquestionavelmente, esses avangos
cientificos contribuem, principalmente, na qualidade de vida das popula¢des em todo
0 mundo (HUGHES, KALINDJIAN, PHILPOTT, 2011; AMARAL et al. 2017).

A guimica medicinal é uma ciéncia multidisciplinar que investiga os aspectos
relacionados ao planejamento, a descoberta, invencao, identificacdo de substancias
de interesse terapéutico, assim como, os fatores moleculares em relacao a acao dos
farmacos, englobando o discernimento da relacdo entre a estrutura quimica e
atividade biolégica (SAR) (WERMUTH, 2011). O melhoramento do composto
protétipo inclui a etapa de otimizacdo, através de modificacdes planejadas por
técnicas definidas. Quando se determina a atividade farmacolégica do ligante, que
por sua vez é ativo in vivo, preferivelmente por via oral, é considerado composto
protétipo (LIMA, 2007). Estas modificagdes, fornecem informag¢des conformacionais
que favorecem o conhecimento do reconhecimento molecular pelo alvo selecionado,
tendendo ao aumento da poténcia, seletividade, diminuicdo da toxicidade,
adequacao ao perfil farmacocinético (ADMET) e por fim, definindo a SAR (LIMA,
2007; WERMUTH, 2011, BARREIRO, FRAGA, 2014).

Sobretudo, compreende-se por descoberta 0 processo proposto a sele¢do do

alvo terapéutico, ao qual se torna indispensavel para predizer o tratamento de uma
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determinada fisiopatologia. Assim como também, o desenvolvimento de estratégias
no planejamento para modificacdes molecular classicas na quimica medicinal, como:
bioisosterismo, simplificacdo e hibridizacdo molecular (WERMUTH, 2011,
PAPADATOS, BROWN 2013; BARREIRO; FRAGA 2014), concomitantemente o
emprego da modelagem molecular e 0 QSAR. Como exposto, muitos farmacos
interagem com biomoléculas especificas antes mesmo de desempenhar seu efeito
terapéutico. Por sua vez, essas interacbes sao conferidas a diversas forcas
intermoleculares, tais como: ligacdo de hidrogénio, ligacdes ibnicas, forca de van der
Waals e interagcdo dipolo, que sao geradas na acao entre grupos funcionais
(HAMADA, KISO, 2012).

Dentre as estratégias de planejamento para modificacdes estruturais, a
hibridizacdo molecular € bastante utilizada na quimica medicinal. Existem vérias
definicbes agregadas a esta abordagem, entretanto, o conceito mais pertinente é o
relatado por Viegas-Junior e colaboradores, no qual evidenciam ser o desenho
racional de novos ligantes ou protétipos que é fundamentado no reconhecimento de
subunidades farmacoforicas da estrutura molecular de dois ou mais derivados
bioativos conhecidos, que mediante a fusdo apropriada, resultam em inéditos
hibridos que preservam caracteristicas dos protétipos originais (VIEGAS-JUNIOR et
al., 2007). Em outros termos € o desenvolvimento de farmacos que combinam suas
porcdes farmacoforicas, (de diversas substancias biologicamente ativas), que
resultara em um novo composto hibrido com eficacia e interacées aprimoradas, em

comparagao aos compostos originais.

3.4.2.2 Estudos de modificagcOes estruturais na piperina

Existem diversos estudos que utilizam a hibridizacdo molecular na tentativa de
aprimorar os efeitos farmacologicos de determinados farmacos. Além disso,
otimizacdo estrutural de produtos naturais tornou-se uma das estratégias mais
eficazes para o desenvolvimento de novos inseticidas (ZHANG, TIAN, LI, 2022).
Utilizando esta estratégia, Singh e colaboradores, prepararam amidas a partir da
piperina, com ésteres metilicos de aminoacidos naturais, no intuito de avaliar a
atividade leishmanicida (SINGH et al., 2010). A sintese desses hibridos, se deu a
partir da hidrolise da piperina e posteriormente a utilizacdo dos ésteres metilicos de

diferentes a-aminoacidos (Figura 9).



44

23 R= CH,C,H; O>

24 R= CH,CH, pOH R X o
25 R= CH(CH,), I
o]

4

N
H

Figura 9- Estrutura quimica dos hibridos mais ativos sintetizados a partir da piperina
(SINGH et al., 2010).

Os compostos obtidos por Singh e colaboradores foram testados para
avaliacdo leishmanicida in vitro para as formas promastigotas e amastigotas. Os
hibridos sintetizados apresentaram maior atividade que o precursor e 0s ésteres
metilicos de aminoacidos, quando comparados os resultados isoladamente. Dentre
essas amidas testadas, o composto 25 apresentou o melhor perfil em atividade anti-
amastigota (SINGH et al., 2010). Ainda assim, estudando a relacdo estrutura
atividade (REA), notaram que reduzindo as insaturacfes da cadeia alifética, entre o
anel benzodioxol e a carbonila amidica, desencadeou a diminuicdo da atividade anti-

amastigota e acarretou um aumento significativo da atividade anti-promastigota
(Figura 10).

Reducao das insaturacdes leva
a diminuicdo da atividade
anti-amastigota ¢ ao aumento | ,
da atividade anti-promastigota | |
(SINGH et al., 2010). E

o
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Figura 10- Estudo da relag&o estrutura atividade das amidas sintetizadas.

Umadevi e colaboradores planejaram e sintetizaram uma série de compostos
utilizando diferentes aminoacidos e anilina substituida, para avaliar a atividade

anticancerigena e antibacteriana. Mesmo realizando modificacdo na regido
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farmacoforica para atividade anticancerigena, que é a ligacdo amida (MATSUDA et
al., 2009), os compostos 29c e 29a, foram os mais ativos da série, exibindo atividade
significativa para linhagem Hela e para cancer de mama, respectivamente (Esquema
2). Na avaliacdo da atividade antibacteriana, os compostos testados também se
destacaram, quando comparados ao precursor, a piperina (UMADEVI, DEEPTI,
VENUGOPA, 2013).
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Esquema 2- Rota sintética empregada para obtencdo dos compostos 29a-29e,
utilizando aminoacidos e anilina substituida (UMADEVI, DEEPTI, VENUGOPA,
2013).

Estudos para avaliacdo da atividade anti-inflamatoéria de derivados triazdlicos a
partir da piperina também foram realizados (Esquema 3). Dentre essa série de
compostos, o derivado 30g foi 0 que mais apresentou atividade anti-inflamatoria e
analgésica significativa in vivo, quando comparado a piperina e indometacina,

farmaco de referéncia (ALl et al., 2015).
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Esquema 3- Rota sintética empregada para obtencao dos derivados triazélicos 30a-

30s a partir da piperina.

Em 2018, Yang e colaborades realizaram a sintese de analogos contendo
iIsoxazolina/pirazolina para a avaliacdo da atividade pesticida, mais precisamente
pragas agricolas como Tetranychus cinnabarinus Boisduval (acaro), Mythimna
separata Walker (lagarta do cartucho oriental) e Plutella xylostella Linnaeus
(mariposa diamante). Dentre a série testada, os compostos 31 e 32 foram 40 vezes
mais potentes que o fitoquimico de referéncia, a piperina, para T. ceinnabarinus.
Para os resultados contra a mariposa diamante, os compostos 33-35 apresentaram
toxicidade oral mais expressiva do que a toosendanina. Assim como, 0S compostos
34 e 35 apresentaram atividade inibitéria de crescimento mais promissora contra M.
separata do que a toosendanina. Em suma, compostos contendo a porcao

metilenodioxi e isoxazolina foram importantes para a toxicidade oral e inibicdo de
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crescimento contra P. xylostella e M. separata, respectivamente (Figura 11). E os
nacleos etilenodioxi e isoxazolina foram essenciais para a atividade acaricida
(YANG, LV, XU, 2018).
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Figura 11- Estrutura quimica dos analogos mais ativos contra pragas agricolas
(YANG, LV, XU, 2018).

Estudos recentes também foram realizados tomando como base, a piperina.
Wansri e colaboradores, realizaram a semissintese de N-arilamidas, visando avaliar

a atividade antitripanossémicas, antimalaricas e anti-SARS-CoV-2 (Esquema 4)
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Esquema 4- Condicdes e reagentes: ) 20% KOH, MeOH, 24h. 1l) EDCI, HCI, HOB,
THF, 0°C a t.a, 16h, anilina, 2,4-dimetoxianilina e 2,5-dimetoxianilina (WANSRI et al.,
2022).

Os resultados obtidos neste trabalho, foram promissores. Quanto a
citotoxicidade, o composto 35c se destacou em relacdo aos demais compostos, ndo
apresentando-se citotéxico frente a linhagem celular de mamiferos, Vero e Vero E6.
Em relagdo a atividade antitripanossémica contra Trypanosoma brucei rhodesiense,
apresentou ICso 15,46 + 3,09 uM e sua atividade antimalarica contra a cepa 3D7 de
Plasmodium falciparum foi de 24,55 + 1,91 uM, demonstrando ser mais potente que
a piperina. A propdsito, esse mesmo composto inibiu a atividade da protease
principal (3CLP™), em relacédo a atividade anti-SARS-CoV-2 com ICsode 106,9 + 1,2
MM, sendo entédo trés vezes mais potente que a atividade da rutina (WANSRI et al.,
2022).

Diante do exposto, nota-se que estudos utilizando a piperina como precursora
para a sintese de novos agentes, que possam atuar, tanto na medicina como na
agricultura, sdo promissores. Portanto, se faz necessario intensificar a busca por
novos compostos biologicamente ativos, assim como, testes mais avancados que

viabilizem a comercializagdo e auxiliem nos problemas existentes.
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3.5Aedes aegypti L.

3.5.1 Caracteristicas

Ha décadas os mosquitos apresentam destaque em relacdo as doencas
infecto-parasitarias, atuando como vetores. As doencas transmitidas por mosquitos
sdo prevalentes em mais de cem paises em todo o mundo, infectando mais de 700
milhdes de pessoas. Entre os varios virus existentes, alguns sdo transmitidos por
artrépodes (arbovirus). Apesar desta diversidade, cerca de trinta virus séo relatados
como causadores de doencas em seres humanos (CLETON et al., 2012), quatro dos
guais sdo responsaveis por causar arboviroses que afetam severamente a espécie
humana.

Historicamente, o Aedes aegypti € o principal vetor de doencas epidémicas
como a Dengue, Chikungunya, Zika, e a Febre Amarela. Em 1762, Linnaeus foi quem
descreveu pela primeira vez sobre o Ae. aegypti, no Egito. Sobretudo, a ocorréncia
deste mosquito era vista nos tropicos e subtropicos, abrangendo continentes como
americano, Sudoeste da Asia e em toda india (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994, ZARA et
al., 2016). No Brasil, é encontrado este vetor nos 26 estados e no Distrito Federal.

O Ae. aegypti é de cor escura, tem cerca de 3-4 mm de comprimento. O
mosquito pode ser identificado por um sinal em forma de uma lira, no lado dorsal do
térax, e por padrdes brancos e pretos marcantes nas pernas (Figura 12). Sobre seu
habito de vida, é adaptado ao ambiente urbano, doméstico e apresenta atividade
hematofagica diurna e utiliza os recipientes mais frequentes no domicilio ou
peridomicilio para depositar seus ovos e desenvolvimento de sua fase larval, sendo
estes tanques de armazenamento de agua e vasilhames temporarios, como potes,
barris, pneus, latas, garrafas, vasos de plantas dentre outros. Além disso, as larvas
podem ser encontradas em calhas de telhados, bambus cortados e diversos cantos
que possam acumular agua (NELSON, 1986; TAUIL, 2002). E uma espécie
antropofilica e tem habitos diurnos, alimentando-se e depositando 0s ovos,

preferivelmente ao amanhecer e no periodo vespertino.
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Figura 12- Caracteristicas morfolégicas do mosquito Ae. aegypti. Fonte: Biogents
AG.

3.5.2 Ciclo devidado Ae. aegypti

O ciclo de vida dessa espécie é dividido em quatro fases, como a do ovo,
larva, pupa e adultos. A fémea do Ae. aegypti pode produzir 1000 ovos durante toda
a vida. Desse modo, esses ovos sdo distribuidos em diversos criadouros, e esse
comportamento é denominado “oviposicdo em saltos” (do inglés: skip oviposition).
Essa forma de oviposicdo, é uma estratégia que possibilita a propagacdo e
dispersdo dos ovos, como também a preservacdo da espécie (LORENZ;
BREVIGLIERI; VIRGINIO, 2018). Vale salientar que, apenas as fémeas se
alimentam de sangue, pelo qual é necessario para produzir 0s 0vos.

O Ae. aegypti tem em média 40 dias de ciclo de vida, destes, em torno de 7 a
10 para ocorrer a transformacdo do ovo em mosquito adulto e 30 dias até morrer.
Contudo, esse processo pode ser célere devido ao aumento da temperatura. Por
esta raz&o, a estacdo do verdo ha um nimero maior de mosquito. E sabido que, a
fémea deposita em torno de 100 ovos, pelo qual sdo altamente resistentes a
desidratacédo, por isso assegura a viabilidade dos ovos por meses em ambientes de
baixa umidade (BESERRA et al., 2009; LORENZ; BREVIGLIERI; VIRGINIO, 2018).
Além disso, as fémeas preferem ambientes com pouca matéria organica, ou seja,

agua limpa. Embora possam se adaptar a situacdes impostas pelo homem.
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Quando os ovos estdo em condi¢Bes propicias, ocorre a eclosédo das larvas.
As larvas passam por quatros estagios, e ao chegar no estagio final, se transforma
em pupa. A pupa, € uma fase que ndo se alimenta, desse modo, 0 mosquito passa
da fase larval a fase adulta. O adulto emerge da pupa, e geralmente se alimentam

do néctar das frutas para atender a
PIMENTA, CUNHA et al., 2015).
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Figura 13- Ciclo de vida do Ae. aegypti. Fonte: Biogents AG.

No Brasil, a proliferacdo do Ae. aegypti € favorecido devido as condicdes,
tanto sociais quanto ambientais. A urbanizagdo desenfreada contribuiu para gerar
ambientes ricos em deficiéncias estruturas, e com isso 0 saneamento basico ficou
comprometido, dando origem a formacgéo de criadouros deste vetor (BRADBURY,
2011). Contudo, a situacdo entomoldgica enfrentada no Brasil e no mundo, em
relacdo as arboviroses causadas pelo Ae. aegypti, € um grave problema de saude

publica.
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3.5.3 Doencgas causadas pelo Ae. aegypti

Dentre as arboviroses existentes, a Dengue atualmente é considerada a mais
importante no mundo. Em média, 2,5 bilhdes de pessoas estdo propensas a serem
infectadas, especialmente em paises tropicais e subtropicais, tendo em vista que,
sdo regides que as condi¢cdes climéticas, sociais e econdmicas possibiliatam a
propagacao do vetor (BHATT et al.,2013).

Nas décadas de 50 e 60, em 18 paises das Américas, inclusive o Brasil, 0
Ae. aegypti foi erradicado, devido a campanha em prol da febre amarela, que
também é causada por este vetor. Ainda assim, 0s paises que nao conseguiram
eliminar esses mosquitos, viabilizaram uma reinfestacdo dele, tornando entéo,
apenas o Canada e Chile isentos da sua presenca (VALLE, PIMENTA, CUNHA et
al.2015). Aléem da Dengue, outras arboviroses sao causadas pelo Ae. aegypti, como

a chikungunya (CHIKV), Zika virus (ZIKV) e a febre amarela.

3.5.3.1 Dengue

A dengue é uma doenca causada por quatro tipos de virus ou sorotipos, que
sao familiar, porém diferentes, sendo estes virus da dengue 1-4 (DENV-1-4). Esses
sorotipos sdo transmitidos pela picada da fémea infectada da espécie de Ae.
aegypti. E considerada uma doenca febril aguda, com etiologia viral e apresenta
evolucao benigna (forma classica) e grave (forma hemorragica) (BHATT et al.,
2013).

A situacao epidemiolégica no Brasil em 2022, entre os meses de janeiro e
junho, ocorreu um aumento de 197,1% casos de dengue. Até esse periodo, obteve-
se 1.143.041 casos provaveis de dengue, com taxa de incidéncia de 535,8 casos por
100 mil habitantes (OMS, 2022). Comparando com o ano de 2019, houve redugéao
de 9,2% de casos registrados para esse mesmo periodo (Figura 14). No ano de
2022, as regifes brasileiras mais afetadas foram o Centro-Oeste com taxa de
incidéncia de dengue, com 1.585,2 casos/100 mil habitantes, seguida das Regides:
Sul (968,4 casos/100 mil hab.), Sudeste (432,7 casos/100 mil hab.), Nordeste (268,5
casos/100 mil hab.) e Norte (217,7 casos/100 mil hab.) (OMS, 2022).
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Figura 14- Curva epidémica de casos provaveis de dengue no Brasil, entre os anos
de 2019-2022 (OMS, 2022).

Os dados mostrados na curva epidémica revelam que os anos de 2020 e
2021, houve poucos casos de dengue no Brasil. Esses dados sdo questionaveis,
devido ao inicio da pandemia da COVID-19, que sem duvidas a atencdo em saude
foram voltadas ao novo coronavirus, e o compartilhamento de dados sobre a dengue
foram limitados. Por esta razéo, as atividades de monitoramento e controle ao vetor,
com as visitas de agentes comunitarios nas residéncias foram suspensas, por isso
0s niveis de infestacao vetorial devem ter crescido absurdamente (SBTM, 2022).

Ademais, é estabelecido que a COVID-19 ndo é apenas uma infeccéo
respiratoria, mas também uma doenca sistémica. Sabendo disso, durante o estado
precoce, tanto da COVID-19 quanto da dengue, os sintomas clinicos sé&o
semelhantes, como febre, mialgia, dor nas articulagbes, dor de cabeca, letargia, dor
abdominal, diarreia, vbmito e, as vezes, dor de garganta. Por isso, inicialmente,
dificultou a diferenciacdo clinica entre essas duas doencas (OMS, 2020).
Atualmente, com estudos sobre causas e sintomas € possivel diferencia-las
(MALAVIGE et al., 2022).
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3.5.3.2 Chikungunya (CHIKV)

O virus Chikungunya (CHIKV) é um alfavirus transmitido principalmente pela
picada das fémeas dos mosquitos vetores do género Aedes, o0 Aedes
aegypti e Aedes albopictus, encontrados facilmente em areas urbanas. Além disso,
ha também a transmissdo vertical do CHIKV, que é de mae para filho, no qual
também foi relata em diferentes surtos (TOURET et al., 2008; FERREIRA et al.,
2021).

O termo chikungunya foi descrito pelo povo Makonde, local da Tanzania, de
onde foi isolado esse virus do soro do paciente, pela primeira vez em 1952. Esse
termo pode ser traduzido por “doenga que dobra as articulagdes”, tendo em vista
gue surgiu ap6s um surto e era caracterizada como uma doenca artritica debilitante
(ROBINSON, 1955; ROSS, 1956). Durante 50 anos, aproximadamente, apds seu
isolamento inicial, o CHIKV causou surto ocasionais nos continentes africano e
asiatico.

InfeccBes causadas pelo CHIKV possuem sintomas clinicos como febre alta,
e associada a dores articulares. Outros sintomas foram notados, porém em menor
extensdo, como poli artralgia incapacitante e artrite, erupcéo cutanea, mialgia e dor
de cabeca (CUNHA; TRINTA, 2017). As manifestacdes clinicas da Chikungunya séo
bem semelhantes as da dengue, porém o que as difere, e tem como principal
sintoma séo as fortes dores nas articulagdes, que geralmente sdo acompanhadas
por edema. Depois da fase inicial, a doenca pode evoluir para duas etapas
subsequentes, que sdo elas, a fase subaguda e fase cronica (BRASIL, 2017).
Embora a infecgcdo seja geralmente uma doencga autolimitante, alguns pacientes
desenvolvem dor articular persistente que pode durar meses ou anos apos a fase
aguda da doenca.

Nas ameéricas, pequenos surtos foram relatados em dezembro de 2013,
detectado pela primeira vez na Ilha de Saint Martin, no mar do Caribe. Logo depois,
foi sendo disseminado contabilizando 50 casos confirmados na mesma regido. Aos
poucos, o CHIKV se transformou em um grande problema de saude publica, e até o
final de dezembro de 2015, quase um milhdo de casos foram notificados nas
Ameéricas, resultando em 71 mortes, e a transmiss@o autoctone foi confirmada em
mais de 50 territorios (LEPARC-GOFFART et al., 2014).
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No Brasil, até a SE 23 de 2022 houve 115.963 casos provaveis de
Chikungunya, com taxa de incidéncia de 54,4 casos por 100 mil habitantes. Em
comparacao ao ano de 2021, ocorreu um aumento de 94,8% casos (Figura 15). A
regides afetadas, o Nordeste ganhou destaque com maior incidéncia, apresentando
166,6 casos por 100 mil habitantes. Seguida das Regides Centro-Oeste (28,3
casos/100 mil hab.) e Norte (24,1 casos/100 mil hab.) (OMS, 2022).
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Figura 15- Curva epidemiolégica da CHIKV nos anos de 2019-2022 (OMS, 2022).

3.5.3.3 Zika Virus

O Zika virus (ZIKV) também é transmitido pelo Ae. aegypti, e foi identificado
no Brasil em 2015. Apesar de apresentar algumas preocupacdes, a doencga por si s6
nao era motivo suficiente para se declarar emergéncia nacional, principalmente por
gue a dengue, no mesmo periodo teve 1.688.688 casos provaveis, com 986 Obitos
confirmados e nao foi declarado estado de emergéncia. O virus Zika causa doenca
febril, acompanhada por outros sintomas gerais, tais como cefaleia, exantema, mal-
estar, edema e dores articulares, por vezes intensas, sinais clinicos semelhantes
aos de outras arboviroses (VIEGAS, VENTURA, NUNES, 2022).

Em 2015 em alguns municipios do Nordeste brasileiro notificaram o aumento

incomum de bebés que haviam nascido com microcefalia, pelo qual chamou a
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atencdo das autoridades de saude, embora que, nesse momento ndo havia
correlacdo entre as infeccbes causadas pelo Zika virus e microcefalia (VIEGAS,
VENTURA, NUNES, 2022). A situacdo enfrentada pelo Brasil, do surto do Zika virus,
impulsionou os pesquisadores a investigarem se havia alguma correlagdo. Desse
modo, atualmente, sabe-se que a doenca causada pelo virus Zika possui um risco
superior em comparacao as outras arboviroses, em relacdo ao desenvolvimento de
complicacbes neurologicas, como encefalites, Sindrome de Guillain-Barré e outras
doencas neurolégicas. Além do mais, possui como principal complicacdo a
microcefalia (BRASIL, 2021).

Segundo o boletim epidemioldgico, ocorreram 5.699 casos provaveis até a SE
21 de 2022, o que corresponde a uma taxa de incidéncia de 2,7 casos por 100 mil
habitantes. Em comparacdo ao ano de 2021, nota-se um aumento expressivo de
118,9% no numero de casos e ndo houve oObitos notificados (Figura 16) (OMS,
2022).
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Figura 16- Curva epidemioldgica da incidéncia do zika virus nos anos de 2019-2022
(OMS, 2022).

3.5.3.4 Febre amarela (FA)

A febre amarela é uma doenca infecciosa aguda, febril, ndo contagiosa, de
curta duracdo, no maximo 12 dias e a gravidade é variavel. Suas manifestacdes

clinicas iniciais incluem febre de inicio subito, calafrios, dor de cabeca, dores nas
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costas, dores no corpo em geral, nauseas e vomitos, fadiga e fraqueza. Em relacéo,
ao seu estado grave, o individuo pode apresentar febre alta, ictericia, hemorragia e,
eventualmente, choque e insuficiéncia hepatica e renal (ES, 2021).

A doenca é causada por um arbovirus do género Flavivirus, mantém-se
endémica em diversas regides tropicais das Américas e da Africa. A FA, transmitida
ao homem pela picada de mosquito fémea infectado, possui carater sazonal, quando
fatores ambientais propiciam o aumento dos vetores. Atualmente, sdo reconhecidos
dois ciclos béasicos de circulagéo do virus da FA. O urbano, simples, do tipo homem-
mosquito-homem, em que o Aedes aegypti € o principal vetor. E outro silvestre,
complexo, envolvendo diferentes espécies de mosquitos. Atualmente, no Brasil a
febre amarela urbana foi erradicada desde 1942 (ES, 2021).

Por fim, se faz necessério investimentos principalmente para o controle do
vetor, especialmente em locais que o Ae. aegypti, como no Brasil, esta associada a
arboviroses que afetam diretamente o humano. Portanto, as autoridades em saude e
pesquisadores, pelo qual carregam um enorme desafio que além de identificar
precocemente novas areas com risco de transmisséo, buscar novos compostos que
possam controlar e minimizar a incidéncia do vetor e o impacto dessas doencgas na

populagao, respectivamente.

3.6 CONTROLE DE VETORES

Como citado anteriormente, os 0rgdos competentes e profissionais
envolvidos, principalmente com as arboviroses em foco, constituem um importante
desafio para controle dos agentes etioldgicos, em especial o Ae. aegypti. Ainda que
haja recursos, as solucbes parecem tempordrias e se tornam ineficazes, pois
existem problemas como infraestrutura das cidades, e a propria educacdo ambiental
da populacdo, que somatizam para que os métodos tradicionais para controle e
combate ao vetor, ndo se tornem efetivos.

Para auxiliar nesta acdo necessaria, hd a estratégia preconizada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), onde os agentes comunitarios sao treinados
para trabalhar diretamente com a populacdo, durante as visitas, com o objetivo de
eliminar criadouros do principal vetor das arboviroses. Basicamente, existem trés
tipos de mecanismos de controle, que séo eles: mecanico, biolégico e quimico. O

controle mecanico, consiste na protecdo, eliminando qualquer tipo de contato dos
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mosquitos com o homem, seja eliminando criadouros drenando a agua e/ou
protegendo as portas e janelas, com telas. No controle bioldgico, faz-se o uso de
predadores ou patdgenos com potencial para reduzir a populagao vetorial. E por fim,
0 mais utilizado, que é o controle quimico. Por meio desse mecanismo, é possivel
aplicar substancias ativas frente Ae. aegypti em todas as suas formas de vida, desde
gue seja um uso consciente, visando a seguranca ambiental e da populacdo (MS,
20009).

Tradicionalmente, quatro classes de inseticidas sdo empregues na saulde
publica, sdo os organoclorados (OC), piretrdides (Pl), carbamatos (CA) e
organofosforados (OP). O primeiro inseticida de efeito prolongado, foi o dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT) (Figura 17), um organoclorado, desenvolvido durante a
Segunda Guerra Mundial (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2003).

Cl
Cl Cl

Cl Cl

36

Figura 17- Estrutura quimica do inseticida organoclorado, dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT).

O uso de organoclorados, mesmo que tenha sido amplamente utilizado pelos
programas de controle da maléaria, tiveram seu uso interrompido devido a
persisténcia no ambiente e acumulo em tecidos de animais e humanos. Embora
tenha sido proibido como uso agricola, ainda é recomendado pela OMS para o
controle de vetores (CHEN, ROGAN, 2003). Desde A década de 90, os
organofosforados, sdo os inseticidas mais utilizados, tanto na agricultura quanto em
ambientes domésticos. Esses compostos ainda séo utilizados na saude publica, no
controle do vetor da maléria e de arboviroses, como a dengue. Em comparagdo com
0s organoclorados, possuem vantagens de interesse, principalmente na saude

publica, pois sdo biodegradaveis e ndo se acumulam em tecidos. Sua principal
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desvantagem é a instabilidade quimica, que se torna necessaria sua aplicacdo
periodicamente (PALCHICK, 1996).

O temefés 37 (Figura 18) é um organofosforados de uso na agricultura, assim
como no controle de mosquitos. E o larvicida recomendado pela OMS para uso em
agua potavel. Os organofosforados, no geral, agem inibindo a acetilcolinesterase
(AChe), que é uma importante enzima do sistema nervoso central. Muito se fala de
resisténcia gerada, no uso ininterrupto de inseticidas, que por conseguinte tem
ocasionado problemas no controle dos vetores. Praticamente, 0 que acontece € a
fosforilagdo dessa enzima pelo inseticida, mantendo-se inativa. Essa inibigcdo tem
como resultado o acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, que
conseguentemente, interrompe a propagacdo do impulso elétrico. Ainda assim, o
sistema nervoso central serd estimulado e acarreta no processo de paralisia,
resultando na morte do inseto (BRAGA, VALLE, 2007).

s
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Figura 18- Estrutura quimica do organofosforado temefés.

Outra classe bastante difundida, € a dos carbamatos, que tem como
representante o carbaril 38 (Figura 19). Os carbamatos tem acédo letal contra os
insetos, como os organofosforados, porém apresenta um curto poder residual. Seu
mecanismo de acdo, também é pela inibicdo da AChe, ocorrendo uma carbamilacéo.
Diferente dos organofosforados, a inibicdo da AChe € reversivel e apresenta

seletividade contra essa enzima de certas espécies (BRAGA, VALLE, 2007).
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Figura 19- Estrutura quimica do carbaril, um inseticida da classe dos carbamatos.

E por fim, a classe dos piretroides que sédo derivados sintéticos das piretrinas,
gue sao ésteres extraidos das flores da espécie Chrysanthemum cinerariaefolium
(SANTOS, AREAS, REYES, 2007). Por conta de sua acéo contra diversos insetos e
uma toxicidade relativamente baixa em mamiferos, as piretrinas foram muito
utilizadas como inseticidas, por muito tempo. Por outro lado, eram sensiveis a luz
solar e ao ar, diminuindo sua eficacia. Por esta razdo, piretroides sintéticos foram
desenvolvidos no intuito de minimizar essa instabilidade das piretrinas naturais,
envolvendo modificacbes moleculares e atividade biol6gica desses compostos,
adicionando grupos halogenados e cianos (RATELLE; BOUCHARD, 2015).

Atualmente, no Brasil, sdo permitidos o uso de varios piretrdides, como
Aletrina 39, Acrinatrina 40, Bifentrina 41, Bioaletrina 42, Bioresmetrina 43, Lambda-
Cialotrina 44, Cifenotrina 45, Ciflutrina 46, Cipermetrina 47, Deltametrina 48,
Empentrina 49, Esfenvalerato 50, Esbiol 51, Esbiotrim 52, Fenotrina 53,
Fenpropatrina 54, Fenvalerato 55, Fluvalinato 56, Imiprotrim 57, Permetrina 58,
Praletrina 59, Resmetrina 60, Sumitrina 61, Tetrametrina 62, Transflutrina 63
(ANVISA, 2016), pelo qual estdo representados na figura 20. Sobre 0 mecanismo de
acao, os piretroides apresentam mecanismo de acdo semelhante ao DDT, mantendo
os canais de Na* abertos, das membranas dos neurdnios. Em resumo, essa classe
de inseticida afeta diretamente no sistema nervoso periférico do inseto, estimulando
as células nervosas a produzir descargas repetitivas, e por conseguinte, causam
paralisia (BRAGA, VALLE, 2007).
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Figura 20- Estrutura quimica dos inseticidas utilizados no Brasil, aprovados pela
ANVISA.
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E sabido que ha dificuldades no combate e controle ao Ae. Aegypti, 0 que
causa grande preocupacao, por isso se tornou um problema de saude publica, no
Brasil e no mundo. A comecar de sua proliferacdo a reducdo de suas infestacoes,
geradas por diversos fatores, especialmente o uso indiscriminado de inseticidas,
tornou nesse vetor, uma crescente resisténcia. Essas resisténcias conferiram aos
mosquitos adaptacdes, que estdo relacionadas, principalmente a variabilidade
genética e ao metabolismo, pelo qual sdo difundidas ao longo das geracbes
(VARGAS et al., 2022). Entretanto, o uso de inseticidas € uma das estratégias mais
eficaz contra o Ae. Aegypiti.

O fato de os insetos terem uma grande prole, proporciona o aparecimento de
diferentes caracteristicas genéticas nessas populacdes, por conseguinte, 0s
organismos mais aptos sobrevivem, por meio de uma selecdo natural. A saber, os
organismos que tém uma resisténcia maior aos inseticidas apresentam um pool

génico dentro da populacdo. Por esta razdo, eles vao deixando descendentes e 0s
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mais fracos morrem e os mais fortes, como fator de regulacdo, sobrevivem,
carregando consigo uma carga génica que € transferida de geracdo em geracao,
conferindo resisténcia e sofrendo variabilidade dentro da populacdo de insetos
(MOREIRA et al., 2009).

Diante do exposto, torna-se necessario avango nos estudos para obtencao de
novos inseticidas, principalmente de origem natural, que sejam eficazes e seguros
gue possam combater e controlar os insetos, sobretudo sem causar resisténcia aos

mesmaos.

3.7A BUSCA POR NOVOS INSETICIDAS DE ORIGEM NATURAL

O uso de produtos naturais para investigacdo de sua atividade larvicida, deu
inicio na década de 1980. A maior parte dos estudos realizados, foram utilizando
Oleos essenciais e extratos brutos, onde, na maioria dos casos ndo se conhecia a
gual metabdlito esta atividade, estava sendo atribuida (SCKENKEL et al., 2000).

Dentre as familias botéanicas existentes, as que se destacam por apresentar
potencial larvicida sdo as da Fabaceae, Rutaceae, Piperaceae e Boraginaceae. E
dentre as classes de metabdlitos secundarios comumente encontradas e com alto
potencial larvicida sdo as quinonas, amidas, limonoides, estilbenos, cumarinas e
sesquiterpenos. As amidas, lactonas, flavonoides e rotenoides destacam-se por
apresentar valores de CLso baixos, e por isso, considera-se produtos com maior
potencial como agente para controle do Ae. aegypti (GARCEZ et al., 2013).

Como mencionado, a classe das amidas se apresenta como promissora para
atividade larvicida. Vale salientar que, das amidas identificadas com esse potencial
(Figura 21), sete foram isoladas do género Piper nigrum. Em relacdo a aspectos
estruturais, essas amidas apresentam ligagdes duplas conjugadas e a maioria com
configuracdo E, apenas os compostos 69 e 70 que sdo Z (GHOSH, CHOWDHURY,
CHANDRA, 2012). Diante do exposto, € possivel considerar essa espécie como

fonte de compostos a serem utilizados no controle do Ae. aegypti.
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Figura 21- Estrutura quimica das amidas isoladas com atividade larvicida.
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Outra classe de compostos biologicamente ativos e que se destacam por

apresentar atividade larvicida, sdo os fenilpropanoides, comumente encontrados em

Oleos essenciais das plantas. Essa classe, apresenta em sua cadeia lateral com trés

atomos de carbono derivados de acidos aminados arométicos (Figura 22). Dentre

eles, encontra-se o safrol 71, 6leo volatil isolado do Sassafras (Sassafras albidum), o

isosafrol 72, componente da Jasminum officinale. O anetol 73 principal componente

do Oleo volatii do anis-estrelado (lllicium verum); o eugenol 74, componente

majoritario do cravo (Syzygium aromaticum); o cinamaldeido 75, um aldeido

aromatico presente no 0Oleo da casca da canela (Cinnamomum zeylanicum); a

miristicina encontrada no 06leo do noz-moscada (Myristica fragrans) 76 e o0s

isdbmeros, elimicina 77 e trans-isoelimicina 78 (DEWICK, 2009).
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Figura 22- Estrutura quimica de fenilpropanoides isolados de 6leos essenciais, com
atividade larvicida.

Os terpenos em geral, sdo bastante relevantes do ponto de vista biolégico.
Estudos constatam que esta classe de substancias naturais, tornam-se uma fonte de
moléculas promissoras, devido ao amplo espectro de atividade biolégica. Em termos
estruturais, sdo classificados quanto ao numero de carbonos, sendo entdo o
resultado do numero de moléculas isoprénicas presente em sua estrutura quimica.
Os terpenos mais encontrados sao, os monoterpenos (Cio) e sesquisterpenos (Cis),
pelo qual sdo bastante estudados devido as diversas atividades biolégicas
expressas por essa classe de compostos (CASTRO et al.,, 2015). Dentre essas
bioatividades,  destacam-se  anti-inflamatéria, antioxidante, antibacteriana,
antifingica, anticarcinogénica, inseticida entre outras.

Dentre os compostos encontrados na classe dos terpenos, o timol e o
carvacrol sdo bastante estudados devido a sua aplicabilidade biolégica. O timol (5-
metil-2-isopropilfenol) 79 é um monoterpenoide, sélido branco, isolado de o6leos
essenciais de plantas da familia Lamiaceae, incluindo os géneros Thymus, Ocimum,
Origanum e Monarda (MARCHESE et al, 2016). O carvacrol 80 €& um

monoterpenoide liquido oleoso, presente no OE de diversas plantas aromaticas,
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dentre as mais conhecidas estdo: o orégano (Origanum vulgare), o tomilho (Thymus
vulgaris), a pimenta (Lepidium flavum) dentre outras (Figura 23) (FACHINI-QUEIROZ
et al., 2012; SHARIFI-RAD et al., 2018).

CHs CH,

Hs3C CH; HsC CH,4
79 80

Figura 23- Estrutura quimica do timol 79 e carvacrol 80.

Em relacdo a atividade inseticida desses compostos, 0 timol se apresenta
como mais ativo frente a alguns insetos. Novelino e colaboradores evidenciaram a
eficiéncia do timol em repeléncia e mortalidade, com 35% e 65% respectivamente
frente a larvas de Boophilus microplus, se destacando dos demais com atividade
dual para esse inseto (NOVELINO, DAEMON, SOARES, 2007). Por apresentar
potencial de repeléncia, agregando-se tecnologias para a viabilidade de um produto
repelente promissor, foi preparado nanocapsulas a base de timol (NCT) para avaliar
a atividade repelente contra o Ae. aegypti. Os resultados preliminares do potencial
repelente das NCT ao mosquito, em humanos, promoveram até 67% de repeléncia
apos a administracdo tépica (MORAES, 2015). Nesta mesma perspectiva, Matos
também desenvolveu nanocépsulas contendo timol com atividade repelente contra
ninfas de Rhipicephalus sanguineus. Os resultados dessas nanocapsulas foram
expressivos, tendo em vista que esse nanossistema liberou 68,59 + 2,34% de timol
em 24 horas e obtiveram atividade repelente de 60-70% durante 2 horas (MATOS,
2022).

E imprescindivel saber que, a compreensdo da relagdo estrutura-atividade
(REA) dos compostos se torna alvo de estudos para o planejamento, sintese e
avaliacao biolégica. Desse modo, sabe-se que a REA de produtos naturais é a base

para planejar novos agentes com potencial, para diversas propriedades bioldgicas.
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Em relacdo a atividade inseticida, varios estudos de REA foram relatados. Em
2012, foi realizado um estudo contra as larvas de Ae. aegypti do quarto estagio de
alguns monoterpenos como o eugenol 74, geraniol 82, linalol 84, L-mentol 86 e
terpeniol 88, seguido do estudo de REA de cinco derivados acetilados (Figura 24).
Os resultados desse estudo, demonstraram que os compostos acetilados foram
mais ativos do que 0s monoterpenos, que continham o grupo hidroxila néo
substituido. Dos cinco compostos acetilados, 0 acetato de eugenila foi o0 mais ativo
contra as larvas de Ae. aegypti, pelo qual em sua estrutura ha a presenca de um
anel aromético e uma cadeia lateral com uma dupla ligacéo alilica, podendo ser
esses grupos os contribuintes para aumento da atividade biolégica (PANDEY et al.,
2013).

OCH,

R=H, eugenol 74 | R= H .
. = H, geraniol 82
R= CH3CO, acetato de eugenila 81 R= CH,CO, acetato de geranila 83

R
N o~
R=H, linalol 84 /R R= H, L-mentol 86
R= CH;CO, acetato de linalila 85 (¢} R= CH;3CO, acetato de mentila 87

R= H, terpeniol 88
R= CH3CO, acetato de terpenila 89
(0]
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Figura 24- Estrutura quimica dos monoterpenos e dos seus derivados acetilados.
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O indol e sulfonamidas, também sdo grupos importantes para a atividade
inseticida. No caso do indol, € uma molécula de sinalizacdo que € facilmente
reconhecida pelos insetos, podendo influenciar em seu comportamento como
impedindo a oviposi¢cdo, bem como em repeléncia ao Ae. aegypti (LEE; WOOD,;
LEE, 2015; SOUSA et al., 2019). O composto 90 (1H-indol-5-sulfonamida, 2,3-
dihidro-N-(3-metoxifenil) -2-metil-1-(1-oxopropil) (Figura 25) é um bloqueador de
canal retificador de potassio (Kir) em Ae. aegypti. Nesse estudo, identificou que esse
composto apresenta ClLso de 0,32 uM, e que os grupos destacados (indol e
sulfonamidas) séo essenciais para a atividade de bloqueadores de AeKirl nos
mosquitos. A saber, estudos in vitro comprovaram que aplicacbes de inibidores
nesses canais, bloqueiam a saida de urina de fémeas adultas, levando ao inchago
abdominal e levando a morte, no periodo de 24h (RAPHEMOT et al., 2014).

Nucleo sulfonamida

------------------

Figura 25- Estrutura quimica do derivado inddlico.

Os derivados de metilenodioxifenil (1,3-benzodioxola) tém sido identificados
como porcbes farmacoforicas para a atividade inseticida. Por esta razdo, os
compostos que possuem em sua estrutura o nacleo 1,3-benzodioxola sdo muito
reativos em sistema bioldgicos, interagindo com uma variedade de sistemas
enzimaticos, podendo agir como inibidor ou indutor. Alguns compostos com
atividade inseticida, de origem natural, possuem em sua estrutura esse nucleo,
como o safrol 71, o isosafrol 72, a miristicina 76 (Figura 22), bem como a piperina 1,
gue além de possuir a porcao 1,3-benzodioxol, é composto pelo nicleo amidico que

também é primordial para atividade inseticida.
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E infima a diversidade de compostos que s&o isolados de plantas com
potencial inseticida. Sabendo que, a producédo de agentes com atividade inseticida a
partir de produtos originados de plantas, apresentam diversas vantagens, além de
serem biologicamente ativos, sdo biodegradaveis e ndo sao bioacumuladores. Assim
como também, podem retardar o processo de resisténcia. Por esta razdo, os
estudos com esse fim, tendo em vista a problemética existente, passam a ser
indispensaveis no planejamento de metodologias sintéticas que busquem o
desenvolvimento de compostos seguros e eficazes, para 0 combate e o controle ao

vetor das arboviroses que acometem a populacao.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
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A seguir sera descrito os materiais utilizados nos ensaios quimicos e biologicos

dos derivados 1,3-benzodioxolas

4.1.1 Reagentes e Solventes

Todos o0s reagentes foram obtidos comercialmente,

previamente destilados para a utilizagao.

Acetato de etila
Acetona

Cloroférmio
Diclorometano

Etanol

Eter etilico

Hexano

Metanol

Sulfato de sodio anidro
Trietilamina
3,4-(metilenodioxi) acido cinamico (99% trans)
Acido piperonilico
Paracetamol

Salicilato de metila
Timol

Carvacrol

Eugenol

4.1.2 Equipamentos (Ensaios quimicos)

VETEC
CINETICA
MERCK
CINETICA
CINETICA
VETEC
CINETICA
CINETICA
VETEC
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH
PHARMAPELE
UFPB
UFPB
UFPB
UFPB

e o0s solventes

Para a obtengcdo dos derivados 1,3-benzodiaxolas, utilizamos: balanga

analitica modelo E. METTER, capela de exaustdo, placa de aquecimento com
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agitador magnético — FANEM, centrifuga PCL séries, rotaevaporador modelo 802 —
FISATON, estufa — FANEM e aparelho Goes.

4.1.3 Pontos de fuséo
Os pontos de fusao foram medidos em um fusidmetro Fisatom ® modelo 431
da série 1511035.

4.1.4 Infravermelho (V)
O espectrometro de infravermelho (V) utilizado foi o aparelho PerkinElmer ®

(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia atenuada.

4.1.5 Espectrometria de Massas (MS)

Os espectros de massa de ESI de alta resolucdo foram medidos num

espectrometro de massa Bruker microTOF.

4.1.6 Espectrometria de ressonancia magneética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN H e RMN 13C foram gerados no espectrometro Bruker
Avance Il de 600 MHz e outros no VNMRS400 operado a 400 MHz. As amostras
foram solubilizadas em cloroformio deuterado (CDCIs) e Dimetilsulfoxido (DMSO).
Os espectros foram obtidos com os deslocamentos quimicos expressos em ppm
dispondo do tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno no caso dos RMN H. As
constantes de acoplamento (J) foram medidas em hertz e os picos sao apresentados
como s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), g (quarteto), br s (simpleto largo), dd
(duplo dupleto), m (multipleto).

4.2 METODOS

A seguir sera descrito o novo método de extracdo e purificacdo simultanea
para obtencdo da piperina, a metodologia sintética dos compostos obtidos, assim

Como 0s ensaios bioldgicos.
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4.2.1 Método de extracao

42.1.1 Isolamento da piperina

Para isolarmos a piperina, os frutos secos da pimenta do reino foram
submetidos ao método de extracdo e purificacdo simultanea utilizando o aparelho
Goes (Figura 7). Este método consiste na passagem do sistema de solvente através
do p6 da pimenta do reino, obtidos comercialmente, e & medida que o extrato foi
surgindo, houve a separacdo do produto através da coluna de silica, retida na parte
inferior do aparelho Goées. Durante 6 horas, utilizando 320 g da pimenta do reino
triturada, 80 g de gel de silica e 630 mL de eluente, obtivemos 8,5 g do composto
puro, com rendimento de 2,65%. Apds obtencdo deste composto puro, realizamos a
hidrolise basica para obtencéo do &cido pipérico (LASSINT-1).

Piperina

Caracteristica: Cristais amarelo claro;

* Rendimento: 2,65 %

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 285,34 g/mol

- PF: 131-133 °C (Lit. 130,48°C)

* Rf: 0,38 (Hexano/ acetato de etila 7:3)

« IV (cm™1): 2941-2850 (CH2), 3010 (CH ar), 1633 (C=0), 1611-1491 (C=C ar), 1250

(CH2 metilenodioxi)
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« RMNH (400 MHz, ppm, CDCls): & = 7,39 (ddd, J = 14,4, 8,4, 2,0 Hz, 1H, Hp), 6,97
(d, J = 2,0Hz, 1H, H-2), 6,88 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H, H-6), 6,76 (d, J = 14,4 Hz, 1H,
Hy), 6,75 (dd, J = 14,4 Hz, 1H, H3), 6,73 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5), 6,42 (d,J= 14,4, Hz,
1H, Ho)5,96 (s, 2H, OCH:0), 3,56 (m, 6H,CH2), 1,84 — 1,54 (m, 6H, CH>).

« RMNC-APT (100 MHz, ppm, CDCls): § = 165,45 (C=0); 148,22 (C); 148,13 (C);
142,41 (CH2); 138,17 (CH2); 131,09 (C); 125,42 (CH); 122,42 (CH); 120,15 (CH);
108,49 (CH); 105,73 (CH); 101,25 (CH2); 45,89 (CH2); 43,14 (CH2); 26,63 (CH2);
25,57 (CH2); 24,57 (CH2);

4.2.2 Metodologia sintética

Nesta sessao, sera apresentada a hidrogenacdo da piperina, em seguida a
obtencdo da série das amidas a partir dos acidos 3,4-(metilenodioxi) cinamico (94),
3,4-(metilenodioxi) diidrocin@mico (LASSINT-18) e piperonilico (97). A preparacao do
acido pipérico (LASSINT-1) obtido a partir da piperina e por fim, a obtencdo dos
ésteres 1,3-bendioxola com o0s respectivos acidos incluindo o &cido
tetraidropiperinico (LASSINT-7).

4.2.2.1 Obtencédo da 5-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) -1-(piperidin-1-il) pentan-1-ona

(tetraidropiperina)

s a
O
Pd/C-10%
<O:©/\/\)‘\ O Acetato de etila OD/\/\*I\O
0 ta, 6h O
Piperina Tetraidropiperina
1 91
L J

Esquema 5- Hidrogenacao da piperina, para obtencdo da tetraidropiperina (91).

Procedimento experimental:
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Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 125 mL, foi adicionado
200mg (4,58 mmol) da piperina em 20 mL de acetato de etila e 80 mg do catalisador
Pd/C10%. A suspencao foi mantida agitada a temperatura ambiente, por alguns
minutos e posteriormente o baldo foi vedado com um septo. Foi expurgado o ar
presente no baldo através de uma agulha, com gas hidrogénio por intermédio de um
sistema fixado ao septo (Figura 27). Em seguida deixou-se a mistura reacional sob
presséo positiva de Hz por 6 horas sob agitacao vigorosa. Apés o término da reacao,
ao qual foi acompanhada por CCD, o meio reacional foi filtrado através de papel de
filtro, para remocéo do catalisador. O solvente foi evaporado sob pressao reduzida, o
0leo amarelado obtido foi purificado por coluna de silica gel, utilizando um sistema
eluente hexano / acetato de etila (70/30).

Gas hidrogénio

| Cloreto de calcio
‘| anidro

Solugéo de
hidréxido de
sodio a 10%

Limalha de
| aluminio

Pd/C10% e acetato de etila

Figura 26- Sistema para obtencdo de Hz em laboratério via rota alcalina (dos

autores Silva e Goes).



Tetraidropiperina
91

e Caracteristica: 6leo incolor;

* Rendimento: 75% (152,14 mg)

* Tempo reacional: 6h

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 289,37 g/mol

* Rf: 0,53 (Hexano/acetato 6:4)

« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): & = 6,72 (d, J = 7,9 Hz, 1H, CH), 6,63 (d, J = 7,8
Hz, 1H, CH), 5,92 (s, 2H, CH2) 3,59 — 3,48 (m, 1H, CH>), 3,42 — 3,28 (m, 1H, CH2),
2,57 (t, J = 6,9 Hz, 1H, CH2), 2,34 (t, J = 7,1 Hz, 1H, CH>), 2,07 (d, J = 16,1 Hz, 1H,
CH2), 1,70 — 1,48 (m, 6H, CH).

« RMNI3C-APT (150 MHz, ppm, CDCls): & = 171,33 (C), 147,89 (C), 145,52 (C),
136,19 (C), 121,08 (CH), 108,84 (CH), 108,04 (CH), 100,67 (CH2), 46,74 (CHy),
42,69 (CH2), 35,42 (CHz), 33,21 (CH2), 31,40 (CH2), 26,54 (CHz), 25,57 (CH2), 24,93
(CH2),24,55 (CH2).

4.2.2.2 Procedimento geral para obtencéo dos compostos LASSINT-29-31.

Em um baldo de fundo redondo com uma capacidade de 10 mL, foram
adicionados 150 mg dos acidos respectivos, em 3 mL de diclorometano (DCM) seco.
Depois, 10 equivalentes de SOCI. foram adicionados a cada mistura reacional e
foram mantidos agitados durante 3h sob refluxo. Apos esse tempo, o solvente foi

removido sob pressdo reduzida. Os intermediarios formados foram submetidos ao



76

banho de gelo e adicionado o DCM seco, piperidina (1,0 eq), e EtsN (3,0 eq) e
mantidos agitados a temperatura ambiente durante 3 h. Os compostos obtidos foram

purificados por cromatografia em gel de silica utilizando sistema eluentes préprios.

o) A H, Pd/C-10%, AcOEt O

< nOH ’ ><

\30012 DCM, Refluxo/

0 / \
O
o <
O
\ Piperidina DMAP/
Et;N,DCM
0]

(0]
0]
N
N < 28
@) n=0,1

(LASSINT-30-31)
(LASSINT-29)

n=1

Esquema 6- Rota de sintese empregada na preparacdo das amidas (LASSINT-29-
31).

4.2.2.2.1 (E)-3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) -1-(piperidin-1-il)  prop-2-en-1-ona

(LASSINT-29)
O
0 NN
0

LASSINT-29

» Caracteristica: 6leo incolor;
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* Rendimento: 84% (170,56 mq)
* Tempo reacional: 3h

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 259,30 g/mol
* Rf: 0,42 (hexano/acetato de etila 7:3)
* RMN!H (400 MHz, ppm, CDCls): & = 7,58 (d, J = 15,3 Hz, 1H), 7,05 (s, 1H), 7,01
(d, J =7,7 Hz, 1H), 6,81 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 15,3 Hz, 1H), 6,01 (s, 2H),
3,63 (m, 4H), 1,86 (m, 6H).
« RMN*3C (100 MHz, ppm, CDClg): & = 165,45 (C=0), 148,82 (C), 148,20 (C),
141,94 (CH), 129,97 (C), 123,56 (CH), 115,74 (CH), 108,48 (CH), 106,36 (CH),
101,38 (CH2), 46,98 (CH2), 43,35 (CH2), 26,76 (CHz), 25,63 (CH2), 24,68 (CH>).
4.2.2.2.2 3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) -1-(piperidin-1-il) propan-1-ona (LASSINT-30)
0
0
o)
LASSINT-30

« Caracteristica: 6leo amarelo;
* Rendimento: 92% (150,59 mg)
* Tempo reacional: 3h
» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 261,13 g/mol
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* Rf: 0,40 (hexano/acetato de etila 8:2)

« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): & = 6,75 (s, 1H), 6,73 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 6,68 (d,
J=7,0Hz, 1H), 5,94 (s, 2H), 3,47 (m, 4H), 2,93 — 2,56 (M, 4H), 1,71 — 1,45 (m, 6H).

- RMN13C (150 MHz, ppm, CDCls): & = 170,49 (C=0), 147,56 (C), 145,73 (C),
135,20 (C), 121,13 (CH), 108,89 (CH), 108,20 (CH), 100,75(CH2), 46,50 (CHz), 42,68
(CH2), 31,31 (CH2), 30,32 (CH2), 26,36(CHy2), 25,50 (CH>), 24,47 (CH2).

4.2.2.2.3 benzo[d] [1,3] dioxol-5-il (piperidin-1-il) metanona (LASSINT-31)

LASSINT-31

» Caracteristica: 6leo amarelo;

* Rendimento: 98% (208,76 mQ)

* Tempo reacional: 3h

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 233,10 g/mol

* Rf: 0,45 (hexano/acetato de etila 7:3)

« RMNIH (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 6,94 (s, 1H), 6,91 (d, J= 7,5, 1H), 6,83 (d,
J=7,5, 1H), 6,01 (s, 2H), 3,67-3,02 (M, 4H), 1,79 — 1,19 (m, 6H).

4.2.2.3 Hidrolise basica para obtencdo do LASSINT-1 a partir da piperina 1.
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( N\
Q 1) KOH/EtOH Q
0 X 2) HCl 0 X
% N 27 - ¢ OH
o Refluxo, 80°C o
Piperina LASSINT-1
\ _J

Esquema 7- Hidrdlise basica da piperina para obten¢do do composto LASSINT-1.
Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 100 mL foram
adicionados 1g (0,0037 mmol) de piperina juntamente com 36,5 mL de solucao
alcoolica de KOH 20%. A mistura reacional foi mantida agitada sob refluxo a 80°C
por 24h. Durante o periodo reacional, a mistura passou de amarelada a marrom
claro com turbidez. Ao término da reacdo, ao qual foi monitorada por CCD,
adicionou-se algumas gotas de HCI concentrado até atingir pH 3, resultando na
precipitagdo do acido pipérico na forma de um sdlido amarelo. Apos filtragdo a vacuo

o sélido impuro, foi lavado com acetona e depois recristalizado em etanol.

O
<O X OH
(@]
LASSINT-1

*Caracteristica: Cristais amarelos;

* Rendimento: 95 % (725,80 mg)

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 218 g/mol
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* PF: 212-214 °C
* Rf: 0,43 (hexano/acetato de etila 7:3)
* RMNH (600 MHz, ppm, DMSO): & = 7,30 (dd, J = 14,7, 7,8 Hz, 1H), 7,01 (d, J =
7,8 Hz, 1H),6,98 (dd, J= 14,7, 7,8 Hz, 1H), 6,97 (d, J=14,7 Hz, 1H), 6,96 (s, 1H), 6,92
(d, J=7,8 Hz, 1H), 6,05 (s, 2H), 5,93 (d, J= 14,7 Hz, 1H).
« RMN®C (150 MHz, ppm, DMSO): 6= 168,13 (C=0), 148,50 (C), 148,45 (C),

144,92 (CH), 140,14 (CH), 131,02 (C), 125,36 (CH), 123,50 (CH), 121,80 (CH),
108,97 (CH), 106,20 (CH), 101,82 (CHz).

4.2.2.4 Esterificacdo de Steglich para obtengcéo do LASSINT- 2.

0O

(6]
O XN
o N0l 4 DCC, DMAP, DCM, t.a o
< HO >
0 0

LASSINT-1 79 LASSINT-2

92

Rendimento =31 %

Esquema 8- Rota sintética empregada para obtencdo do composto LASSINT-2.
Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 25mL foram adicionados
150 mg do acido pipérico (0,6880 mmol),113,7 mg de timol (0,7568 mmol; 1,1 eq) e
6 mL de DCM seco. Em seguida, sob banho de gelo e agitacdo magnética,
adicionou-se 142,2 mg (1eq) N, N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 84,05 mg (1 eq)

de 4-dimetilaminopiridina (DMAP). A mistura reacional foi monitorada por CCD e
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mantida agitada a temperatura ambiente. Apds 20 min de reacdo houve mudanca de
coloracdo de amarelo escuro, para amarelo claro, a reacéo foi deixada sob agitacdo
por mais 4 horas. Apdés o término da reacdo, constatado por CCD, filtramos o
precipitado a vacuo no intuito de separar o subproduto formado, a diciclohexiureia
(DCU). Apos filtragcdo, realizou-se extracdo com DCM e 4gua, repetindo o processo
por 3 vezes, obtendo um solido amarelo impuro. Este solido foi submetido a uma
coluna cromatografica de silica gel utilizando o sistema eluente hexano/acetato

98:20.

(2E,4E) -5-(benzo[d][1,3] dioxol-5-I)-N-ciclohexil N(ciclohexilcarbamoil)penta-2,4-

dienamida (92)
L
O S P N)J\N
&

92

« Caracteristica: cristais amarelo-claros;
* Rendimento: 31% (74,74 %)

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 350,40 g/mol

* Rf: 0,45 (hexano/acetato de etila 9:1)
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Espectro 1- Espectro de RMN 'H do subproduto 92 formado na sintese para
obtencdo do LASSINT-2.

4.2.2.5 Procedimento geral para obtencédo dos derivados 1,3-benzodioxolas a partir
do LASSINT-1.

( A
O (0]
o NNX~“oH  SOCl, DCM 0 NN
— >
< Refluxo <
@] O
LASSINT-1 28
DMAP
Et;N
Fenois (R)
O
<O X R
O
( OH OH OH o A
HO OCHj;

O/

R= < HO ; . -

’ 5
H,N\ro
g J
. J
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Esquema 9- Rota sintética empregada, para obtencdo dos derivados 1,3-
benzodiaxolas a partir do LASSINT-1.

Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 10mL foram adicionados
100mg do LASSINT-1 (0,4587 mmol), 2mL de DCM seco e 335 uL de cloreto de
tionila (SOCI2) (10 eq). A mistura reacional foi mantida agitada por 3h sob refluxo.
ApoOs o resfriamento a temperatura ambiente, o excesso de SOCI: foi removido sob
pressdo reduzida. Por fim, uma solugdo com cada fenol, juntamente com 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (0,5 eq) e trietilamina (EtsN) (3,0 eq) em DCM seco,
foram adicionadas as suas respectivas reacdes contendo o cloreto de acido formado
em banho de gelo. A reacdo foi mantida agitada a temperatura ambiente e
monitorada por CCD. Apdés o término de cada reacdo a mistura foi extraida com
DCM (3 x 10mL). A fase organica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro
(Na2S0a), filtrada e concentrada sob pressao reduzida. Por fim, a mistura reacional
foi purificada por cromatografia em gel de silica utilizando sistemas eluentes
préprios. A seguir, sera descrito todas as caracteristicas, quimicas e fisico-quimicas,

dos compostos obtidos.

42251 (2E,4E) -2-isopropil-5-metilfenil5-(benzo[d][1,3] dioxol-5-il)penta-2,4-
dienoato (LASSINT-2)

o)
<O XX o
o)
LASSINT-2

» Caracteristica: semissoélido amarelo claro;

* Rendimento: 90% (144,55 mQ)
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e Tempo reacional: 3 h

* Purificagdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - Gradiente de

concentragdo: hexano; hexano/acetato de etila 9:1; acetato de etila.

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 350,1518 g/mol
* Rf: 0,48 (hexano/acetato de etila 9:1)
* RMN!H (400 MHz, 8 ppm, CDCls): & = 7,61 (dd, J=15,2, 10,7 Hz, 1H), 7,22 (d,
J=8,0 Hz, 1H), 7,04 (d, J= 5,6 Hz, 2H), 6,95 (dd, J=8,0 Hz, 1H), 6,90 (d, J= 15,2 Hz,
2H), 6,84-6,80 (m, 1H), 6,78 (d, J=10,7 Hz, 1H), 6,17 (d, J=15,2 Hz, 1H), 6,00 (s,
2H), 3,07-2,98 (m, 1H), 2,33 (s, 3H), 1,21 (d, J= 7,0 Hz, 6H).
13C NMR (100 MHz, CDClIs): 165,32 (C=0), 149,31 (C), 148,74 (C), 148,32 (C),
147,97 (C), 146,49 (C), 141,10 (CH), 130,79 (CH), 130,41 (CH), 127,35 (C), 124,33
(CH), 123,98 (CH), 123,18 (CH), 119,83 (CH), 119,24 (CH), 108,56 (CH), 105,92

(CH), 101,42 (CH2), 33,55 (CH), 23,89 (2(CHs)), 15,81 (CHs).

4.2.2.5.2 (2E,4E) -5-isopropll-2-metilfenil5-(benzo[d][1,3] dioxol-5-il)penta-2,4-dienoato
(LASSINT-3)

LASSINT-3

e Caracteristica: cristais amarelos;

* Rendimento: 71% (114,05 mgQ)
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e Tempo reacional: 3 h
* Purificagdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiOz2) - hexano

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 350,1518 g/mol
* Rf: 0,50 (hexano/acetato de etila 9:1)
* PF: 78-80°C
* RMN!H (400 MHz, ppm, CDCl3): 6 =7,61 (dd, J = 15,2, 10,7 Hz, 1H), 7,16 (d, J =
8,0 Hz, 1H), 7,04 (d, J= 8,0, 2H), 6,94 (d, J= 8,0, 1H), 6,83 (s, 1H), 6,77 (d, J= 10,7,
1H), 6,81 (d, J= 8,0, 1H) , (6,16 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 6,00 (s, 2H), 2,93-2,83 (m, 1H),
2,15 (s, 3H), 1,24 (d, J = 6,9 Hz, 6H).
« RMN®3C (100 MHz, ppm, CDCls): & = 165,80 (C=0), 148,78 (C), 148,34 (C),
148,01 (CH), 146,52 (C), 141,17 (C),137,19 (CH), 136,50 (C),130,42 (C), 127,00
(CH),126,40 (CH),124,34 (CH),123,22 (CH), 122,84 (CH), 119,34 (CH), 108,8

(CH),105,93 (CH), 101,44 (CH2), 27,17 (CH), 23,05 (2(CHs)), 20,85 (CHs).

4.2.2.5.3 (2E,4E) -4-alil-2-metoxifenil 5-(benzo[d][1,3] dioxol-5-il) penta-2,4-dienoato
(LASSINT-4)

O H3CO

LASSINT-4

» Caracteristica: cristais amarelos;
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* Rendimento: 78% (130,28 mg)
* Tempo reacional: 2:40 h
* Purificacao: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - Hexano

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 364,1311 g/mol
* Rf: 0,53 (hexano/ acetato de etila 8:2)
* PF: 120-122°C
* RMN!H (600 MHz, & ppm, CDCls): 7,59 (dd, J = 15,2, 10,7 Hz, 1H), 7,02 (d, J=1,6
Hz, 1H), 7,00 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 6,93 (d, J = 1,5 Hz, 1H),
6,82 — 6,72 (m, 5H), 6,16 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 6,01 — 5,88 (m, 1H), 5.99 (s, 2H), 5,11
- 5,06 (m, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,39 (d, J = 6,7 Hz, 1H).
« RMN*3C (150 MHz, ppm, CDCls): & = 165,24 (C=0), 151,02 (C), 148,69 (C),
148,29 (C), 146,56 (CH), 140,99 (CH), 138,81(CH), 138,02 (C), 137,08 (C), 130,45
(C), 124,43 (CH), 123,14 (CH), 122,64 (CH), 120,66 (CH), 119,11 (CH), 116,08
(CH2), 112,73 (CH), 108,54 (CH), 105,93 (CH), 101,40 (CH2), 55,85 (CHs), 40,09

(CH>).

4.2.2.5.4 (2E,4E) -4-acetamidofenil 5-(benzo[d][1,3] dioxol-5-il)penta-2,4-dienoato

LASSINT-5
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» Caracteristica: cristais amarelos;

* Rendimento: 90% (144,95 mg)

* Tempo reacional: 2:20 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - hexano/acetato de etila
7:3

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 351,11 g/mol
* Rf: 0,45 (hexano/acetato de etila 4:6)
* PF: 195-197°C
« RMNH (600 MHz, ppm, CDCls): & = 7,61 (dd, J = 15,4, 11,0 Hz, 1H), 7,53 (d, J =
8,0 Hz, 1H),7,12 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,02 d, J=11,0 Hz, 1H), 6,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
6,91 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 6,83 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 6,71 (d,
J=11,0 Hz, 3H),6,13 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 6,03 (s, 2H), , 2,19 (s, 3H).
* RMN*3C- APT (150 MHz, ppm, CDClIs): d = 168,16 (C=0), 165,67 (C=0), 148,85
(C), 148,39 (C), 147,07 (CH), 146,83 (C), 141,41 (CH), 135,40 (CH), 134,16 (C),

130,50 (C), 124,30 (CH), 123,29 (CH), 122,08 (CH), 120,81 (CH), 119, 13 (CH),
108,61 (CH), 105,99 (CH), 101,47 (CHz), 24,54 (CHs).

42255 2E,4E) -2-acetoxifenil 5-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) penta-2,4-dienoato
(LASSINT-6).
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O
0 X
< (@]
LASSINT-6

« Caracteristica: cristais amarelos;
* Rendimento: 93% (150,20 mg)
* Tempo reacional: 2 h
* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - hexano

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 352,0947 g/mol
* Rf: 0,54 (hexano/acetato de etila 8:2)
* PM: 118-120°C
* RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): & = 8,05 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 15,2,
11,0 Hz, 1H), 7,59 (t, J= 8,0, 1H), 7,34 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,18 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
6,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 6,85 - 6,79 (m, 3H), 6.22 (d, J =
15,2 Hz, 1H), 6,02 (s, 2H), 3,86 (s, 3H).
* RMN®C- APT (150 MHz, ppm, CDCls): d = 165,48 (C=0), 165,00 (C=0), 150,68
(C), 148,82 (C), 148,39 (C), 147,07 (CH), 141,27 (CH), 133,66 (CH), 131,61 (CH),

130,50 (C), 125,74 (CH), 124,61 (CH), 123,91 (CH), 123,74 (C), 123,25 (CH), 119,02
(CH), 108,72 (CH), 106,02 (CH), 101,29 (CH2), 52,16 (CHs).
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4.2.2.6 Procedimento para obtencdo do 5-(benzo[d][1,3] dioxol-5-i) acido
pentanoico (Acido tetraidropiperinico)- LASSINT-7.

o) o)
0
<OD/\/\J\OH PdIC-10%, Acetato de etila < D/MOH
o LASSINT-1 ta, 3h o LASSINT-7

Esquema 10- Esquema da hidrogenacdo do &acido pipérico (LASSINT-1), para

obtencdo do composto LASSINT-7.
Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 125 mL, foi adicionado 1g
(4,58 mmol) de acido pipérico em 50 mL de acetato de etila e 80 mg do catalisador
Pd/C10%. A suspencado foi mantida agitada a temperatura ambiente, por alguns
minutos e posteriormente o baldo foi vedado com um septo. Foi expurgado o ar
presente no balédo através de uma agulha, com gas hidrogénio por intermédio de um
sistema fixado ao septo (Figura 26). Em seguida deixou-se a mistura reacional sob
presséo positiva de Hz por 3 horas sob agitacéo vigorosa. Apos o término da reacao,
ao qual foi acompanhada por CCD, o meio reacional foi filtrado através de papel de
filtro, para remocdo do catalisador. ApOs evaporacdo do solvente sob pressédo
reduzida, o sOlido obtido foi recristalizado por Hexano/ CHClz (9:1) a

aproximadamente 40°C, fornecendo entdo um solido bege 0,76 g (75%).

( ”

0 LASSINT-7

 Caracteristica: cristais bege;
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* Rendimento: 75% (760 mQ)
e Tempo reacional: 3 h
» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 222,24 g/mol
* Rf: 0,53 (hexano/acetato de etila 7:3)
* PF: 93-94°C (Lit.: 95-96°C)
« RMN?H (600 MHz, ppm, CDCl3): & = 6,74 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,69 (d, J = 1,3 Hz,
1H), 6,64 (d, J = 7,9, 1,3 Hz, 1H), 5,94 (s, 2H), 2,58 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 2,39 (t, J =
7,1 Hz, 2H), 1,80 — 1,58 (m, 4H).
« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): & = 178,84 (C=0), 147,55 (C), 145,59 (C) 135,84

(C), 121,07 (CH), 108,80 (CH), 108,10 (CH), 100,72 (CHz), 35,24 (CH2), 33,70 (CH2),
30,99 (CH2), 24,14 (CH2).
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4.2.2.6.1 Procedimento geral para obtencdo dos novos ésteres a partir do LASSINT-
7.
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Esquema 11- Rota sintética para obtencéo dos ésteres a partir do LASSINT-7.

Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 10mL foram adicionados
100mg do LASSINT-7 (0,4504 mmol), 2 mL de DCM seco e 328 uL de cloreto de
tionila (SOCI2) (10 eq). A mistura reacional foi mantida agitada por 3h sob refluxo.
Apoés o resfriamento a temperatura ambiente, o excesso de SOCI2 foi removido sob
pressdo reduzida. Por fim, uma solugdo com cada fenol, juntamente com 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (0,5 eq) e trietilamina (EtsN) (3,0 eq) em DCM anidro,
foram adicionadas as suas respectivas reacfes em banho de gelo contendo o
cloreto de acido formado. A reacédo foi mantida agitada a temperatura ambiente e
monitorada por CCD. Apés o término de cada reacdo a mistura foi extraida com
DCM (3 X 10 mL). A fase orgéanica resultante foi seca com sulfato de sodio anidro
(Na2S0a4), filtrada e concentrada sob pressédo reduzida. Por fim, a mistura foi
purificada por cromatografia em gel de silica utilizando sistema de eluentes proprios.
A seguir, serd descrito todas as caracteristicas, quimicas e fisico-quimicas, dos

compostos obtidos.
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4.2.2.6.2 2-isopropil-5-metilfenil 5-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) pentanoato (LASSINT-8)

LASSINT-8

* Caracteristica: oleo incolor;
* Rendimento: 89% (141,94 mq)
* Tempo reacional: 3 h
* Purificagdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiOz2) - hexano

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 354,44 g/mol
* Rf: 0,42 (hexano/acetato de etila 9,6:0,4)
* RMN*H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,16 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,04 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 6,87 (s, 1H), 6,76 (d, J = 7,8 Hz, 1H),6,72 (s,1H),6,67 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 5,95
(s, 2H), 2,95-2,86 (m, 1H), 2,66-2,59 (m, 4H), 2,15 (s, 3H), 1,87 — 1,80 (m, 2H), 1,81—
1,71 (m, 2H), 1,26 (d, J = 7,0 Hz, 6H).
* RMN3C (150 MHz, ppm, CDCl3s): & = 171,78 (C=0), 149,28 (C), 148,05 (C),
147,61 (C), 145,65 (C), 135,89 (C), 130,86 (C), 127,10 (CH), 124,03 (CH), 121,10

(CH), 119,79 (CH), 108,84 (CH), 108,14 (CH), 100,75 (CHz), 35,31 (CH2), 34,09
(CHz), 33,56 (CHz), 31,18 (CH2), 24,54 (CH), 23,90 (CHs), 15,82 (CHa).
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4.2.2.6.3 5-isopropil-2-metilfenil 5-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) pentanoato (LASSINT-9)

LASSINT-9

* Caracteristica: oleo incolor;
* Rendimento: 93% (148,31 mg)
* Tempo reacional: 3 h
 Purificacao: Cromatografia em coluna de silica gel (SiOz2) - hexano

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 354,44 g/mol
* Rf: 0,42 (hexano/acetato de etila 9,6:0,4)
« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,16 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,03 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 6,86 (s, 1H), 6,76 (d, J = 7,8 Hz, 1H),6,72 (s,1H),6,67 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 5,94
(s, 2H), 2,95-2,84 (m, 1H), 2,62-2,60 (m, 4H), 2,14 (s, 3H), 1,87 — 1,79 (m, 2H), 1,80—
1,69 (m, 2H), 1,25 (d, J = 7,0 Hz, 6H).
« RMN*3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 171,77 (C=0), 149,26 (C), 148,04 (C), 147,58
(C), 145,62 (C), 135,88 (C), 130,84 (CH), 127,08 (C), 124,01(CH), 121,09 (CH),

119,77 (CH), 108,82 (CH), 108,13 (CH), 100,74 (CHa), 35,30 (CH2), 34,09 (CH2),
33,55 (CH), 31,17 (CHz), 24,53 (CH2), 23,89 (CHs), 15,81 (CHs3).
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4.2.2.6.4 4-alil-2-metoxifenil 5-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) pentanoato (LASSINT-10)

o) Z
4 ’
5 OCHj
LASSINT-10

» Caracteristica: 6leo incolor;

* Rendimento: 87% (144,22 mq)

* Tempo reacional: 3 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiOz2) — hexano/acetato de
etila 90:10

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 368,42 g/mol

* Rf: 0,40 (hexano/acetato de etila 9:1)

« RMNH (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 6,95 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,80 (s, 1H), 6,78 (d,
J = 8,0 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,72 (s, 1H), 6,67 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,02—
5,96 (m, 1H), 5,94 (s, 2H), 5,15-5,08 (m, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,40 (d, J = 6,7 Hz, 2H),
2,65 — 2,53 (M, 2H), 1,85 — 1,78 (m, 2H), 1,77 — 1,71 (m, 4H).

« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 171,77 (C=0), 150,91 (C), 147,57 (C), 145,59
(C), 138,89 (C), 138,07 (C), 137,09 (C), 136,05 (CH), 122,53 (CH), 121,09 (CH),
120,68 (CH), 116,11 (CHz), 112,76 (CH), 108,85 (CH), 108,10 (CH), 100,73 (CHy),
55,79 (CHa), 40,08 (CH2), 35,30 (CH2), 33,86 (CH2), 31,02 (CH>), 24,56 (CHz).
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4.2.2.6.5 4-Acetamidofenill 5-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) pentanoato (LASSINT-11)

H
|
N
o) /@/ Y
O
<Oj©/Mo
O
LASSINT-11

* Caracteristica: sélido branco;
* Rendimento: 85% (135,92 mg)
* Tempo reacional: 2:30 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) — hexano/acetato de
etila 70:30

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 355,38 g/mol
* Rf: 0,46 (hexano/acetato de etila 4:6)
« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,49 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 8,7 Hz,
1H), 6,75 (d, J = 7,9 Hz, 1H),6,70 (s, 1H), 6,65 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 5,94 (s, 2H), 2,62-
2,54 (m, 4H), 2,16 (s, 3H), 1,82 — 1,76 (m, 2H), 1,75-1,70 (m, 4H).
« RMN!3C (150 MHz, ppm, CDCl3): d= 172,38 (C=0), 168,48 (C=0), 148,15 (C),
147,07 (C), 145,77 (C), 136,01 (C), 135,56 (C), 121,92 (CH), 121,29 (CH), 120,85
(CH), 108,93 (CH), 108,14 (CH), 100,75 (CHz), 35,33 (CH2), 33,83 (CH2), 31,43

(CH2), 24,43 (CH2), 24,27 (CH3).

4.2.2.6.6 metil 2-((5-(benzo[d][1,3] dioxol-5-i) pentanoil) oxi) benzoato (LASSINT-12)
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LASSINT-12

» Caracteristica: 6leo incolor;

* Rendimento: 60% (96,21 mq)

* Tempo reacional: 2:30 h

e Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) — hexano;

hexano/acetato de etila 90:10

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 356,37 g/mol

* Rf: 0,48 (hexano/acetato de etila 8:2)

« RMNH (600 MHz, ppm, CDCls): &= 8,03 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,57 (t, J = 7,7 Hz,
1H), 7,33 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,10 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,73 (s, 1H), 6,67 (d, J = 7,7
Hz, 1H), 6,63 (d, J=7,7 Hz, 1H), 5,94 (s, 2H), 3,87 (s, 3H), 2,68 (t, J = 7,4 Hz, 2H),
2,63 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,86 — 1,780 (m, 2H), 1,78-1,72 (m, 2H).

« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 172,14 (C=0), 164,94 (C=0), 150,70 (C),
147,57 (C), 145,60 (C), 136,01 (C), 133,77 (CH), 131,71 (CH), 125,91 (C), 123,83
(CH), 123,32 (CH), 121,11 (CH), 108,87 (CH), 108,11 (CH), 100,73 (CH2), 52,13
(CHa), 35,33 (CH>), 33,99 (CH2), 31,12 (CH>), 24,08 (CH2).
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4.2.2.7 Procedimento geral para obtencdo dos novos ésteres a partir do 2,3-

(metilenodioxi) &cido cinamico (94).
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Esquema 12- Rota de sintese empregada para obtencdo dos ésteres a partir do 2,3-

(metilenodioxi) &cido cinamico (94).
Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 10mL foram
adicionados 100mg do 2,3-(metilenodioxi) acido cindmico (0,5203 mmol) e 379,5 uL
de cloreto de tionila (SOCI2) (10 eq). A mistura reacional foi mantida agitada por 3h
sob refluxo. Apés o resfriamento a temperatura ambiente, o excesso de SOCI: foi
removido sob presséo reduzida. Por fim, uma solugdo com cada fenol, em baho de
gelo, juntamente com 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,5 eq) e trietilamina (EtsN)
(3,0 eq) em DCM seco, foram adicionadas as suas respectivas reacdes contendo o
cloreto de acido formado. A reacdo foi mantida agitada a temperatura ambiente e
monitorada por CCD. Apds o término de cada reacdo a mistura foi extraida com
DCM (3 X 10 mL). A fase organica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro
(Na2S0a), filtrada e concentrada sob pressao reduzida. A seguir, sera descrito todas

as caracteristicas, quimicas e fisico-quimicas, dos compostos obtidos.
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4.2.2.7.1 (E)-2-isopropil-5-metilfenil 3-(benzo[d][1,3] dioxol-5-il)acrilato (LASSINT-13)

LASSINT-13

 Caracteristica: cristais creme;
* Rendimento: 93% (153,86 mQ)
* Tempo reacional: 3:35 h
* Purificagdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiOz2) - hexano

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 324,1362 g/mol
* Rf: 0,48 (hexano/acetato de etila 9:1)
* PF: 83-85°C
« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,81 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 7,25 (d, J = 7,9 Hz,
1H), 7,14 (s, 1H), 7,10 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,07 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,91 (s, 1H), 6,87
(d, J =8,0 Hz, 1H), 6,51 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 6,06 (s, 2H), 3,10 — 3,01 (m, 1H), 2,36
(s, 3H), 1,24 (d, J = 6,9 Hz, 6H).
« RMN'3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 165,84 (C=0), 149,96 (C), 148,47 (C), 148,03
(CH), 146,09 (C), 137,22 (C), 136,53 (C), 128,70 (C), 127,05 (CH), 126,43 (CH),

124,83 (CH), 122,83 (CH), 115,22 (CH), 108,63 (CH), 106,66 (CH), 101,64 (CH>),
27,18 (CH), 23,07 (CH3), 20,84 (CHa).
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4.2.2.7.2 (E)-5-isopropil-2-metilfenil 3-(benzo[d][1,3] dioxol-5-il) acrilato (LASSINT- 14)

(@)
LD e
(@)
LASSINT-14

 Caracteristica: cristais creme;
* Rendimento: 77% (129,86 mg)
* Tempo reacional: 3 h
* Purificagdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - hexano

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 324,1362 g/mol
* Rf: 0,54 (hexano/acetato de etila 9:1)
* PF: 80-82°C
« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,81 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 7,19 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 7,13 (s, 1H), 7,10 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,06 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,96 (s, 1H), 6,87
(d, 3 =8,0 Hz, 1H), 6,51 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 6,06 (s, 2H), 2,97 — 2,88 (m, 1H), 2,20
(s, 3H), 1,27 (d, J = 6,9 Hz, 6H);
« RMN*3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 165,35 (C=0), 149,94 (C), 149,37 (C), 148,47
(C), 148,03 (C), 146,07 (C), 130,85 (CH), 128,71 (C), 127,37 (CH), 124,79 (CH),

124,05 (CH), 119,86 (CH), 115,16 (CH), 108,63 (CH), 106,64 (CH), 101,64 (CH2),
33,58 (CH), 23,91 (CHs), 15,84 (CHsa).
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4.2.2.7.3 (E)-4-alil-2-metoxifenil 3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) acrilato (LASSINT-15)

CH
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LASSINT-15

 Caracteristica: cristais brancos;
* Rendimento: 90% (158,34 mq)
* Tempo reacional: 2:20 h

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 338,1154 g/mol
* Rf: 0,51 (hexano/acetato de etila 8:2)
* PF: 120-122°C
« RMNH (600 MHz, ppm, CDCls3): 8= 7,80 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 7,12 (s, 1H), 7,09 (d,
J = 8,0 Hz, 1H), 7,04 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,86 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,84 (s, 1H), 6,82
(d, 3 =8,0 Hz, 1H), 6,51 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 6,02 (s, 2H), 6,05 — 5,97 (m, 1H), 5,18—
5,09 (m, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,42 (d, J = 6,7 Hz, 1H).
« RMN®3C (150 MHz, ppm, CDCls): 3= 165,28 (C=0), 150,99 (C), 150,13 (C), 148,58
(C), 146,11 (C), 138,72 (C), 138,28 (CH), 137,17(C), 128,72 (CH), 124,47 (CH),

122,65 (CH), 120,87 (CH), 116,17 (CH2), 114,84 (CH), 112,84 (CH), 108,83 (CH),
107,05 (CH), 101,44 (CHz), 55,91 (CHs), 40,11 (CH>).
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4.2.2.7.4 (E)-4-acetamidofenil 3-(benzo[d][1,3] dioxol-5-il) acrilato (LASSINT-16)
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LASSINT-16
» Caracteristica: cristais brancos;
* Rendimento: 94% (159,02 mg)

e Tempo reacional: 3 h

* Purificagcdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - hexano/acetato de etila
7.3

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 325,0950 g/mol
* Rf: 0,42 (hexano/acetato de etila 4:6)
* PF: 210-212°C
« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,77 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 7,62 (d, J = 8,8 Hz,
2H),7,51 (s, 1H), 7,29 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,11 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 8,0

Hz, 1H), 6,73 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 6,11 (s, 2H), 3,35 (s, 3H).

« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 168,92 (C=0), 165,80 (C=0), 150,33 (C),
148,60 (C), 146,69 (CH), 146,18 (C), 137,49 (C), 129,17 (C), 126,12 (CH), 122,39
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(CH), 120,47 (CH), 115,45 (CH), 109,10 (CH), 107,34 (CH), 102,36 (CHz), 24,39
(CHs3).

4.2.2.7.5. (E)-metil2-((3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)acriloil)oxi)benzoato (LASSINT-17)

(@]
<O X o
(@) @) (@]
LASSINT-17

« Caracteristica: cristais creme;

* Rendimento: 88% (149,31 mg)

* Tempo reacional: 2:40 h

* Purificagdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - hexano/acetato de etila
91

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 326,0790 g/mol
* Rf: 0,54 (hexano/acetato de etila 8:2)
* PF: 120-122°C
« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 8,06 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 15,9 Hz,
1H), 7,60 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,35 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,14 (s,

1H), 7,10 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,87 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,54 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 6,05
(s, 2H), 3,86 (s, 3H).
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« RMNI3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 165,55 (C=0), 165,12 (C=0), 150,66 (C),
149,98 (C), 148,44 (C), 146,50 (CH), 133,73 (CH), 131,74 (CH), 128,70 (C), 125,90
(CH), 124,93 (C), 123,90 (CH), 123,62 (CH), 114,93 (CH), 108,60 (CH), 106,72 (CH),
101,64 (CHz), 52,20 (CHs3).

4.2.2.8 Procedimento para obtencdo do 3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) Acido
propandico (LASSINT-18)

e} (0]

Pd/C-10%, Acetato de etila
0 A OH ° O OH
< - <
o t.a, 8h 0

94 LASSINT-18

Esquema 13- Esquema de sintese da hidrogenacdo do 2,3-(metilenodioxi) acido

cinamico (94).

Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 125 mL, foi adicionado 1g
(5,15 mmol) de 3,4- (metilenodioxi) acido cindmico em 50 mL de acetato de etila e
80 mg do catalisador Pd/C10%. A suspencado foi mantida agitada a temperatura
ambiente, por alguns minutos e posteriormente o baldo foi vedado com um septo.
Foi expurgado o ar presente no baldo através de uma agulha, com gas de
hidrogénio por intermédio de um sistema fixado ao septo (Figura 26). Em seguida,
deixou-se a mistura reacional sob pressao positiva de Hz por 8 horas sob agitacéo
vigorosa. Apos o término da reacdo, ao qual foi acompanhada por CCD, 0 meio
reacional foi filtrado através de papel de filtro, para remocao do catalisador. Apos
evaporacao do solvente sob presséo reduzida, o solido obtido foi recristalizado por

Hexano/ CHCIz (9:1) a aproximadamente 40°C.
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3-(benzo[d][1,3] dioxol-5-il) Acido propanoico (LASSINT-18)

(0]
< OH
LASSINT-18

* Caracteristica: Soélido bege;
* Rendimento: 85,3% (868,99 mq)
* Tempo reacional: 8 h
» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 194,18 g/mol
* Rf: 0,41 (hexano/acetato de etila 7:3)
« PF: 93-94°C

« RMN'H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 6,76 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 6,72 (s, 1H), 6,68 (d, J
= 8,0 Hz, 1H), 5,95 (s, 2H), 2,90 (t, J= 7,7 Hz, 2H), 2,66 (t, J= 7,7 Hz, 2H).

« RMN®3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8=177,92 (C=0),147,71 (C), 146,07 (C), 133,97
(C), 121,11 (CH), 108,77 (CH), 108,31 (CH), 100,87 (CH2), 35,75 (CH2), 30,38 (CHy).

4.2.2.9 Procedimento geral para obtencdo dos novos ésteres a partir do 3-
(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) acido propanoico (LASSINT-18).
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Esquema 14- Esquema do planejamento de sintese para obtencdo dos ésteres a

A
Y

R=

partir do 3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) Acido propanoico.

Procedimento experimental:

Em um balédo de fundo redondo com capacidade de 10 mL foram adicionados
100 mg do LASSINT-18 (0,5149 mmol) e 375 uL de cloreto de tionila (SOCI2) (10
eq). A mistura reacional foi mantida agitada por 3 h sob refluxo. Apds o resfriamento
a temperatura ambiente, o excesso de SOCI: foi removido sob presséo reduzida. Por
fim, uma solugcdo com cada fenol, contendo 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,5 eq) e
trietilamina (EtsN) (3,0 eq) em DCM seco, foram adicionadas as suas respectivas
reacbes em banho de gelo contendo o cloreto de &cido formado. A reacdo foi
mantida agitada a temperatura ambiente e monitorada por CCD. Apds o término de
cada reacdo, a mistura foi extraida com DCM. A fase organica resultante foi seca
com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. Por fim, as
misturas reacionais obtidas foram purificadas por cromatografia em gel de silica
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utilizando sistema eluentes préprios. A seguir, sera descrito todas as caracteristicas,

guimicas e fisico-quimicas, dos compostos obtidos.

4.2.2.9.1 2-isopropil-5-metilfenil 3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) propanoato (LASSINT-
19)

0
0
< 0
o)
LASSINT-19

« Caracteristica: 6leo incolor;
* Rendimento: 82% (137,82 mg)
* Tempo reacional: 2 h
* Purificacao: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) — hexano
» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 326,38 g/mol
* Rf: 0,52 (hexano/acetato de etila 9:1)
« RMN2H (600 MHz, ppm, CDCl3): ): 8= 7,19 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,10 (d, J = 8,0 Hz,
1H), 7,03 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,79 (s, 1H), 6,78 (s, 1H), 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 5,96
(s, 2H), 3,03 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,89 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,85-2,77 (m, 1H), 2,20 (s,

3H), 1,15 (d, J = 6,9 Hz, 6H).

« RMNC (150 MHz, ppm, CDCls): & = 171,54 (C=0), 147,85 (C), 147,75 (C),
146,12 (C), 137,00 (C), 136,53 (C), 133,99 (C), 127,12 (CH), 126,39 (CH), 122,66
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(CH), 121,30 (CH), 108,93 (CH), 108,30 (CH), 100,89 (CH2), 36,20 (CH2), 30,77
(CH2), 27,00 (CH), 22,99 (CHs), 20,80 (CHs).

4.2.2.9.2 5-isopropil-2-metilfenil 3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) propanoato (LASSINT-

20)
0
0
< 0
o)
LASSINT-20

* Caracteristica: 6leo incolor;
* Rendimento: 89% (149,59 mg)
* Tempo reacional: 2 h
* Purificacao: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) — hexano
» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 326,38 g/mol
* Rf: 0,52 (hexano/acetato de etila 9:1)
« RMN2H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,15 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,11 (d, J = 7,8 Hz,
1H), 7,03 (d, J = 7,8, Hz, 1H), 6,79 (s, 1H), 6,78 6,79 (s, 1H), 6,75 (d, J = 7,8, Hz,
1H), 5,96 (s, 2H), 3,03 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 2,88 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 2,07 (s, 3H), 1,24

(d, J = 6,9 Hz, 6H).

« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): &= 171,11 (C=0), 149,21 (C), 148,05 (C), 147,74
(C), 146,11 (C), 134,00 (C), 130,86 (CH), 127,12 (C), 124,14 (CH), 121,30 (CH),
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119,71 (CH), 108,94 (CH), 108,32 (CH), 100,89 (CHz), 36,12 (CH2), 33,54 (CHy2),
30,83 (CH2), 23,88 (CHa), 15,71 (CHa).

4.2.2.9.3 4-alil-2-metoxifenil 3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-i) propanoato (LASSINT-21)

CH
0 Z7?
o)
< 0
5 OCH;,
LASSINT-21

» Caracteristica: 6leo amarelo;

* Rendimento: 79% (138,47 mQ)

* Tempo reacional: 2 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) — hexano/acetato de
etila 9:1

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 340,37 g/mol
* Rf: 0,41 (hexano/acetato de etila 9:1)
* RMNH (600 MHz, ppm, CDCls): & = 7,05 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 8,0 Hz,
1H), 6,89 (s, 1H), 6,80 (s, 1H), 6,78 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
6,03- 5,97 (m, 1 H), 5,96 (s, 2H), 5,17 — 5,09 (m, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,40 (d, J = 6,7

Hz, 2H), 3,02 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 2,87 (t, J = 7,7 Hz, 2H).

« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): &= 171,03 (C=0), 150,86 (C), 147,67 (C), 146,00
(C), 138,97 (C), 137,98 (C), 137,05 (CH), 134,22 (C), 122,47 (CH), 121,26 (CH),
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120,66 (CH), 116,12 (CHz), 112,74 (CH), 108,94 (CH), 108,24 (CH), 100,83 (CHz),
55,77 (CHa), 40,08 (CH2), 35,90 (CH2), 30,74 (CH>).

4.2.2.9.4 4-Acetamidofenill 3-(benzold] [1,3] dioxol-5-il) propanoato (LASSINT-22)

H
N
o)
o o)
LASSINT-22
» Caracteristica: sélido creme;
* Rendimento: 90% (151,71 mQ)

* Tempo reacional: 2 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) — hexano/acetato de
etila 5:5

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 327,33 g/mol
* Rf: 0,41 (hexano/acetato de etila 5:5)
* RMN*H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,49 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 8,7 Hz,
1H), 6,78 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,74 — 6,70 (m, 1H), 5,96 (s, 2H), 3,00 (t, J = 7,6 Hz,
1H), 2,84 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 2,17 (s, 3H).
* RMN'3C (150 MHz, ppm, CDCI3): 6= 171,48 (C=0), 168,24(C=0), 147,76 (C),
146,79 (C), 146,14 (C), 135,58 (C), 133,84 (C), 121,90 (CH), 121,23 (CH), 120,82

(CH), 108,84 (CH), 108,32 (CH), 100,90 (CHz2), 36,25 (CH2), 30,72 (CH2), 24,45
(CHa).
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4.2.2.9.5 Metil 2-((3-(benzo[d] [1,3] dioxol-5-il) propanoil) oxi) benzoato (LASSINT-

23)
(@)
4 °
o) 0 o
LASSINT-23 \

» Caracteristica: sélido branco;

* Rendimento: 82% (138,54 mQ)

* Tempo reacional: 3:20 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) — hexano/acetato de
etila 8:2

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 328,09 g/mol

* Rf: 0,46 (hexano/acetato de etila 8:2)

« RMNH (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 8,03 (dd, J = 7,8, Hz, 1H), 7,57 (t, J = 7,7 Hz,
1H), 7,33 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,07 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,80 (s, 1H), 6,78 (d, J = 8,0
Hz, 1H) 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 5,96 (s, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,04 (t, J = 7,7 Hz, 2H),
2,94 (t, J = 7,7 Hz, 2H)

« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 171,44 (C=0), 164,90 (C=0), 150,64 (C),
147,73 (C), 146,05 (C), 134,23 (CH), 133,80 (C), 131,74 (CH), 125,98 (CH), 123,80
(CH), 123,26 (C), 121,26 (CH), 108,94 (CH), 108,29 (CH), 100,86 (CHz), 52,12
(CHa), 36,08 (CH>), 30,38 (CH2).



111

4.2.2.10 Procedimento geral para obtencdo dos novos ésteres a partir do acido

piperonilico (97).

( N\
(0] (0]
0] OH SOCI,, DCM 0 cl
< Refluxo <
(@) (0]
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Et;N
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Esquema 15- Esquema do planejamento de sintese para obtencdo dos ésteres a

partir do &cido piperonilico.

Procedimento experimental:

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 10mL foram adicionados
100mg do acido piperonilico (0,6019 mmol) e 439 uL de cloreto de tionila (SOCI2)
(10 eq) em DCM seco. A mistura reacional foi mantida agitada por 3h sob refluxo.
ApoOs o resfriamento a temperatura ambiente, o excesso de SOCI: foi removido sob
pressdo reduzida. Por fim, uma solugdo com cada fenol, contendo 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (0,5 eq) e trietilamina (EtzN) (3,0 eq) em DCM anidro,
foram adicionadas as suas respectivas reacdes contendo o cloreto de acido formado
em banho de gelo. A reacdo foi mantida agitada a temperatura ambiente e

monitorada por CCD. Apos o término de cada reacdo, a mistura foi extraida com
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DCM. A fase organica resultante foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. Por fim, as misturas reacionais obtidas foram
purificadas por cromatografia em gel de silica utilizando sistema eluentes proprios. A
seguir, sera descrito todas as caracteristicas, quimicas e fisico-quimicas, dos

compostos obtidos.

4.2.2.10.1 2-isopropil-5-metilfenil benzo[d] [1,3] dioxolo-5-carboxilato (LASSINT-24)

0O
@)
< 0]
@)
LASSINT-24

» Caracteristica: 6leo incolor;

* Rendimento: 95% (170,47 mq)

* Tempo reacional: 3 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - hexano

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 298,1205 g/mol

* Rf: 0,52 (hexano/acetato de etila 9:1)

« RMNH (400 MHz, ppm, CDCls): &= 7,84 (d, J = 1,7 Hz, 1H), 7,82 (d, J = 1,7 Hz,

1H), 7,63 (d, J = 1,7 Hz, 2H), 7,23 (d, J = 7,0 Hz, 1H) 7,05 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,91

(d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,08 (s, 2H), 3,13 — 2,96 (m, 1H), 2,34 (s, 1H), 1,20 (d, J = 6,9
Hz, 6H).



113

- RMNI3C (100 MHz, ppm, CDCls): 8= 164,26 (C=0), 152,14 (C), 149,50 (C),
148,11(C), 147,93 (C), 130,90 (CH), 127,38 (C), 126,14 (CH), 124,12 (CH), 123,55
(CH), 119,93 (CH), 109,96 (CH), 108,18 (CH), 101,95 (CH2), 33,61 (CH), 23,93(CH3),
15,83 (CHa).

4.2.2.10.2 5-isopropil-2-metilfenil benzo[d][1,3]dioxolo-5-carboxilato (LASSINT-25)

o]
0
< o
o
LASSINT-25

« Caracteristica: 6leo incolor;
* Rendimento: 98% (175,85 mq)
* Tempo reacional: 3 h
* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - hexano
» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 298,1205 g/mol
* Rf: 0,42 (hexano/acetato de etila 9,6:0,4)
« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCl3): 8= 7,88 (dd, J = 8,2, 1,5 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 1,5
Hz, 1H), 7,66 (d, J = 1,5 Hz, 1H) 7,21 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,08 (d, J = 8,2 Hz, 1H),
6,94 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,11 (s, 2H), 2,97 — 2,88 (m, 1H), 2,20 (s, 3H), 1,27 (d, J =

6,9 Hz, 6H);

« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): &= 164,66 (C=0), 152,11 (C), 148,13 (C), 147,89
(C), 137,14 (C), 136,57 (C), 127,06 (CH), 126,40 (CH), 126,09 (CH), 123,51 (C),
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122,86 (CH), 109,89 (CH), 108,17 (CH), 101,92 (CH2), 27,25 (CH), 23,01 (CHa),
20,83 (CH3).

4.2.2.10.3 4-alil-2-metoxifenil benzo[d][1,3]dioxolo-5-carboxilato (LASSINT-26)

CH,
o) 4
0
< 0
0 OCH;
LASSINT-26

« Caracteristica: cristais brancos;
* Rendimento: 78% (146,52 mg)
* Tempo reacional: 2:35 h
* Purificagdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiOz2) - hexano
» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 312,0998 g/mol
* Rf: 0,56 (hexano/acetato de etila 8:2)
* PF: 82-83°C
« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,86 (dd, J = 8,2, 1,4 Hz, 1H), 7,65 (d, J = 1,4
Hz, 1H) 7,07 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,85 (s, 1H), 6,83 (d, J =
8,2 Hz, 1H), 6,09 (s, 2H), 6,05 — 5,96 (m, 1H), 5,17 — 5,05 (m, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,43

(d, J = 6,7 Hz, 2H).

« RMN3C (150 MHz, ppm, CDCls): &= 164,24 (C=0), 152,05 (C), 151,16 (C), 147,83
(C), 138,97 (C), 138,29 (CH), 137,13 (C), 126,28 (CH), 123,47(CH), 122,69 (C),
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120,74 (CH), 116,11 (CHz2), 112,90 (CH), 110,14 (CH), 108,10 (CH), 101,89 (CHz),
55,91 (CH3), 40,12 (CH2).

4.2.2.10.4 4-Acetamidofenil benzo[d] [1,3] dioxolo-5-carboxilato (LASSINT-27)

H
I
N
(@) /@/ \”/
o)
<‘Ij*)
0
LASSINT-27
« Caracteristica: cristais brancos;
* Rendimento: 86% (154,81 mg)

* Tempo reacional: 3:10 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) — hexano/acetato de
etila 7:3

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos
* PM: 299,0794 g/mol
* Rf: 0,49 (hexano/acetato de etila 6:4)
« PF: 177-179°C
* RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 7,84 (dd, J = 8,1, 1,2 Hz, 1H), 7,62 (d, J =1,2

Hz, 1H), 7,55 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,28 (s, 1H), 7,16 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,93 (d, J =
8,2 Hz, 1H), 6,10 (s, 2H), 2,20 (s, 3H).
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« RMNI3C (150 MHz, ppm, CDCls): & = 168,21 (C=0), 164,69 (C=0), 152,26 (C),

147,95 (C), 147,15 (C), 135,58 (C), 126,24 (CH), 123,34 (CH), 122,12 (CH), 120,87
(CH), 109,94 (CH), 108,18 (CH), 101,98 (CH2), 24,52 (CHs).

4.2.2.10.5 2-(metoxicarbonil) fenil benzo[d][1,3]dioxolo-5-carboxilato (LASSINT-28)

)
4 )
o) o O
LASSINT-28

» Caracteristica: cristais brancos;

* Rendimento: 81% (146,30 mg)

* Tempo reacional: 2:20 h

* Purificacdo: Cromatografia em coluna de silica gel (SiO2) - hexano/acetato de etila
9:1

» Dados fisico-quimicos e espectrofotométricos

* PM: 300,0634 g/mol

* Rf: 0,44 (hexano/acetato de etila 8:2)

* PF: 88-90°C

« RMN!H (600 MHz, ppm, CDCls): 8= 8,08 (dd, J = 8,1, 1,4 Hz, 1H), 7,87 (d, J= 1,4

Hz, 1H), 7,66 (s, 1H), 7,62 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,37 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 8,1
Hz, 1H), 6,94 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,10 (s, 2H), 3,78 (s, 3H)
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« RMNI3C (150 MHz, ppm, CDCls): 8= 165,06 (C=0), 164,67 (C=0), 152,21 (C),
150,85 (C), 147,91 (C), 133,78 (CH), 131,87 (CH), 126,36 (CH), 125,99 (CH), 124,00
(CH), 123,54 (C), 123,45 (C), 110,09 (CH), 108,22 (CH), 101,94 (CH2), 52,18 (CHs).

4.2.3 Metodologia biolégica

4.2.3.1 Avaliacéo da atividade larvicida

Para o ensaio larvicida, larvas de Ae. aegypti entre o terceiro e quarto instar
foram uniformemente selecionadas. As larvas foram cedidas de uma col6nia de
segunda geracao (F2), estabelecida no Laboratério de Investigacdo em Toxicologia
do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
de ovos de linhagem Rockfeller, doados pelo insetario do Instituto Aggeu Magalhdes
(IAM)/ Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-PE). Os testes larvicidas foram
realizados utilizando 20 larvas por repeticdo, completando 60 larvas por tratamento,
totalizando 360 para cada bioensaio. As larvas foram recolhidas com a ajuda de uma
pipeta Pasteur, coadas, e colocadas em recipientes semi-acrilicos (6,5 cm de altura
x 5,0 cm de largura) contendo 19 mL de &gua destilada em cada recipiente. As
larvas foram expostas aos compostos, separadamente, e preparadas em diferentes
concentracbes de 700-10,93 uM. Todos os compostos foram solubilizados,
separadamente, com uma solucdo de polissorbato 80 (Tween 80) e agua destilada
em um volume de 1 mL. Esta mesma proporcao foi utilizada para obter solucdes de
reserva dos grupos de controle negativo, livres dos compostos em estudo. Foi
também efetuado um controle positivo, utilizando temefés numa concentracdo de
0,01 mg mL?, sob as mesmas condicdes experimentais. As observacdes de
mortalidade larval foram realizadas as 2, 4, 8, 16 e 24 horas ap0s o inicio dos

experimentos. Os testes foram efetuados em triplicatas, para cada composto obtido.

4.2.3.2 Avaliagao de toxicidade aguda

A toxicidade aguda e a Dose Letal 50 (DLso) serdo determinadas de acordo
com as diretrizes da Organizacédo para Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico
(OECD 423/2001), usando os guias de classificacdo toxicoldgica. As diretrizes

determinam iniciar os bioensaios com as solu¢des das substancias preparados na
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dose maxima, preconizada de 2000 mg.kg?, caso ndo haja mortalidade ou sinais
clinicos intensos nos animais, recomenda-se a nao utilizacdo das demais doses
(300, 50 e 5 mg kg), mas indica a repeticdo da dose inicial utilizada.

Os bioensaios foram realizados separadamente, utilizando apenas a piperina
1, tetraidropiperina 91 e o 3,4- (metilenodioxi) &cido cinamico 94. Para cada
composto, foi utilizado seis camundongos fémeas Swiss albino (Mus musculus), trés
animais para o grupo controle e trés animais para a substancia a ser analisada.
Foram utilizados animais pesando entre 25 e 28 g e com idade aproximada a 60
dias, totalizando 53 animais. Para cada composto, os camundongos foram
marcados, pesados e separados em dois grupos, um grupo teste e um grupo
controle, cada grupo contendo trés animais.

Dessa forma, o primeiro grupo de animais, de cada composto foi administrado
oralmente (gavagem) com a dose de 2000 mg.kg! da amostra, e o segundo grupo
foi administrado com a mesma dose de 2000 mg.kg?* da mesma amostra, porém em
dias diferentes. Os animais do grupo controle receberam pela via oral apenas
solucdo estoque, isento dos compostos selecionados para teste. Cada grupo de
animais foi mantido separado em gaiolas de polipropileno, em condi¢cdes de
iluminacdo controlada com fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 22 + 2 °C e
umidade entre 50 e 55%. A alimentacdo padrdo para roedores foi suspensa por
guatro horas antes dos experimentos e retornada trés horas ap0s 0s bioensaios,
enquanto a agua manteve-se disponivel ad libitum.

As respostas comportamentais manifestadas pelos camundongos, incluindo
0s sinais clinicos estimulantes e depressores relacionados ao Sistema Nervoso
Central, bem como os efeitos relacionados ao Sistema Nervoso Autbnomo foram
avaliados. Essas respostas foram observadas individualmente durante 60 min apos
as administracdes dos compostos. Além disso, os camundongos foram observados
e pesados a cada 24 horas durante 14 dias. Apds 15 dias do inicio da toxicidade
aguda dos compostos selecionados para estudo, os camundongos foram
sacrificados e o tecido sanguineo de cada animal foi coletado e armazenado em dois
tubos: um contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
outro sem. Os 6rgaos foram removidos (figado, rins, pulmdes e bac¢o) pesados e
submetidos as analises histoldgicas. Para as analises hematoldgicas, um analisador
automatico e microscopia de luz foram usados para avaliar diferentes parametros

hematoldgicos (numero de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular
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médio, corpuscular média hemoglobina, concentragdo de hemoglobina, massa
corpuscular, e analise de leucdcitos). Em relacdo as analises bioquimicas, as
amostras de sangue serdo avaliadas quanto aos parametros de albumina, alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, alcalina fosfatase, gama glutamil

transferase, niveis de colesterol, triglicerideos, ureia e creatinina.

4.2.3.3 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + SD e analisados pelo teste t da
ANOVA seguido pelo teste de Tukey com p definido em 0,05, utilizando o GraphPad
PRISM®. Os valores de concentracdo letal (LCso e LCg0) foram determinados pela

analise Probit utilizando o software PoloPlus.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1ISOLAMENTO DA PIPERINA

Como mencionado, utilizamos o método de extracdo e purificacdo simultanea
para isolarmos a piperina. Este método nos proporcionou um rendimento
significativo, economia de solventes e tempo, no processamento. Constatamos que
na literatura sdo descritos varios meétodos para extrair a piperina, dos mais
complexos aos mais simples (KANAKI, PADH, RAJANI, 2008; GORGANI, et al.,
2017; TIWARI, MAHADIK, GABHE et al., 2020). No entanto, nota-se que sempre
apos a extracdo, é necessario fazer exaustivas purificagdes, devido principalmente,
h&4 um 6leo amarelado junto aos cristais da piperina. Todavia, 0 método aplicado
neste trabalho, além de ser econdmico, nos fornece de fato a piperina pura sem
precisar realizar quaisquer procedimentos subsequente, além de um excelente
rendimento, chegando a 2,65%.

Apbds obtencédo do composto puro, realizamos espectroscopia de RMN H, e
os resultados demonstraram sinais caracteristicos do composto, que podem ser

observados na Tabela 3.

1!




Tabela 3- Dados espectrométricos da piperina 1.
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Posicdo 8 *H (ppm); J (Hz) 8 13C (ppm)
K 3,56 (m, 2H) 43,1 (CH,)
23 ed 1,84- 1,54 (m, 6H) 24,5, 25,5: 26,6 (CH.)
A —— 45,8 (CH,)
c=0 e 165,4 (C)
o 6,43 (d, J=14,4, 1H) 120,0 (CH)
B 7,39 (ddd, J=2,0, 8,4,14,4 1H) 142,4 (CH)
v 6,76 (d, J= 14,4, 1H) 125,4 (CH)
8 6,75 (dd, J=14,4, 8,4, 1H) 138,1 (CH)
e — 131,1 (C)
2 6,97 (d, J= 2,0, 1H) 105,6 (CH)
3ed e 148,1 € 148,2 (C)
5 6,73 (d, J=8,4, 1H) 108,4 (CH)
6 6,38 (dd, 8,4, 2,0, 1H) 122,4 (CH)
OCH,0 5,96 (s, 2H) 101,2 (CHo

Os sinais importantes a serem destacados (8, ppm) s&o os referentes aos

hidrogénios vinilicos (Ha - H3), que compdem a cadeia alifatica deste composto,
onde o Ha encontra-se em 6,43 (d, J = 14,4, 1H), o HB em 7,39 (ddd, J = 2,0,,4,14,4
Hz, 1H), o Hy em 6,76 (d, J = 14,4 Hz, 1H) e por fim, o H6 em 6,75 (dd, J =14,4, 8,4,
1H), pelo qual podemos atribuir configuracdo E,E. Esses dados corroboram com os
encontrados na literatura (KANAKI et al., 2008).

5.1.1 Hidrogenacdo catalitica da piperina

Como parte do estudo deste trabalho, realizamos a hidrogenacéo catalitica da

piperina e ao analisarmos o espectro de RMN *H, foi possivel notar o aparecimento

de sinais referentes a esta hidrogenacgéao, pelo qual estédo destacados em vermelho

na tabela 4.
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3
4
Tabela 4- Dados espectrométricos da tetraidropiperina 91.
Posicdo 8 *H (ppm); J (Hz) 8 13C (ppm)
I 3,55 (m, 2H) 42,6 (CH)
2’3 ed 1,84- 1,54 (m, 6H) 24,5; 25,5; 26,6 (CH>)
5’ 3,38 (m, 2H) 46,7 (CH,)
c=0 e 171,3 (C)
a 2,34 (t,7,0 2H) 35,4 (CHy)
B 1,62 (m, 2H) 26,5 (CHy)
¥ 1,62 (m, 2H) 31,4 (CHy)
d 2,57 (t,7,0, 2H) 33,2 (CHy)
1 e 136,1 (C)
2 6,68 (s, 1H) 108,0 (CH)
X 147,8 (C)
5 6,63 (d, 8,0, 1H) 108,8 (CH)
6 6,72 (d,8,0, 1H) 121,1 (CH)
OCH0 5,92 (s, 2H) 100,6 (CHy

s

Além disso, para confirmar ainda mais esta reducdo, é perceptivel no

espectro de RMN 3C-APT da piperina, a presenca de 7 sinais referente aos CH

(sinal positivo), sendo 4 sinais referentes aos da cadeia alifatica e 3 sinais de CH do

anel aromatico. Quando analisamos 0 espectro da tetraidropiperina, notamos que

aparecem apenas 3 sinais de CH (sinal positivo), que € referente aos carbonos do

anel aromatico e o aparecimento de 4 sinais de CH2z na regido de 26-35 ppm, ao

gual condiz com os carbonos saturados da cadeia alifatica. Portanto, é possivel

predizer que houve reducédo da piperina, para a obtencao da tetraidropiperina.
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5.20BTENCAO DO ACIDO PIPERICO POR HIDROLISE BASICA

A realizacdo desta sintese, foi baseada na metodologia descrita por (IKAN,
1991), que permite obter o &cido pipérico com rendimentos significativos. Para
obtencdo deste composto utiliza-se uma solucéo alcéolica de KOH 20%, pelo qual
ird viabilizar a hidrolise da piperina, e por fim, é necessario a adicdo de HCI
concentrado até atingir pH 3, para protonagdo do carboxilato formado em solucéo
basica. ApOs constatacédo do término da sintese por CCD, através de recristalizacao
em etanol, foi capaz de obter 95% do produto puro, pelo qual foi caracterizado por
espectroscopia de RMN H e 13C.

Analisando tanto o espectro de RMN *H da piperina, quando do acido pipérico
(LASSINT-1), nota-se que houve o desaparecimento de sinais na regidao de
aproximadamente 1,55-3,55 ppm. Esses sinais presentes no espectro da piperina,
referem-se aos hidrogénios do anel piperidina, como mostrado no espectro abaixo

(Espectro 2).

Lo grd
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Espectro 2- Espectro de RMN 'H da piperina e acido pipérico. As setas em azul,
destacam os sinais referentes ao hidrogénio do anel piperidina, presente na

estrutura da piperina.

5.3 ENSAIOS DE SINTESE

Como parte do estudo deste trabalho, também realizamos a sintese para
obtencdo de amidas e ésteres. Sabendo que a piperina apresenta atividade larvicida
contra as larvas do Ae. aegypti, nosso objetivo também foi investigar, baseado na
estrutura quimica desse alcaloide natural, se a diminuicdo da cadeia alifatica, assim
como a presenca de insaturacdes ou auséncia, teria alguma influéncia na atividade
biolégica proposta neste trabalho. Além disso, se a adicdo de fendis bioativos
contribuiria também para a atividade bioldgica.

As amidas sintetizadas, LASSINT-29-31 foram obtidas a partir dos acidos 94,
LASSINT-18 e 97, respectivamente. A amidacao ocorreu por via cloreto de acido,
com rendimentos significativos. A caracterizagdo estrutural dos compostos
LASSINT-29-31 se deu por RMN 'H e 13C. A andlise dos espectros, revelaram que
todas as amidas planejadas e sintetizadas, tiveram suas estruturas confirmadas,
principalmente por apresentar sinais entre 3,63-1,86 ppm, referente aos hidrogénios

do anel piperidina.

5.3.1 Obtencéo dos ésteres por esterificacao de Steglich

Inicialmente, realizamos um método conveniente para obtencdo de ésteres, que é
pela esterificacdo de Steglich. Este método foi desenvolvido por Wolfgang Steglich e
Bernhard Neises em 1978, comumente utilizada para esterificagdes e amidagdes. A
saber, utilizamos o DCC (diciclohexilcarbodiimida), que atua como reagente de
acoplamento e o DMAP (4-dimetilaminopiridina) como catalisador nucleofilico.
Geralmente, o solvente mais comumente utilizado neste tipo de reacdo é
diclorometano e ocorrem por meio de agitagdo a temperatura ambiente (STEGLICH,
NEISES, 1978; GILLES et al., 2015). O DCC e o &acido utilizado, podem formar o
intermediario O-acilisoureia. Posteriormente, o DMAP por ser um nucledéfilo mais
forte que o alcool, reage com o intermediario formado gerando uma amida reativa.

Para a formacdo do éster desejado, a O-acilisoureia reage com o &lcool e por
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conseguinte forma um éster e a diciclohexilureia estavel (DHU), como pode ser
observado no mecanismo de reacdo abaixo (Esquema 16). Ainda assim, um
intermediario formado, pode por rearranjo, formar outro produto intramolecular, 0 N-

acilureia.
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Esquema 16- Mecanismo de reacdo para a formacdo de ésteres, através da

esterificacao de Steglich.

Para obtencdo do LASSINT-2, aplicamos esta metodologia (DCC/DMAP),
porém néo foi favoravel. Diante das analises de RMN 'H, observamos a formacéo do
subproduto N-acilureia, e por consequéncia gerou rendimento muito baixo e/ou a
ndo formacao do produto esperado. Além, do DHU que é um subproduto altamente
dificil de ser removido das reacdes, h4 a possibilidade de formacédo intramolecular
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deste outro subproduto que isolamos. Portanto, ainda que haja a formacdo do
produto esperado, o rendimento deve ser irrisorio, por isso decidimos mudar a

metodologia, utilizando a esterificacéo via cloreto de acido.

5.3.2 Obtencdo dos ésteres por esterificacdo via cloreto de acido

O cloreto de tionila (SOCI2) é bastante utilizado na sintese orgénica, como
ativador de acidos carboxilicos, com a finalidade de formar o cloreto de &cido, sem a
formacao de subprodutos, tendo como etapa irreversivel a formagdo de compostos
gasosos como dioxido de enxofre (SO2) e acido cloridrico (HCI) que sé&o liberados
durante a reacao.

A etapa primordial desta reacdo, se da pela formacdo do intermediario
instavel pelo qual é protononado, o tornando altamente eletréfilo. Desse modo, esse
intermediario fica muito susceptivel ao ataque nucleofilico, até mesmo por um
nucledfilo fraco, como é o caso do cloreto que se forma no meio reacional. Por sua
vez, apos o ataque do cloreto a carbonila do intermediario, ha a formacéo do cloreto

de acila, dioxido de enxofre e acido cloridrico (Esquema 17).
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Esquema 17- Mecanismo de reacdo para a formacéo do cloreto de acila a partir dos

acidos utilizados neste trabalho.

Apoés obtencdo do cloreto de acila desejado, reagimos 0s respectivos fendis
bioativos em condi¢cbes reacionais apropriadas para a formacdo dos ésteres
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planejados. No Esquema 18, encontra-se 0 mecanismo de reagcao para a formagao

dos ésteres a partir do cloreto de acido obtido.
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Esquema 18- Mecanismo de reacao para a formacéo dos ésteres a partir do cloreto
de acido formado.

A reacdo do cloreto de acila formado com os fendis bioativos, ocorre
rapidamente na auséncia de um catalisador acido. E bastante comum utilizar
catalisador nucleofilicos neste tipo de reagcdo, como a piridina e no nosso caso, 0
DMAP. Porém, é sabido que o DMAP por exemplo, reage também com o cloreto de
acila formando um intermediario ainda mais reativo frente a um nucledfilo, do que o
proprio cloreto de acila, como pode ser observado no mecanismo de reacdo
representado no Esquema 18. Isto posto, todos os ésteres e amidas foram
sintetizados aplicando esta metodologia, constatando que todas as reacdes,
apresentaram rendimentos significativos variando de 60 a 98%, tendo em vista que
foi uma metodologia eficiente, simples e limpa para a obtencdo dos compostos

planejados.
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5.40BTENCAO DE HIDROGENIO ATRAVES DA REACAO ENTRE O ALUMINIO
E SOLUCAO AQUOSA DE HIDROXIDO DE SODIO (NaOH)

Na literatura, ha varias pesquisas voltadas para producdo de H: através de
alguns metais como 0 magnésio, zinco e aluminio. Desses metais, nos utilizamos o
aluminio por se tratar de um metal que pode ser encontrado facilmente e em boa
guantidade, além de ser matéria prima na fabricacdo de varios produtos e
embalagens. Sobretudo, apresenta uma outra vantagem, pois o Hz obtido encontra-
se com alto teor de pureza, aproximadamente 98%. (WANG, et al, 2009).

Na producdo de Hz, nos utilizamos folhas de aluminio para embalagens, os
quais foram triturados para aumentar a sua superficie de contato, e
consequentemente produzir de forma eficiente um volume de Hz necessario para
ocorrer a reducdo, pelo qual foi armazenado em um baldo (Figura 26). Para a
producdo de H: foi utilizada uma solugédo aquosa de NaOH, pelo qual em contato
cuidadosamente com o aluminio triturado, os ions alcalinos dessa solugéo penetram
a camada do oxido de aluminio, acarretando a degradacdo do mesmo mais
rapidamente através da corrosdo em temperatura ambiente. Ao formar o H:
pretendido, 0 mesmo entra em contato com cloreto de calcio afim de remover toda
umidade produzida neste processo, e € armazenado em um baldo por intermédio de
uma mangueira, e por fim é direcionado a mistura reacional. Os compostos
submetidos a hidrogenacédo catalitica, com esta metodologia empregada foram
formados com rendimentos significativos e pudemos confirmar suas estruturas

através de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 3C.

5.5 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS OBTIDOS

5.5.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 'H e C*3

Os espectros de RMN tanto de '3C quanto de 'H da série dos derivados do
acido pipérico, foram comparados com o composto de partida (LASSINT-1).
Comparando o espectro de RMN*H do acido pipérico apds a reacédo com o timol 79,
notamos 0 aparecimento de sinais caracteristicos. Por exemplo, apareceu um
dupleto em 1,21 ppm referente aos hidrogénios do grupo isoprila presente na
estrutura do timol, pelo qual acopla com o hidrogénio metinico. Em 2,33 ppm temos

um simpleto referente aos hidrogénios da metila ligada ao anel aromatico. E por fim,
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um sinal muito caracteristico € um hepteto em 3,00 ppm referente ao acoplamento
do hidrogénio metinico com os hidrogénios do grupo isoprila (Espectro 3). Os
demais sinais sdo da estrutura do acido pipérico e do anel aromatico do timol, o que

configura que houve a adi¢do do fenol bioativo a molécula.
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Espectro 3- Espectro de RMN *H comparativo entre o LASSINT-1 e o produto de
sintese LASSINT-2.

Vale salientar que, o timol 79 e o carvacrol 80, sdo isdmeros de posi¢cdo. Em
uma andlise mais detalhada, notamos que os compostos LASSINT-2 e LASSINT-3
apresentam pequenas diferencas em deslocamentos quimicos especificos. No
espectro de RMN 'H do LASSINT-2 os hidrogénios do grupo metila ligado ao anel
aromatico, encontram-se em 2,15 ppm e do LASSINT-3 (com o carvacrol) em 2,33
ppm. Também podemos observar uma diferenga, no deslocamento quimico do
carbono destes mesmos hidrogénios, que por sua vez do LASSINT-2 encontra-se
em 15,3 ppm e do LASSINT-3 em 21,3 ppm.

Nos demais compostos, podemos observar sinais caracteristicos da adicéo
desses fendis bioativos, quando comparado aos compostos de partida. Por exemplo,
compostos contendo o eugenol como o reagente, é possivel notar o aparecimento

de sinais como um dupleto em 3,0 ppm referente ao hidrogénio do CH2 que acopla



130

com o hidrogénio metinico, préximo a ele (J%). Em quase 4,0 ppm encontra-se um
simpleto referente aos hidrogénios da metoxila ligada ao anel aromatico do eugenol.
Por fim, encontram-se dois multipletos entre 5,0-6,0 ppm, referentes aos hidrogénios
vinilicos da cadeia lateral com os trés atomos de carbono, além dos novos sinais na
regido dos aromaticos, que corroboram para a adicdo deste fenol ao respectivo
acido.

Nos acidos que utilizamos o paracetamol como reagente, nota-se um sinal em
2,0 ppm mais ou menos, referente a metila do grupo amida ligada ao anel aromatico.
Além disso, os dois dupletos na regido aromética, confirmando essa adi¢do. No caso
do salicilato de metila, também se nota um simpleto na regido de 4,0 ppm
condizendo a metila do grupo éster ligado ao anel aromatico. Assim como, 0s sinais
referentes ao anel aromatico. Todos esses detalhes podem ser analisados nos
espectros adicionados no anexo. Portanto, 0s compostos planejados e sintetizados,
todos foram caracterizadas e confirmadas suas estruturas através das técnicas

disponiveis.

5.6 ATIVIDADE BIOLOGICA

Para facilitar a compreenséo, todos os dados obtidos para 0os compostos
sintetizados, foram divididos por série, pelo qual estdo apresentados nas sessfes a

seqguir.

5.6.1 Avaliagcéo da atividade larvicida

5.6.1.1 Série dos derivados amidicos 1,3-benzodioxolas

As amidas e seus derivados representam uma classe muito importante de
compostos de um ponto de vista cientifico, destacando-se por apresentar diversas
propriedades bioldgicas, especialmente a atividade inseticida. Dentre a diversidade
vegetal existente, estudada com efeito larvicida contra o mosquito Ae. aegypti, a
familia Piperaceae destaca-se como uma das mais investigadas. O género Piper
tem sido evidenciado no campo da quimica por conter compostos bioativos com
potencial biotecnoldgico para a saude e a agricultura. (NAHAK & SAHU, 2011).

Estudos realizados com piperina demonstram a importancia desta amida natural,
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uma vez que exibe bioatividades promissoras (Ul HAQ et al., 2020). No que diz
respeito as investigacdes sobre a atividade inseticida da piperina, alguns estudos
revelam o seu potencial contra cepas resistentes, causando toxicidade e mortalidade
em Anopheles gambiae e Anopheles funestusas (SAMUEL et al., 2016), além de ser
ativa contra Ae. aegypti (CUSTODIO et al., 2016). Sabendo do potencial inseticida
da piperina, realizamos a sintese de mais quatro derivados 1,3-benzodioxolas
amidicos, baseados na estrutura quimica da piperina, na intencdo de investigar se
mudancas na cadeia alifatica teria alguma influéncia na atividade biolégica (Figura
27).

De acordo com a concentracéo letal (CL) as amidas 1, 91 e LASSINT-29 foram
as mais ativas da série. Entretanto, desses trés compostos apenas o 1 e 91 foram os
mais toxicos frente as larvas de Ae. aegypti. Contudo, o composto 91 mostrou LCso €
LCoo mais baixos quando comparados a piperina, sendo entdo 54,52 e 151,12 uM,
respectivamente. O composto 1 mostrou LCso e LCoo de 78,85 e 228,98 uM,
respectivamente. Diante do exposto, 0 composto 91 € o mais promissor desta série
de amidas.

Tabela 5- Concentracdes letais 50 e 90 dos compostos 1, 91, e LASSINT-29, contra larvas de Aedes

aegypti, em 24 horas de exposicéao.

Compostos Concentracdo letal 50 e 90 (uM)
Lcso Intervalo de confianca Lcao Intervalo de confianga
1 78,85 73,81-84,16 228,98 208,09-255,03
91 54,52 50,98-58,19 151,12 137,61-168,12
LASSINT-29 170,74 158,09-184,67 692,42 606,35-805,61

Diante dos resultados obtidos, as amidas 1 e 91, foram ainda mais ativas nas
concentracfes mais baixas. Analisando a estrutura quimica das amidas, podemos
predizer que a cadeia alifatica pode ser a regiao toxicoférica da molécula, ou seja,
guanto maior o espacador, a atividade biolégica é otimizada. Além disso, nota-se
gue, neste caso a auséncia da insaturacdo contribuiu para aumentar a atividade

biolégica (Figura 27).
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Figura 27- Dados obtidos das amidas sintetizadas em todas as concentracdes

testada (uM) em 24h de exposicéo.

A piperina 1 e a tetraidropiperina 91 foram as mais ativas da série. No
entanto, a tetraidropiperina se mostrou um pouco mais ativa. Tanto a piperina quanto
a tetraidropiperina, quando exposta as larvas de Ae. aegypti por 24h, nas
concentracbes de 700 e 350 uM, causaram 100% da mortalidade larval. A
tetraidropiperina na concentracdo de 175,0 uM causou morte mais de 90% das
larvas, e na de 87,5 uM mais de 50%, sendo estes resultados maiores que o da
piperina (Figura 27).

Diante desses resultados, pode ser observado que ambos os compostos séo
ativos frente as larvas de Ae. aegypti. No entanto a tetraidropiperina apresenta-se
mais ativa que a piperina, quando comparadas ao tempo de exposicdo. A exposicao
a tetraidropiperina causou morte de 100% das larvas de quarto instar de Ae. aegypti
no periodo de 8 horas, na concentracdo de 700,0 uM. J&a a piperina teve morte de
mais de 70% das larvas, como pode ser observado na tabela 6. Em suma, a
tetraidropiperina apresenta-se mais ativa significativamente nas trés primeiras
concentracdes (Tabela 6).
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Tabela 6- Mortalidade (%) larval em 8h de exposicdo aos compostos 1 e 91.

Concentracdes Mortalidade em 8h de exposi¢éo
(uM) Piperina 1 Tetraidropiperina 91

700,0 80,5+ 4,82 100,0 +0,0°
350,0 60,5+1,92 75,0 + 4,4°
175,0 33,8+2,82 39,4 +3,4°
87,5 433+1,12 8,3+3,32

43,7 1,11 £ 0,02 16 + 0,02

21,8 0,00 0,00

Os dados sdo mostrados como média + SD e analisados pela ANOVA seguida pelo teste de
comparacgdes multiplas de Tukey. Os numeros seguidos por diferentes letras sdo estatisticamente
diferentes (p < 0,05).

A tetraidropiperina 91 € um analogo sintético da piperina, apresentando
diferenca estrutural em relacdo a cadeia carbonica, sendo entdo saturada. Como
mencionado anteriormente, em termos comparativos, a tetraidropiperina apresenta-
se mais toxica as larvas do Ae. aegypti. Relatos na literatura relacionados a essa
amida sintética evidencia sua presenca em uma formulacdo com atividade inseticida.
Constatou-se o efeito inseticida dessa amida frente a duas espécies de dipteros,
como a Lucilia cuprina e Musca domestica, pelo qual dentre as amidas testadas a
tetraidropiperina apresentou-se como a mais ativa desta classe (BARBIERI et al.,
2007).

5.6.1.2 Série dos derivados acidos de 1,3-benzodioxolas

Como mencionado, a funcdo amida € importante para a atividade inseticida,
além de serem composta por esse nucleo, partilham uma subunidade de 1,3-
benzodioxola que parece ser um grupo farmacoforo promissor para essa
bioatividade. Sabendo disso, decidimos utilizar a subunidade 1,3-benzodioxola do
LASSINT-1 (4cido pentadienoico) como base estrutural para planejar os derivados
acidos. A fim de avaliar a modificacdo do espacador na atividade inseticida, bem
como o encurtamento da cadeia de carbono e a presenca/auséncia de duplas

ligacdes (Figura 28).
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Figura 28- Estruturas quimicas de derivados acidos de 1,3-benzodioxolas.

Os resultados encontrados neste trabalho, mostrou a importancia da cadeia

alifitica nos efeitos toxicos contra as larvas do Ae. aegypti. A reducdo da

insaturacdo entre o anel 1,3-benzodioxola e a funcdo acida (do LASSINT-1 e 94)

resultou na diminuicdo consideravel da atividade e inatividade dos compostos
saturados (LASSINT-7 e LASSINT-18). Por outro lado, o encurtamento da cadeia de

carbono do &cido pipérico, em comparacdo ao composto 94, insaturado, aumentou a

atividade larvicida. Ao mesmo tempo, a eliminacdo da cadeia espacadora também

resultou em um composto inativo 97 (Figura 29).
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Para o composto 94, um periodo de exposicdo mais curto as larvas de Ae.
aegypti, revelou a sua capacidade de matar as larvas apés 1h de contato. Este efeito
foi mantido até 24 h, como se mostra na tabela 7. A porcéo do 1,3-dioxola no anel
aromatico desempenha um papel fundamental na atividade larvicida. Outras
moléculas contendo a subunidade 1,3-benzodioxola foram relatadas pela sua
atividade inseticida, tais como a asaricina, safrol, e os seus isomeros, mostrando
gue tanto os substituintes 3,4-metilenodioxi no anel aroméatico como o grupo vinil na
cadeia alifatica s@o cruciais para a atividade biolégica (BHARDWAJ et al., 2010;
HEMATPOOR et al., 2016).

Tabela 7- Mortalidade por tempo de observacdo do composto 94 exposto as larvas do Ae. aegypiti.

Concentracdes Mortalidade (%)

(UM) 1h 2h 4h 8h 16 h 24 h

700,0 73,9+8,2% 91,7+6,028 97,2+4,8% 97,2+48* 97,2+4,8% 1000+0,02
350,0 72,8+1,00 88,9+4,8% 91,7+0,0® 91,7+0,0®  91,7+0,02  91,7+0,0®
175,0 71,7+58% 83,3+6,0° 86,1+58%* 86,1+7,8®° 91,1+4,8%®  91,1+4,8%®
87,5 67,2+10,72 78,9+13,6® 81,1+16,2% 81,1+17,3% 82,8+13,5% 86,7+11,7®
43,7 49,4+19,7% 57,5+21,8* 61,7+17,4> 66,7+16,9° 68,3+ 16,4> 71,1+16,9°
21,8 21,7+5,8> 27.8+3.8 31,1+25° 31,0+1,7° 34.4+1.9° 36,7 +0,0°
10,9 500+25° 10,0+259 13,3+3,8° 166+2,8 16,6+2,8% 19,1+ 3,8

temefés 100,0+ 0,0 - - - -

Os dados sao mostrados como média + SD e analisados pela ANOVA seguida pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey. Os numeros seguidos por diferentes letras sdo estatisticamente
diferentes (p < 0,05).

5.6.1.3 Série dos derivados ésteres 1,3-benzodioxolas

Por fim, realizamos a sintese de ésteres utilizando fendis bioativos como timol
79, carvacrol 80, eugenol 74, paracetamol 99 e salicilato de metila 100 com os
acidos acima citado. Inicialmente testamos os fendis isoladamente, para investigar
suas atividades antes da adicdo aos acidos. Embora alguns j& serem descritos por

apresentarem atividade larvicida. Os resultados obtidos demonstraram que apenas o
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timol 79, carvacrol 80 e eugenol 74 tiveram atividade expressiva contra as larvas do

Ae. aegypti na concentracdo de 700,0 uM em 24 h de exposicao (Figura 30).
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Figura 30- Dados obtidos dos fendis bioativos em todas as concentracdes testada

(uM) em 24 h de exposigao.

Os resultados dos derivados 1,3-benzodioxolas advindos do 4&cido
pentadienoico (LASSINT-1), também foram reunidos e comparados com o &cido de
partida. Sabendo disso, pode ser observado que os derivados contendo timol 79 e
carvacrol 80, foram os mais ativos na concentracdo de 700,0 uM. Porém, quando
comparamos esses resultados, com o composto de partida, o LASSINT-1, nota-se
gue o acido sem modificagdo foi mais ativo que seus derivados. Podemos concluir,

neste caso, que a funcdo acida pode estar contribuindo para a atividade bioldgica
(Figura 31).
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Figura 31- Dados referente aos derivados 1,3-benzodioxolas advindos do LASSINT-

1 em todas as concentracdes testadas (uM) em 24h de exposicéo.

A série dos derivados 1,3-benzodioxolas advindos do &cido pipérico reduzido
(LASSINT-7), foram reunidos para avaliar o potencial frente as larvas de Ae. aegypti,
comparando-os com o acido de partida. Nesses resultados, nota-se que, diferente
dos derivados do &cido pipérico, todos foram ativos contra as larvas, em todas as
concentracfbes, exceto o LASSINT-8-10. Em relacdo ao precursor, apenas 0S
compostos LASSINT-10 e LASSINT-11, foram mais ativos. Ainda assim, o composto
LASSINT-11 foi mais ativo que o LASSINT-10, causando a morte mais de 60% das
larvas em 24 h de exposicdo, na concentracao de 700,0 uM.

Em termos comparativos, os derivados desta série diferem na cadeia alifatica,
sendo saturada em relacdo a série do acido pipérico. Ademais, além do composto
LASSINT-11 ser o mais ativo, em sua estrutura ha a presenca da funcdo amida do
paracetamol, pelo qual pode ser atribuida a expressdo dessa atividade larvicida
(Figura 32).
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Figura 32- Dados referente aos derivados 1,3-benzodioxolas a partir do LASSINT-7

em todas as concentragdes testadas (uM) em 24 h de exposicao.

Como temos visto, a cadeia alifatica € de suma importancia para a atividade

biolégica. Desse modo, uma outra série que faz parte desse estudo, sdo o0s

derivados do 3,4- (metilenodioxi) acido cindmico 94. Os resultados desse estudo,

mostra que esses derivados foram inativos frente as larvas do Ae. aegypti, quando

comparados ao precursor. O composto 94, foi mais ativo que os seus derivados.

Diante disso, podemos predizer que a adi¢cdo dos fendis bioativos ndo teve influéncia

positiva na atividade larvicida (Figura 33).
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Figura 33- Dados referente aos derivados 1,3-benzodioxolas advindos do composto

94 em todas as concentragdes testadas (uM) em 24h de exposicao.

Os derivados saturados a partir do LASSINT-18, também foram testados frente
as larvas do Ae. aegypti. Nessa série, todos apresentaram atividade, exceto o
LASSINT-18, que é o acido de partida, ou seja, diferente da série anterior, as
modificacdes estruturais realizadas no precursor, causaram influéncia positiva na
atividade bioldgica. Apesar disso, apenas os compostos LASSINT-20-22 foram os
que tiveram atividade larvicida relevante. Apresentaram mortalidade das larvas
acima de 50% na concentragdo de 700,0 uM em 24 h de exposigéo.

Destes trés compostos ativos, apenas o LASSINT-22 apresentou atividade
expressiva, causando mais de 90% da morte das larvas na concentragcdo de 700,0
uM. Na concentragdo de 350,0 uM, este composto teve mortalidade em
aproximadamente 80%. Analisando esses resultados, podemos notar que, apos
reducdo da dupla ligagdo, o precursor tornou-se inativo. No entanto, ao adicionar os
fendis bioativos essa atividade foi melhorada, e dentre os fendis, apenas o derivado
com o paracetamol, foi o mais ativo. Podemos sugerir que esta atividade se

correlaciona com a por¢cédo amida presente na estrutura (Figura 34).
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Figura 34- Dados referente aos derivados 1,3-benzodioxolas advindos do LASSINT-

18 em todas as concentracdes testadas (uM) em 24h de exposicao as larvas de Ae.

aegypti.
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Por fim, a série dos derivados do composto 97, foram testados frente as
larvas de Ae. aegypti. Nesses compostos temos a auséncia da cadeia alifatica, e a
adicao dos fendis bioativos. Os resultados demosntraram que o acido de partida nao
apresentou atividade larvicida. No entanto, os compostos LASSINT-24, LASSINT-25
e LASSINT-27 foram os mais ativos da série na concentragdo de 700,0 uM em 24 h
de exposicdo. Desse modo, a adicdo dos fendis ao acido, neste caso apenas o timol,
carvacrol e paracetamol, tornaram-se mais ativos frente as larvas de Ae. aegypti
(Figura 35).
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Figura 35- Dados referente aos derivados 1,3-benzodioxolas advindos do composto
97 em todas as concentracfes testadas (uM) em 24 h de exposicao as larvas de Ae.
aegypti.

Diantes de todos esses resultados, os ésteres mais ativos foram o LASSINT-
11, LASSINT-22 e 0 LASSINT-27. Entre esses trés, o LASSINT-22 foi o mais ativo,
apresentando mortalidade mais de 90% na concentracdo de 700,0 uM em 24h de
exposicdo (Figura 36). Os trés compostos possuem o paracetamol como reagente, e
os dois que possuem espacador, é saturado. No caso, do LASSINT-22 o espacador
€ apenas de dois carbonos. Pode-se concluir que o espacadores influenciam na
atividade biologica. Portanto, como respota a esses resultados, no caso dos
compostos com espacador saturado, pode promover flexibilidade a molécula,
facilitando assim o seu encaixe no alvo bioldgico.
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Figura 36- Dados referente aos ésteres mais ativos em todas as concentracées

testadas (uM) em 24h de exposicao as larvas de Ae. aegypti.

5.6.2 Avaliacao da toxicidade aguda

Além da atividade larvicida, selecionamos 0s compostos mais promissores
para realizar a avaliacdo de toxicidade aguda desses compostos, e assim rastrear a
dose de seguranca em mamiferos, utilizado fémeas albino Swiss (Mus musculus)
como modelo. De acordo com Acute Toxic Class Method (OECD, 2001), séo
estabelecidos 4 niveis de dose para estimar a DLso (dose letal mediana) (5, 50, 300
e 2000 mg/kg* podendo chegar a 5000 mg/kg? para a avaliacdo de toxicidade
aguda. Como mencionado anteriormente, 0os compostos selecionados para esta
atividade foram a piperina 1, tetraidropiperina 91 e o composto 94.

Inicialmente, os ensaios foram realizados na dose de 2000 mg.kg™* para a
piperina e a tetraidropiperina, e realizado o screening hipocréatico. Nessa dose,
ambos os compostos, induziram a morte de um animal, evidenciando sinais toxicos
leves referentes ao Sistema Nervoso Central (SNC), como refluxo e postura estética
guando administrado a piperina. Em relagdo ao seu andlago, a tetraidropiperina,
sinais clinicos como taquicardia e convulsao foram observados, acarretando a morte
de um animal 15min apo6s a administracdo. Diante disso, as doses foram diminuidas

para 300 mg.kg®. A piperina nessa dose, inicialmente, foi capaz de induzir ao
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lacrimejamento excessivo e fotofobia e dias apds a administracdo, foi registrado a
morte de um animal e os demais tiveram percas de peso consideraveis. Todavia, se
fez necessaria baixar a dose apenas da piperina para 50 mg.kg, pelo qual, nesta
dose ndo houve morte e o sinais observados foram semelhantes aos do controle.

A tetraidropiperina, quando administrada na dose de 300 mg.kg, por via oral,
causou agitacdo com expressivos saltos e aumento da frequéncia respiratoria, e por
fim, sinal depressivo, como sedacdo, ndo havendo oObitos. Durante os 14 dias de
observacéo, nao foi registrado 6bito e nenhum comportamento atipico que pudesse
ser atribuido aos efeitos da substéncia. Além dos sinais clinicos observados, foi
avaliado alguns parametros, como consumo de agua, comida e peso corporal, sendo
este Ultimo, resposta terapéutica de farmacos, pelo qual pode indicar efeitos
adversos relacionados ao uso do composto (SUGANTHI; RAVIKUMAR, 2012).
Quanto a variacdo do consumo de 4gua, comida e peso corporal do grupo tratado
com a tetraidropiperina, no final do experimento, n&do apresentou diferenca

significativa em comparacao ao controle (tabela 8).

Tabela 8- Média e desvio padrdo do consumo de 4gua, ragéo e variacdo de peso durante os 14 dias

de observacdo da dose de 300 mg.kg™.

Composto Parametros avaliados
Agua (mL) Racéo (g) Peso corporal (g)
Tetraidropiperina 18,18 £ 4,062 21,52 + 4,142 27,88 + 0,642
Grupo controle 21,28 + 6,512 19,30 + 5,072 30,95 £ 1,092

Em relacdo aos parametros bioquimicos relacionados a tetraidropiperina,
observou-se aumento das transaminases, AST (aspartato aminotransferase) e ALT
(alanina aminotransferase), como também na uréia (Tabela 9). O aumento nos
niveis da transaminase (ALT), pode sugerir danos hepaticos consideraveis. Quanto
aos parametros hematoldgicos, foi observado aumento apenas nos leucécitos,
guando comparados ao grupo controle. Isso pode apontar alguma inflamacé&o, haja
vista que as subpopula¢des de leucocitos sdo associadas ao processo inflamatorio
(FRIEBE et al., 2011; REYES et al., 2015).
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Tabela 9- Niveis séricos sanguineos de transaminases (TGO e TGP), creatinina e ureia de
camundongos do grupo controle Tween™ 80 5% (control2, 10 mL.kg') e do grupo tratado com

tetraidropiperina por via oral apés 14 dias da administracdo da dose de 300 mg.kg™.

Composto Parédmetros Biogquimicos
Ureia (mg/dL-  Creatinina (mg/dL™?) TGO (U/LY) TGP (UL
)
Tetraidropiperina 31,56 + 2,522 0,33 +0,03? 63,50 + 2,352 54,16 + 0,472
Grupo controle 24,00 + 3,60° 0,31 + 0,012 55,33 + 5,03 47,66 + 6,02°

Isto posto, podemos concluir que a tetraidropiperina ndo apresenta efeitos
toxicos significativos na dose de 300 mg.kgt. Em contrapartida, estudos corroboram
com os achados nesse trabalho, revelando que a piperina é altamente tdxica para
camundongos, ratos e hamsters em altas doses (STOJANOVIC-RADIC et al., 2019).
Além disso, estudos realizados por Rao et al, 2015, afirma que a piperina aumenta a
aspartato aminotransferase sérica e ALP, a medida que a proteina sérica total
diminuiu, acarretando dano consideravel ao figado em camundongos albinos CF-1
(RAO et al., 2015).

Apesar da piperina ser um agente nutracéutico, seu uso requer moderagao,
pois estudos de toxicidade subaguda revelaram também que a piperina, nao
apresenta efeitos toxicos na dose de 100 mg.kg ! (Ul HAQ et al., 2020). Contudo, a
dose de seguranca para consumo de piperina é de 5 mg.kg* dia ! (BURDOCK,
2010; EFSA, 2015). Diante do exposto, podemos concluir que a reducao das duplas
ligacbes da piperina, para a formacdo do seu andlogo, aumentou a toxicidade em
larvas de Ae. aegypti e diminuiu em camundongos Swiss (Mus musculus). Desse
modo, nossos resultados evidenciam que a tetraidropiperina € menos téxica que a
piperina, além de ser mais ativa contra as larvas de Ae. aegypti. Esses resultados
podem ser atribuidos as ligagdes duplas, ou seja, a regido da insaturacdo pode ser a

parte toxicoférica da molécula.

A toxicidade oral aguda do composto 94 também foi testada em

camundongos. A observagdo continua mostrou um efeito excitatorio do sistema
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nervoso central (SNC) (movimento estereotipado, aumento da frequéncia
respiratoria e reacdo de fuga) nos primeiro 30 minutos. Isto é seguido por um
possivel efeito depressor do SNC (reducdo dos membros posteriores e prostracao).
Nenhum efeito no sistema nervoso autdbnomo (SNA) foi observado nas primeiras 4
horas e nenhuma mortalidade foi registrada até o 14° dia. Além dos sinais clinicos,
nao foram observadas alteracGes na ingestdo hidrica, alimentar e no peso corporal
durante os 14 dias em que os grupos foram comparados.

Todos o0s parametros bioquimicos séricos renais e hepaticos foram
ligeiramente aumentados nos animais tratados com o composto 94 (Tabela 10), o
gue pode indicar um possivel efeito toxico nos rins e figado neste nivel de dosagem.
No entanto, ndo foram observadas alteracdes estruturais na analise histolégica dos

rins, figado, bago e pulmdes dos animais tratados.

Tabela 10- Niveis séricos sanguineos de transaminases (TGO e TGP), creatinina e ureia de
camundongos do grupo controle Tween™ 80 5% (controle, 10 mL.kg™') e do grupo tratado com o

composto 4 por via oral apds 14 dias da administracdo da dose de 2000 mg.kg .

Grupo Parametros bioquimicos
Ureia Creatinina TGO TGP
(mg dL) (mg dL™) (UL uLdh
Controle 21,40 +1,632 0,36 + 0,052 92,46 + 5,452 82,36 + 6,042
Composto 94 28,66 + 1,22° 0,48 + 0,03 110,00 + 5,24° 100,00 * 2,00°

A Figura 39 mostra nos rins (a), glomérulos bem preservados com
manutencdo do espaco capsular (seta); tubulos contorcidos proximal (asterisco) e
distal (cabeca de seta) com epitélio preservado; no figado (b), hepatécitos normais
(seta) e triade hepatica (asterisco); sinusoides hepaticos bem definidos (cabeca de
seta); no baco (c), polpas vermelhas (seta) e brancas bem delimitadas (asterisco); e

nos pulmdes (d), espaco alveolar (asterisco) e epitélio (seta) bem preservados.
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Figura 37- Fotomicrografias representativas dos 6rgaos principais de camundongos
tratados com acido cinamico 3,4-(metilenodioxi) (2000 mg.kg-1). a) rim; b) figado; c)

baco; e d) pulméo.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A piperina foi extraida e purificada dos frutos triturados da Piper nigrum L.
através do meéetodo de extracdo e purificacdo simultanea utilizando o aparelho Goes,
pelo qual foi aplicado neste trabalho. Observamos que, este método demonstrou
rendimento significativo de 2,65%, mostrando-se eficiente na economia de solventes
e reducdo do tempo de processamento. Realizamos a sintese dos derivados 1,3-
benzodioxolas via cloreto de acido, pelo qual nos forneceu rendimento altos,
variando de 60 a 98%. A caracterizacdo dos compostos sintetizados foi comprovada
inicialmente, por meio de espectroscopia de RMN *H e RMN 13C.

Em relacdo a atividade larvicida das amidas, a piperina 1 e o seu anélogo,
foram os mais ativos frente as larvas de Ae. aegypti. No entanto a tetraidropiperina
apresenta-se mais ativa que a piperina, quando comparadas ao tempo de
exposicdo. A exposicdo a tetraidropiperina causou morte de 100% das larvas do
guarto instar de Ae. aegypti no periodo de 8 h, na concentracdo de 700,0 uM, e a
piperina teve morte de 70% das larvas. Além disso, na avaliacdo da toxicidade
aguda, a tetraidropiperina € menos toxica que a piperina na dose de 300 mg.kg,
ndo apresentando sinais clinicos significativos de toxicidade.

Na série dos acidos 1,3-benzodioxola, o composto 94 foi o mais ativo.
Apresentando mortalidade de 74% das larvas, em 1 h de exposi¢cdo. Nos testes de
toxicidade aguda, mostrou sinais clinicos suaves em camundongos tratados com
2000 mg.kg*, sem quaisquer sinais estruturais de toxicidade em 6rgdos como o rim,
figado, baco e pulmdes. Dentre os ésteres sintetizados, os mais ativos foram o
LASSINT-11, LASSINT-22 e o LASSINT-27. Entre esses trés, o LASSINT-22 foi o
mais ativo, apresentando mortalidade mais de 90% na concentracdo de 700,0 uM
em 24 h de exposi¢cao. Diante do exposto, estes resultados mostraram que tanto a
subunidade 1,3-benzodioxola, o tamanho do espagador, quanto a
saturacdol/insaturacdo na cadeia alifatica sdo relevantes para a atividade biol6gica,
esta Ultima, podendo ser a regiao toxicoférica da molécula.

Para os compostos mais promissores, tém-se como perspectivas o estudo de
mecanismo de acao, persisténcia do produto em condigbes de campo, assim como
avaliar a possibilidade de bioacumulagéo. Portanto, visando a reducao na densidade

populacional do Ae. aegypti, devido a baixa toxicidade em mamiferos desses
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compostos € uma excelente estratégia de controle deste vetor, com aplicabilidade
em agua potavel, tendo em vista que pode ser um produto de grande utilidade em

saude publica.
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Espectro 11- Espectro de *H RMN da tetraidropiperina (600 MHz, CDCls).
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Espectro 12- Espectro de *C RMN da tetraidropiperina (150 MHz, CDClIs).

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarizy Positive Sal Nebullzar 3.5 Bar
Focus Mot aclive Sat Doy Heater 200°C
Siean Bagin 50miz Set Capillary 4500V Sat Dry Gas 2.0Lmin
Scan End 1500 miz Set End Plate Offsat SV et Diverl Valve Wasle

Intenz.
il

C1TH24NC, [M+H]

1.00 904754

.50

0.25

000 -
2% 2% 230 252 25 =% 2% 300 2 iz

Espectro 13- Espectro de Massa de alta resolucéo da tetraidropiperina.
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Espectro 14- Espectro de *H RMN do LASSINT-29 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 15- Espectro de 13C RMN do LASSINT-29 (150 MHz, CDCl3).



Acquisition Parameter

Source Type

ES! lon Poianty Positve Sat Nabulizsr 359 Bar
Focus Not 3ctive Set Dry Healer 200 C
Sgan Bagin 50 miz Set Caplllary 4500V Set Doy Gas &0 kmin
Scan End 1500 miz 3et End Plate Offsat -500v Fet Divent Valve Wasle
Infers.
falig
5
N C1SH1BNOS, [M+H]
3
2
1
I]22IJ 240 260 250 300 320 mz
Espectro 16- Espectro de Massa de alta resolucdo do LASSINT-29.
(o]
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i Z L} T T I
S.Yl] 7.-5 7.!0 ’ 6“5 T[I 5!5 ’ SrEI ’ ; i y 3.Y5 ]:CI 25 1t5 U'S

4.5 4.0
1 (ppm)

Espectro 17- Espectro de *H RMN do LASSINT-30 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 18- Espectro de 13C RMN do LASSINT-30 (600 MHz, CDClz).

Acquisition Parameter
Source Type E3Sl lon Polarity Puositive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Capillary As00W Set Dry Heater 200 °C
Sezan Begin 50 miz Set End Plate Offset -500 W SetDry Gas 8.0 limin
Sezan End 500 mfz Set Charging Voltage 2000 W Set Divert Valve Source
Set Corona 0nA Set APCI Heater 0°C
Inkens_ ] #ME, 1.0-1.9min #58-111
1108
1+
] 101,0034
1,007
0.751 1+
1 2841265
0.50
0,257
] 128.me2 225.0107 | SZE'EWS H8.1207 487.0862
o e —— e —
50 100 160 200 260 300 350 400 450 miz

Espectro 19- Espectro de Massa de alta resolucdo do composto LASSINT-30.
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Espectro 20- Espectro de *H RMN LASSINT-31 (600 MHz, CDCls).

Acquisition Parameter
Source Type ESl lan Polarity Pasitive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Active Set Capillary 4500 Set Dry Heater 200°C
Scan Begin 50 miz Set End Plate Offset -500 v Set Dry Gas 8.0 Vmin
Secan End 500 miz Set Charging Veltage 2000V Set Divert Valve Source
Set Corona 0OnA Set APCI Heater 0°c
Intens. | +MS, 1.0-1.5min #58-89
11084
] 1010029 1+
1.5 ¥ 2560936
1.0
0.5+ - 1+
] 328.0M16 1+
144.8874 418.1182
1 292 9716 4891981
0.0+ Al 1 I. II k. ; L.l . L. L ] L A - : L . Iy
50 100 150 200 250 300 350 400 450 miz
Meas. miz # lon Formula Score m/iz err[mDa] err[ppm] mSigma rdb e Conf N-Rule Adduct
234111903 1 C13H16NO3 100.00  234.112470 0.6 24 162 65 ewven ok  M+H
0.8 31 11.2 65 ewven ok M+Na

256.083627 1 C13H15NNaD3 100.00 256.094414

Espectro 21- Espectro de Massa de alta resolucdo do LASSINT-31.
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Espectro 22-Espectro de *H RMN do LASSINT-1 (600 MHz, DMSO).
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Espectro 23- Espectro de 13C RMN do LASSINT-1 (600 MHz, DMSO).
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|Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 4.0 Bar
Focus Mot active Sat Dry Heater 200°C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4000 v Set Dry Gas 8.0 ¥min
Scan End 1500 m/z Set End Plate Offsat -500 'V Set Divert Valve Waste
Intens. -5, 0.1-0.3min #7-16
8000
C12HI04, [M-H]
G000
2178511
4000
20004
218.0548
- . — 219.0569 2272007
210 215 220 225 230 miz
Espectro 24- Espectro de Massa de alta resolucédo do LASSINT-1.
[WE U v R0 i
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12
121
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Espectro 25- Espectro de 'H RMN do LASSINT-2 (400 MHz, CDCl3).
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Espectro 26- Espectro de 13C RMN do LASSINT-2 (100 MHz, CDCl=).
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Espectro 27- Espectro de *H RMN do LASSINT-3 (400 MHz, CDClz).
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Espectro 28- Espectro de 13C RMN do LASSINT-3 (100 MHz, CDCl=).
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Espectro 29- Espectro de *H RMN do LASSINT-4 (400 MHz, CDClz).
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Espectro 30- Espectro de 13C RMN do LASSINT-4 (100 MHz, CDCl=).
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Espectro 31- Espectro de *H RMN do LASSINT-5 (600 MHz, CDClz).
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Espectro 32- Espectro de 13C RMN do LASSINT-5 (150 MHz, CDCl=).
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Espectro 33- Espectro de *H RMN do LASSINT-6 (600 MHz, CDClz).
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Espectro 34- Espectro de 3C-APT do LASSINT-6 (150 MHz, CDCl3).
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Espectro 35- Espectro de *H RMN do LASSINT-7 (600 MHz, CDClz).
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Espectro 36- Espectro de 13C RMN do LASSINT-7 (150 MHz, CDCl=).
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Espectro 37- Espectro de *H RMN do LASSINT-8 (600 MHz, CDCl3).
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Espectro 38- Espectro de 13C RMN do LASSINT-8 (150 MHz, CDCl=).
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Espectro 39- Espectro de *H RMN do LASSINT-9 (600 MHz, CDClz).
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Espectro 40- Espectro de 13C RMN do LASSINT-9 (150 MHz, CDCl=).
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Espectro 41- Espectro de *H RMN do LASSINT-10 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 42- Espectro de 13C RMN do LASSINT-10 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 43- Espectro de *H RMN do LASSINT-11 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 44- Espectro de 13C RMN do LASSINT-11 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 45- Espectro de *H RMN do LASSINT-12 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 46- Espectro de 13C RMN do LASSINT-12 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 47- Espectro de *H RMN do LASSINT-13 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 48- Espectro de 13C RMN do LASSINT-13 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 49- Espectro de *H RMN do LASSINT-14 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 50- Espectro de 13C RMN do LASSINT-14 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 51- Espectro de 'H RMN do LASSINT-15 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 52- Espectro de 13C RMN do LASSINT-15 (150 MHz, CDCls).

Espectro 53- Espectro de *H RMN do LASSINT-16 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 54- Espectro de 13C RMN do LASSINT-16 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 55- Espectro de *H RMN do LASSINT-17 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 56- Espectro de 13C RMN do LASSINT-17 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 57- Espectro de *H RMN do LASSINT-18 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 58- Espectro de 3C-APT RMN do LASSINT-18 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 59- Espectro de *H RMN do LASSINT-19 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 61- Espectro de *H RMN do LASSINT-20 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 63- Espectro de *H RMN do LASSINT-21 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 65- Espectro de *H RMN do LASSINT-22 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 66- Espectro de 13C RMN do LASSINT-22 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 67- Espectro de *H RMN do LASSINT-23 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 68- Espectro de 13C RMN do LASSINT-23 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 69- Espectro de *H RMN do LASSINT-24 (400 MHz, CDCls).



S 3 28 53 2308 g3 32 % 58
T T N A T T
o]
0
< (o}
o}
|
5 | !
1
i
!
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Espectro 70- Espectro de 13C RMN do LASSINT-24 (100 MHz, CDCls).
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Espectro 71- Espectro de *H RMN do LASSINT-25 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 72- Espectro de 3C do LASSINT-25 (150 MHz, CDCl3).
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Espectro 73- Espectro de *H RMN do LASSINT-26 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 74- Espectro de 13C RMN do LASSINT-26 (150 MHz, CDCls).
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Espectro 75- Espectro de *H RMN do LASSINT-27 (600 MHz, CDCls).
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Espectro 76- Espectro de 13C RMN do LASSINT-27 (150 MHz, CDCls).
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ANEXO A- CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

Universidade Foderal 8¢ Pernambuce
Contrs de Bocibacis
A0 el Methwe Lhers s
P | Rocke = T8 - Bewnd
Tooex 3104 M2
afuhe b

Reciie, 28 da outubro de 2021
Oficio n"74/21

Da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Prof. Ivone Antonia de Souza
Departameanto de Aribwtcos

Centro de Buociencias

processo n"00T82021

Certificarmas que a proposta infitulada “Estudo fitoquimico e avallaglo
toxicologica dos subprodutos dos rizomas de Curcuma longs e frutos de
Piper nigrum sobre o Aedes aegyptl ¢ Mus musculus”. regisirado com o
n*0078/2021 sob a responsabildade da Prof. Ivone Antonia de Souza
envolve a produgso, manutencdo ou ulilizagio de animals pertencentes so filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de peequisa cientifica
(ou ensing) - encontra-se de acordo com o8 preceios da Lei n® 11,794, de 8 de
outubro de 2008, do Decrelo n° 6.699, de 15 de julho de 2009, & com as
normas  editadas pelo CONSELMO NACIONAL DE CONTROLE DE

EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CONCEA), # foi aprovada pela COMISSAD DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

(UFPE), am reunidio de 28009/2021
Finahdade ' () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da aulonzacio . 141022022 a 17/06/2022
CIpAE MO Camundongo heterogémco
N e srimans i 7.0__,
Pesofidace | Camundongos = 25-284 (60 dias)
Sexo ] Femea (70)
Origem: Blotério de Criagao Biotério do Departamento de |
| Antibidticos da UFPE 4
Destno: Blotdrio de Expermentacho [Laboratirio  de  Pesquisa  de
| Toxicologia do Depattamento  de
. | Antibidticos da UFPE
Alencicsamente

Prol, SebaslifoR. F. Siv
Freadenk (CEWUTE
SIRPE 38550
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