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Piperine, its Analogues and Derivatives: Potencial as Antiparasitic Drugs

Abstract: This paper describes the importance and potentiality of natural piperine as precursor of new bioactive
molecules. This natural product has the fruits of black pepper (Piper nigrum, Piperaceae) as its main source. We focused
herein its potential antiparasitic  activity againsttwo  important protozoa of the Trypanosomatidae  family:
Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease;and Leishmania sp., whichinvolves a complex
of protozoan responsible for leishmaniasis. These two diseases are responsible for different forms of severe clinical
manifestations which can culminate in the death of affected patients. In addition, some aspects involving the accessibility
of this natural product; extraction methods; as well as its biosynthesis are also discussed herein.

Keywords: Piperine; black pepper; Chagas’ disease; leishmaniasis; natural products; antiparasitic drugs.

Resumo

Neste artigo encontram-se descritas a importancia e a potencialidade da amida natural piperina, como precursora de novas
moléculas com aplicagdo na modulagao de fend6menos bioldgicos. A principal fonte de obtengdo da piperina sdo os frutos
da pimenta do reino (Piper nigrum, Piperaceae). Foi focalizado neste trabalho o potencial antiparasitario do produto
natural, seus analogos e derivados frente a dois protozoarios da familia dos tripanossomatideos, o Trypanosoma cruzi,
agente etiolégico da doenca de Chagas; e a Leishmania sp., que envolve um complexo de protozodrios responsaveis pelas
leishmanioses, que se apresentam em diferentes formas de manifestacGes clinicas severas, as quais podem culminar na
morte dos pacientes infectados. Além disso, também sdo discutidos aqui aspectos envolvendo a acessibilidade ao produto
natural, visto que o Brasil é um grande produtor de pimenta do reino; métodos de extragdo, bem como a sua biossintese.
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1. Introdugao

Algumas das moléculas que mais salvaram vidas
humanas em toda a histéria foram, por exemplo, a
quinina (1), extraida da Cinchona officinales
(Rubiaceae) e a penicilina G (2), obtida de processos
fermentativos do Pennicillium chrysogenum
(Trichocomaceae) (Figura 1). Outra molécula natural
de grande importancia é o taxol (3), isolado pela
primeira vez de Taxus brevifolia (Taxaceae). O taxol é
um farmaco antitumoral, com ag¢do antimitética, que
possui aplicacdo no tratamento de diferentes tipos de
canceres, como o de ovario, pulmao, melanomas e de
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mama. O taxol age sobre o citoesqueleto,
interrompendo o processo de citocinese, através da
interferéncia no equilibrio tubulina-microtubulos.
Assim, vemos que os produtos de origem natural
ocupam posi¢do de destaque quando o assunto é o
desenvolvimento de novos farmacos, principalmente
na area de quimioterapia de doengas infecciosas e do
cancer.” Outro dado relevante aparece na analise do
numero de produtos naturais e seus derivados que
figuram na lista de medicamentos considerados
essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude. A 172
revisdo desta lista, atualizada em marco de 2011,
inclui cerca de 350 diferentes farmacos.”
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Figura 1. Quimioterapicos de origem natural

Newman e Cragg publicaram um levantamento,
em 2007, onde é descrito que do total de 1.184 novos
farmacos introduzidos no mercado entre os anos de
1981 e 2006, 974 foram micromoléculas de origem
natural, sintética ou semissintética.® Estas novas
micromoléculas foram agrupadas por indicacao
terapéutica e por fonte de origem. A analise dos
ndmeros levantados neste trabalho deixa clara a
expressiva participacdo dos produtos naturais, direta
ou indiretamente, no desenvolvimento destes novos
farmacos. Por exemplo: na drea dos antitumorais, de
um total de 81 novas micromoléculas introduzidas
para esta aplicagdo terapéutica, apenas 22,2 % (18
moléculas) ndo tiveram a participacdo direta ou
indireta de produtos naturais no seu planejamento.
As demais 63 micromoléculas (77,7%) introduzidas
como antitumorais foram produtos naturais per se; ou
derivados semissintéticos de produtos naturais; ou
derivados sintéticos que tiveram seus farmacéforos
planejados a partir do conhecimento da atividade
descrita para produtos naturais; ou ainda substancias
de origem sintética que de alguma forma mimetizam
produtos naturais. Das 13 novas moléculas
introduzidas no  mercado como  farmacos
antiparasitarios, neste periodo, apenas 4 (30,7%) nao
tiveram a participacdo de produtos naturais no seu
planejamento. Outro dado relevante que aparece na
analise dos niumeros apresentados neste trabalho é o
reduzido percentual de novas moléculas
desenvolvidas para utilizagdo como antiparasitarios,
comparado com outras aplica¢des terapéuticas, o que
evidencia a grande lacuna existente nesta area, bem
como a necessidade de se somar esforgos no
desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento deste conjunto de enfermidades.”*

Ao se imaginar a utilizagdo de produtos naturais
como farmacos, ou mesmo como matéria-prima para
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a preparacao destes, esbarra-se no fato da maioria
dos metabdlitos especiais de origem vegetal serem
biossintetizados em pequenas quantidades, serem de
dificil isolamento, ou ainda, por ndo serem obtidos de
fontes renovaveis. A amida natural piperina (4)
(Figura 2) esta presente em diferentes espécies do
género Piper, sendo mais abundante nos frutos de
Piper nigrum.® Conhecida popularmente no Brasil
como pimenta do reino, P. nigrum tem seu uso
bastante difundido na medicina popular da india, pais
de onde é origindria, sendo que no Brasil seu principal
uso é como condimento. A composicdo quimica da
pimenta do reino vem motivando estudos cientificos
ha quase duzentos anos, uma vez que o primeiro
trabalho descrevendo o isolamento da piperina dos
frutos de P. nigrum foi descrito em 1819 pelo quimico
e fisico dinamarqués Hans Christian Oersted.’
Posteriormente, foi realizada a determinagdo
estrutural desta amida natural, como sendo a N-[5-
(1,3-benzodioxola-4-il-1-oxo-penta-2E,4E-dienil)]-

piperidina (4) (Figura 2). Outras amidas, em menores
concentragdes, foram posteriormente isoladas da
pimenta do reino, mas atribui-se principalmente a
piperina o sabor pungente deste condimento.®’
Apesar de ser considerada uma planta exdtica, o
Brasil ¢ um dos grandes produtores mundiais de
pimenta do reino, com um total de 35.120 toneladas,
colhidas em cerca de 20.000 hectares de 4area
cultivada no ano de 2006. Destaca-se como principal
produtor o estado do Pard (78%), seguido pelo
Espirito Santo (16%).2 Outro ponto relevante em
relacdo a este produto natural é a sua abundancia,
sendo extraido em rendimentos de cerca de 3-7%, a
partir dos frutos secos da planta.’ Além disso, devido
a maior ocorréncia da amida nos frutos, a pimenta do
reino constitui-se como uma fonte renovavel para
esta substancia, visto que com manejo adequado
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pode-se realizar colheitas sem comprometer a planta.
A colheita é feita em trés épocas: a primeira no més
de junho, a segunda em torno do més de agosto, e a
terceira e Gltima colheita ocorre em outubro.™

1.1. Biossintese da piperina

A piperina (4) é composta por um grupo 1,3-
benzodioxola (subunidade A), ao lado de uma cadeia
de acido pentadienoico (subunidade B) e o fragmento
piperidina (subunidade C) (Figura 2).

O acido pipérico, porcao acil da molécula da
piperina (subunidades A e B, Figura 2), tem como
precursor o respectivo derivado cinamoil-SCoA (6)
(Esquema 1), o qual é biossintetizado a partir do acido
chiquimico (5), podendo apresentar diferentes
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padrées de oxigenacdo no anel aromatico (nos
carbonos 3, 4 e 5), sendo que o anel 3,4-metilenodioxi
€ bastante comum na classe dos fenilpropanoides (Cs-
C;). Apds reacdo do derivado cinamoil-SCoA (6) com
uma unidade de malonil-SCoA (7), seguida da redugao
da enona (8) e de uma B-eliminagdo, obtém o tioéster
piperoil-SCoA (9), que reage com piperidina (10),
formando a piperina (4).''* Desde o inicio dos
estudos biossintéticos da piperina, foi proposto que
sua formacdo dava-se por condensacdo da piperidina
(10) com o tioéster piperoil-SCoA (9) (Esquema 1).
Geissman e Crout,” na década de 70, propuseram

uma rota biossintética para a piperina que somente
pode ser confirmada apds a descoberta da enzima
piperidina piperoiltransferase. Esta enzima mostrou-
se especifica para piperidina, alcangando 100% de
atividade relativa."

Subunidade B

Piper nigrum

Subunidade A 0 Subunidade C

T

.
v D R
v ¢

(b)

(c)

Figura 2. Frutos frescos (a) e moidos (b) de P. nigrum. Estrutura (c) e cristais (d) da amida natural piperina (4)
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Esquema 1. Proposta biossintética para a formacgao da piperina

1.2. Métodos de extracdo e isolamento da
piperina

A extracdo de substancias organicas por solventes,
através de aquecimento e refluxo, € uma técnica
tradicional que pode ser utilizada para o isolamento
da piperina. Atualmente este método continua sendo
adaptado e aprimorado, devido principalmente a sua
versatilidade, baixo custo e também visando a
otimizacdo de tempo e rendimento. A extra¢do por
aquecimento e refluxo pode ser melhorada através da
utilizacdo de ultrassom e/ou liquidos i6nicos
organicos."

O extrator de Soxhlet é um dos equipamentos
mais usados de extragdao continua no isolamento da
piperina e seu funcionamento consiste na utilizagao
de um solvente apropriado (que no caso da piperina é
normalmente o  etanol).’  Subramaniam e
colaboradores realizaram a extragdo continua da
piperina utilizando para isso um extrator de Soxhlet
modificado, do tipo DBSA (Double Bypasses Soxhlet
Apparatus), aumentando assim o nimero de ciclos de
refluxo e diminuindo o tempo de extracdo.” Depois
de obtido o extrato, o isolamento da piperina pode
ser realizado tanto por técnicas cromatograficas
convencionais como pela sua simples precipitacao,
apos remogao dos taninos presentes e adicdo de dgua
em meio alcodlico bésico.’

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No.3| |208-224|

12,13

Além dos métodos mencionados para a obtencdo
da piperina, encontra-se descrito na literatura uma
proposta alternativa relacionada a produgdo da amida
natural em cultura liquida, induzida por fungos
endofiticos (Periconia sp.), isolados de Piper
Longum.™® Esta é uma alternativa bastante promissora
para obtencdo da piperina e outras substancias
bioativas em larga escala, principalmente pela
possibilidade de preservar a estrutura fisica e a
biodiversidade de plantas fitoterdpicas.

2. Atividades bioldgicas da piperina

A variedade de atividades bioldgicas exibida pela
piperina é bastante ampla. A utilizacdo da pimenta do
reino como condimento é tdo antiga quanto o
conhecimento de suas propriedades inseticidas, que
foram cientificamente constatadas apenas em 1924."
Desde entdo, varias pesquisas foram desenvolvidas
com o intuito de identificar as substancias
responsaveis por esta e outras atividades de P.
nigrum. Como a piperina é a piperamida que ocorre
em maior propor¢do na planta, esta se tornou o
principal alvo de avaliacdes bioldgicas.’®* Algumas
destas atividades encontram-se sumarizadas na
Tabela 1.
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Tabela 1. Algumas das atividades bioldgicas da piperina

Atividades bioldgicas Referéncias
Amebicida 20, 21
Anticonvulsivante 22
Antidepressiva 23,24
Antifungica 21,25
Anti-inflamatéria 26, 27
Antitumoral 28, 29
Antimalarica* 30
Hepatoprotetora 31,32
Inseticida 33-35
Inibicdo da resisténcia bacteriana 36
Leishmanicida 37-40
Protetora do SNC** 41
Reguladora do metabolismo lipidico 42
Tripanocida 43-47
*Em associagdo com outros farmacos **Sistema Nervoso
Central

Uma das propriedades bioldgicas mais
interessantes e relevantes da piperina esta na sua
capacidade de aumentar a biodisponibilidade de
outros medicamentos, quando combinados a mesma.
Este efeito promove uma maior concentragao
plasmatica dos farmacos, aumentando sua eficiéncia
devido a inibigdo do metabolismo hepatico.”® A maior
parte das pesquisas nesta area relatam aumentos
significativos na concentragdo plasmatica tanto de
farmacos como de demais compostos ativos, quando
administrados em associa¢do. Entre estes, podemos
citar a wvasicina (mucolitico) e a esparteina
(antiarritmico);* o propranolol (anti-hipertensivo), a
teofilina (antiasmatico) e a fenitoina (antiepilético);™
o diaril-heptanoide curcumina (antitumoral);>* em
combinacGes para o tratamento da doenca de
Alzheimer;>* e no tratamento da maléria-resistente a
artemisinina.>®> Como pode ser visto na Tabela 1,
encontram-se na literatura vérios trabalhos
descrevendo a avaliacdo da atividade da piperina
frente a diferentes enfermidades.

3. Metodologias de sintese para a
piperina

Devido ao fato da piperina ser um produto natural
que se destaca por sua abundancia, facilidade de
extra¢do, permitindo assim a avaliagdo de seu variado
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perfil de atividades bioldgicas, diferentes grupos de
pesquisa trabalharam no desenvolvimento de rotas
sintéticas que viabilizaram o acesso a este tipo de
estrutura. A partir de pequenas modificacdes nas
estratégias sintéticas estudadas, tornou-se possivel o
acesso a diferentes alquenilamidas estruturalmente
relacionadas. Esta abordagem permitiu a realizacdo
de estudos de REA (Relagdo Estrutura-Atividade) que
levaram a compreensdo dos requisitos estruturais
relevantes para as diferentes atividades bioldgicas
estudadas nesta classe de substancias. Dentre as
estratégias sintéticas descritas na literatura, foram
selecionadas quatro, apresentadas a seguir. Em 1979
Tsuboi e Takeda descreveram uma abordagem que
tem o rearranjo [3,3]-sigmatrdpico de um éter de enol
como etapa-chave (Esquema 2). A partir desta
abordagem a piperina (4) e seu isbmero, isochavicina
(11), foram obtidas numa proporgdo de 2:1, em 57%
de rendimento global.”

Sloop propds, em 1995, a preparacdo da piperina,
tendo como etapa-chave uma reacdao de Emmons-
Horner do piperonal com o fosfonato adequado.*
Apds hidrélise do éster metilico e preparagdo do
respectivo cloreto de acila, a piperina (4) foi obtida
pela reacdo deste com piperidina em rendimento
global de 50% (Esquema 3). Esta é uma sequéncia
cldssica para a obtenc¢do destas amidas, tendo sido
utilizada em diversos trabalhos de sintese de
alguenilamidas relacionadas.
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Esquema 3. Abordagem sintética descrita por Sloop™

Em 2000, Chandrasekhar e colaboradores organomagnesiano 1,3-benzodioxola.> Nesta
descreveram uma rota sintética envolvendo a reagdo  abordagem a piperina (4) foi obtida em 3 etapas, em
de tosil-hidrazonas com o derivado  43% de rendimento global (Esquema 4).
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Esquema 4. Metodologia sintética descrita por Chandrasekhar e colaboradores™
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Em 2001 foi descrita por Schobert e colaboradores
uma metodologia sintética extremamente
interessante, através da qual foi possivel a sintese da
piperina e de outras amidas relacionadas.”® A etapa-
chave desta metodologia envolveu a reagao de Wittig

O:@/\/
@)
(@]
e A
+ PhsP=C=C=0 —~ < D/\/\)J\O
O 4
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entre um aldeido cinamico e uma piperidinil-
fosforanoacetamida, gerada in situ, numa abordagem
multicomponente, que possibilitou a preparacdo da
piperina (4) em 54% de rendimento global (Esquema
5).

SeO,, 1,4-dioxano
24h, refluxo

Esquema 5. Abordagem sintética desenvolvida por Schobert e colaboradores®
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A piperina, devido as suas caracteristicas

peculiares, tem servido ainda de precursor para
outros derivados em trabalhos de modificacdo
estrutural. Alguns destes trabalhos, envolvendo a
preparacdo e avaliacdo de derivados como
antiparasitarios, serao discutidos a seguir.

4. Doengas negligenciadas

As doencgas tropicais como a dengue, leishmaniose,
doenca de Chagas, malaria, doencga do sono, filariose
linfdtica e a esquistossomose continuam sendo a
principal causa da morte de milhdes de pessoas, que
vivem principalmente em comunidades pobres nos
paises em desenvolvimento. Embora as doengas
tropicais, juntamente com a tuberculose, sejam
responsaveis por 11,4% da causa global de quadros
clinicos desabilitantes, apenas 21 (1,3%) dos 1.556
novos medicamentos registrados entre 1975 e 2004
foram especificamente desenvolvidos para o
tratamento deste conjunto de infecces.”””® Varios
estudos foram realizados visando o desenvolvimento
de farmacos, a partir de produtos naturais, para o
tratamento dessas doencas.”*®® Estas enfermidades
sdao conhecidas como doencgas negligenciadas,
principalmente pela falta de investimentos por parte
da industria farmacéutica e pela escassez de politicas
publicas voltadas a sua prevengdo. As conexdes entre
saude e direitos humanos sdo bastante claras, uma
vez que a saude é diretamente afetada por condicGes
adversas de saneamento basico, além de politicas
publicas mal elaboradas. Uma equipe da Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) realizou, em 2007, uma
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analise focalizando o problema das doencas
negligenciadas como causa e consequéncia da
violagdo aos direitos humanos basicos.”® Falhas no
suprimento e na possibilidade de acesso a agua
tratada, rede e tratamento de esgoto, moradias
adequadas, educacdo e participacdo aumentam a
vulnerabilidade destas populagdes as mais variadas
infeccGes. Além disso, as pessoas acometidas por
doencas negligenciadas tém seus direitos violados em
diferentes aspectos como, por exemplo, no acesso a
tratamentos eficientes e adequados para suas
enfermidades, na dificuldade em encontrar trabalho e
na discriminacdo que sofrem em muitos lugares por
serem portadores de uma doenca debilitante e,
muitas vezes, desfigurante. Além disso, essas
populagdes encontram-se alijadas da possibilidade de
se beneficiarem do desenvolvimento cientifico
alcangado pela humanidade, o qual deveria estar
disponivel a todos.®* Neste trabalho, do conjunto das
doengas negligenciadas, serd dado enfoque a duas
parasitoses causadas por protozodrios da familia dos
tripanossomatideos, a leishmaniose e a doenga de
Chagas.

4.1. Leishmaniose

A leishmaniose ¢é transmitida por insetos
hematdfagos conhecidos como flebétomos ou
flebotomineos, popularmente conhecidos como
mosquito palha ou birigui. Esta doenca é causada por
mais de 20 espécies de protozoarios flagelados do
género Leishmania, pertencentes a familia
Trypanosomatidae, podendo se apresentar em trés
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manifestacdes clinicas diferentes: leishmaniose
cutdanea ou tegumentar (LC), leishmaniose muco-
cutanea (LMC) e a leishmaniose visceral (LV).*

No Brasil, a média de casos de LV e LC no periodo
de 2005 a 2009 foi de 3.679 e 24.684 caso/ano,
respectivamente.63 O tratamento no homem é feito
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por administracdo de alguns farmacos, tais como o
antimoniato de meglumina (12), a pentamidina (13), a
anfotericina B (14) e a miltefosina (15).°> Diversos
trabalhos foram desenvolvidos na area de produtos
naturais, visando o desenvolvimento de novos
farmacos aplicaveis ao tratamento da leishmaniose.®

NH NH

H,N NH,

5 |
_P_ N
oo™
)
15

Figura 3. Farmacos com atividade leishmanicida®

A literatura relata varios trabalhos envolvendo a
atividade leishmanicida de piperina (4).
Primeiramente Kapil relatou a atividade leishmanicida
in vitro da piperina contra cepas de Leishmania
donovani, tendo como referéncia a pentamidina (13),
farmaco indicado para o tratamento desta doenca.*’
Posteriormente, Raay e colaboradores descreveram
as atividades in vivo sobre hamsters infectados com L.
donovani, apresentando significativa diminuicdo da
parasitemia com doses extremamente baixas
(6mg/kg).® Visando melhorar a farmacocinética da
piperina (4), Veerareddy e colaboradores prepararam
microemulsdes com piperina em sistema
agua/lipidios.® Os resultados obtidos neste trabalho
foram extremamente significativos, visto que ratos
infectados com L. donovani, quando tratados com
piperina, apresentaram uma redug¢ao de 38% na
parasitemia; ja aqueles tratados com piperina em
microemulsdo tiveram a parasitemia diminuida em
90%.*

Em trabalho recente, Ferreira e colaboradores
avaliaram o efeito toxico da piperina (4) e alguns de
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seus derivados e analogos (16-20) (Figura 4) contra
formas promastigota e amastigota intracelular de L.
amazonensis.®> As avaliagdes destes derivados
mostraram a importancia da fungdo piperamida
(subunidade C, Figura 2) e da presenga dos quatro
carbonos olefinicos (subunidade B) do produto
natural no efeito toxico contra o parasito na forma
amastigota. Além disso, observou-se que a presen¢a
do substituinte 3,4-metilenodioxi no nucleo
aromatico (subunidade A) foi irrelevante para o efeito
antiparasitario observado.®® Do conjunto de
moléculas avaliadas neste estudo (4; 16 a 20), a
piperina (4) e o derivado fenilamida (16)
apresentaram um melhor perfil de atividade. A
piperina apresentou concentragado inibitoria para 50%
(Clso) de 14,2 uM contra promastigotas e Clsg= 28 uM
contra amastigostas de L. amazonensis. Ja o derivado
(16) apresentou valores de Clsg = 28,9 uM e 24,5 uM
contra promastigotas e amastigotas,
respectivamente. Nestas avaliagdes foram usadas a
anfotericina B (14) e a miltefosina (15) (Figura 3)
como controles positivos.65
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Figura 4. Derivados e analogos da piperina, avaliados por Ferreira e colaboradores®

InvestigacGes sobre os provdveis mecanismos de
acdo dos compostos mais ativos, a amida natural (4) e
seu analogo sintético (16), indicaram a interferéncia
destas amidas na biossintese de lipideos na célula do
parasito. Além disso, foram observados efeitos
importantes sobre o ciclo celular da L. amazonensis,
sugerindo uma acdo sobre microtubulos ou ainda
inibicdo da topoisomerase do parasito. Outro aspecto
importante observado neste trabalho envolveu o
efeito toxico da piperina e de seu analogo sobre a
mitocondria de L. amazonensis, fato observado em
ensaios bioquimicos e por microscopia eletronica de
transmiss30.%

OO
% j\: 22
o) 25

Recentemente, Singh e colaboradores utilizaram a
estratégia de hibridacdo molecular, preparando
amidas da piperina com ésteres metilicos de
aminodacidos naturais, visando avaliar suas atividades
leishmanicidas.”’ Esta estratégia se baseou na
combinacdo das informacbes ja descritas sobre as
atividades leishmanicidas da amida natural (4) (Figura
2) e de ésteres de aminoacidos e de dipeptideos.®® Os
compostos desenhados por Singh foram sintetizados a
partir da hidrdlise da piperina e posterior reacdao do
mesilato do acido pipérico com ésteres metilicos de
diferentes a-aminoacidos, gerando os derivados (21)
a (25) (Figura 5)."°

21 R = CH,CgHs
R = CH,CgH, pOH

R = CH(CHa),
R = CH,CH,SCH;
R=H.C

2

N

H

Figura 5. Estrutura dos derivados mais ativos, preparados por Singh e colaboradores®

A atividade leishmanicida das amidas mostradas
na Figura 5 foi avaliada in vitro sobre promastigotas e
amastigotas de L. donovani. Todas as amidas
apresentaram maior atividade quando comparadas a
piperina (Clsp = 752 uM contra amastigotas) ou aos
ésteres metilicos de aminoacidos, quando avaliados
isoladamente (por exemplo, o éster metilico da L-
Valina apresentou valor de Clsp = 1.760 uM frente a
amastigotas de L. donovani).”® Além disso, as amidas
(21)-(25) apresentaram atividade mais pronunciada
contra a forma amastigota em comparag¢dao com a
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promastigota. O composto com melhor perfil de
atividade antiamastigota, dentre os derivados
testados, foi a amida (23), conjugado do acido
pipérico com o éster metilico do aminoacido valina
(Figura 5), que apresentou Clsg= 75 M. A amida (23)
foi posteriormente avaliada num modelo de infec¢do
in vivo em hamsters. Os resultados foram comparados
com a miltefosina, usada como controle positivo (Clsg
= 18 pyM e 33 uM frente a amastigotas e
promastigotas, repectivamente). 40
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Estudos de REA, visando avaliar o impacto das
modificagcdes estruturais na atividade leishmanicida,
demonstraram que a reducdo das insaturacdes do
espacador de quatro carbonos presente entre o anel
bezodioxola e a carbonila amidica (Figura 6) acarretou
a diminuig¢do da atividade anti-amastigota e levou ao
incremento da atividadade anti-promastigota dos
derivados saturados obtidos. Os acidos carboxilicos
correspondentes, gerados pela hidrélise dos ésteres

Reducao das ligacoes duplas do
espacador leva a diminuicao
da atividade anti-amastigota

e ao aumento da atividade
anti-promastigota

l?l R
H

=

subunidade da piperina

l J(il COOCHj I<_

Vo

metilicos (Figura 6), apresentaram menor atividade
frente as duas formas evolutivas do parasito.*
Resultados obtidos através de docking molecular
revelaram que o éster metilico piperoil-valina (23)
pode realizar interacdes no sitio ativo da enzima
adenina fosforribosiltransferase (APRT), que possui
papel essencial em amastigotas de L. donovani,*
evidenciando esta proteina como um alvo promissor
na quimioterapia da leishmaniose.

Hidrolise do éster metilico leva
a formacao dos respectivos
acidos, menos ativos frente as
duas formas evolutivas
do parasito

subunidade do

aminoacido

Figura 6. Relacdo estrutura-atividade dos conjugados do &cido pipérico com ésteres de aminoécidos*

4.2. Doenca de Chagas

Hoje no Brasil existem dois milhdes de pacientes
cronicos portadores da doenca de Chagas (DC).
Destes, seiscentos mil desenvolvem complicacdes
cardiacas ou digestivas que matam cerca de cinco mil
pessoas a cada ano.”’

O Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da DC, é
um protozodrio flagelado pertencente a familia dos
tripanossomatideos. A DC é uma parasitose bastante
frequente em regiGes tropicais, principalmente em
areas rurais com niveis de saneamento precario. Sua
transmissdo  endémica ocorre pelo inseto
hematéfago, o Triatoma infestans (Triatominae),
popularmente conhecido como barbeiro, quando suas
fezes contaminadas entram em contato com o orificio
da picada realizada pelo inseto. Desde a descoberta
de todo o ciclo do parasito, descrita em 1909 por
Carlos Chag.j.as,Bg’69 ainda nenhum farmaco eficaz foi
disponibilizado no mercado para a fase crénica da
doenca.
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A disponibilidade de farmacos aplicaveis ao
tratamento da DC, na fase aguda, é extremamente
restrita, havendo somente o0s nitro-heterociclos
benzonidazol (26) e nifurtimox (27) (Figura 7). A partir
de 1980 o nifurtimox (27) teve a sua comercializagdo
interrompida, primeiramente no Brasil e depois em
outros paises da América do Sul (Venezuela, Chile,
Argentina), em razio de seus efeitos tdxicos.”
Atualmente, o benzonidazol (26) é o Unico farmaco
destinado ao tratamento desta doenca no Brasil,
mesmo ndo sendo eficiente em alguns estagios
clinicos e apresentando sérios efeitos colaterais.”

Observamos na literatura que diferentes alvos
moleculares  foram  investigados visando o
desenvolvimento de novas alternativas para o

tratamento da doenca de Chagas.”” Nesta abordagem,
a diversidade estrutural dos produtos naturais se
coloca como uma alternativa na busca por novos
antichagasicos. A revisdao descrita por Uchiyama
relaciona os trabalhos recentemente desenvolvidos
na investigacdo de produtos naturais aplicaveis a
quimioterapia da doenca de Chagas.”
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27

Figura 7. Farmacos com atividade tripanocida’

Tomando como ponto de partida os precedentes
da literatura sobre a atividade leishmanicida da
piperina, Ribeiro e colaboradores descreveram a
atividade tripanocida da amida natural e com base

(0]

20 X =CH, 19
28 X=0 29
30
o 31
ST
© 32
17

0
35

Figura 8. Derivados e andlogos da piperina sintetizados por Ribeiro e colaboradores

Na avaliacdo, realizada in vitro, a piperina (4)
apresentou Clsp= 7,36 uM e 4,91 uM frente as formas
epimastigota e amastigota de T. cruzi,
respectivamente. A sintese de derivados foi uma
estratégia que teve como objetivo otimizar o efeito
tripanocida da piperina, além de avaliar a importancia
de algumas subunidades estruturais presentes na
amida natural para a atividade antiparasitaria
estudada.”* Neste estudo, apesar de nao ter sido
obtido nenhum derivado mais ativo do que a amida
natural, varias informagdes de REA foram
evidenciadas.  Verificou-se, por exemplo, a
importancia do tamanho do espagador de cinco
atomos de carbono, presente entre o anel aromatico
(subunidade A) e a piperamida (subunidade C) da
estrutura da piperina (Figura 2), através da sintese
dos derivados (20) e (36), que possuem,
respectivamente, espacadores de trés e sete atomos
de carbono (Figura 8). O derivado cinamico (20)
apresentou-se inativo contra o parasito na maior
concentracdo avaliada (Cls; > 96,52 uM para
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nestes resultados propuseram a sintese de derivados
e analogos (Figura 8), que foram testados frente as
formas epimastigota e amastigota do T. cruzi.***

R = OH 33 R=N
R = OCgH @

R = NHCH,CgHs

R =HN OL 34 R=N"Y
V\@ - K/N\
0

R = N[CH(CH)2].

O
<OJ©A\/\/\)J\ I\O
O
36
42,43

epimastigota). Ja o derivado que possui sete carbonos
e trés insaturacdes (36) (Clsp = 10,67 uM e 7,40 uM,
frente as formas epimastigota e amastigota,
respectivamente), mostrou atividade compardvel a
piperina, evidenciando a influéncia do tamanho da
cadeia na atividade tripanocida destas
alguenilamidas. A presenca das insaturacdes mostrou-
se de importancia secundaria, uma vez que o derivado
saturado da piperina, a amida (17), apresentou
discreta reducdo de atividade contra epimastigotas e
amastigotas (Cls, = 19,41 puM e 11,52 uM,
respectivamente), quando comparado a amida
natural. A substituicdo do grupo piperidinil da amida
natural (4) por N,N-diisopropil (30) (Clso = 14,85 uM e
7,77 UM, contra epimastigotas e amastigotas) ou
morfolinil (33) (Clsp= 56,13 uM e 5,71 uM), diminuiu a
atividade inibitdria frente a forma epimastigota, sem
alterar significativamente a atividade antiamastigota.
Ja as amidas primarias (30) e (31), bem como o
derivado secundario piperazinil (34) ndo foram ativos
contra epimastigostas. Os resultados obtidos na

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No.3| |208-224|



Ferreira, W. S. et al.

avaliagdo da amina alilica (35) (Clsp = 17,49 uM e 9,63
UM frente a epimastigotas e amastigotas de T. cruzi,
respectivamente), obtida pela reducdo da carbonila
amidica do produto natural, sugerem que a presenca
da carbonila ndo interfere significativamente na
atividade. A presenca da funcdo nitrogenada
mostrou-se de significativa importancia, uma vez que
o acido pipérico (19) (Clsp > 114,67 uM) e o éster (29)
(Clsp > 83,33 uM) foram inativos, mesmo nas maiores
concentracOes avaliadas frente a epimastigotas do
parasito.“’44

Dando continuidade a investigacdo sobre a
atividade téxica da piperina contra T. cruzi, o mesmo
grupo de pesquisa realizou estudos de microscopia
eletronica de varredura e de transmissdo em
epimastigotas tratados com doses sub-letais (5-8 uM)
de piperina para, a partir das observacdes das
alteragGes ultraestruturais ocorridas no parasito,
poder inferir sobre os provaveis mecanismos de acdo
desta amida natural frente ao T. cruzi.*’ Conforme
descrito na literatura, um dos mecanismos utilizados
por macréfagos para combater amastigotas do T. cruzi
é a producdo de NO.”* Como a piperina é capaz de
inibir a formacdo deste éxido,”” sua atividade deve
estar diretamente relacionada a uma a¢do no parasito

X0

Vo

e ndo indiretamente pela indu¢do do macroéfago.
Além disso, o conjunto de alteragGes ultraestruturais
observadas no processo replicativo das formas
epimastigotas do T. cruzi, quando tratados com
piperina, sugerem que o seu efeito ndo esteja restrito
apenas a um alvo do metabolismo do parasito.
Verificou-se também neste trabalho o efeito
tripanostatico da amida natural sobre as formas
epimastigotas, evidenciada pela interferéncia da
piperina na citocinese do parasito.*’

Em trabalho realizado posteriormente por outro
grupo de pesquisa, foi descrita a avaliagdo da
atividade da piperina e de outras piperamidas
naturais, isoladas de Piper tuberculatum e Piper
arboreum, contra a forma epimastigota de T. cruzi.”®”’
Do conjunto de resultados descritos nestes trabalhos,
destacam-se as atividades antiepimastigota dos
analogos naturais da piperina, piperilina (37) e 4,5-di-
hidropiperiline (38), isoladas das folhas de P.
arboreum (Clsp= 6,57 uM e 210,0 uM,
respectivamente). Estes resultados demonstraram a
importancia da conjugacdo entre o nucleo
benzodioxola e a carbonila amidica para a atividade
tripanocida (Figura 9).”’

(0]
O XN

Figura 9. Andlogos naturais da piperina, piperilina (37) e 4,5-di-hidropiperilina (38), isoladas de P. arboreum’’

Utilizando a estratégia de hibridacdo molecular,
Ferreira e colaboradores sintetizaram uma série de
derivados e analogos da piperina com a incorporagdo
de heterociclos mesoidnicos, da classe dos cloridratos
1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (Figura 10).”*® J4 havia
na literatura informagdes sobre atividade toxica

39 n=2;X=H

40 n=1;X=H if,
41 n=1;X=NO, "
45

Figura 10. Cloridratos mesoionicos,

Rev. Virtual Quim. |Vol 4| |No.3| |208-224|

contra L. amazonensis de moléculas contendo este
nucleo heterociclico. Desta forma, a estratégia de
desenho molecular utilizada se baseou na jun¢do das
informacBes sobre a atividade antiparasitdria da
piperina e a atividade leishmanicida descrita para
cloridratos 1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina.”

cr

N-N

O T

n=4;X=H 46 X=H
n=4; X=NO, 47 X=NO,
n=2;X=H

n=2; X=NO,

derivados e analogos da piperina**®
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A avaliacdo da atividade tripanocida dos derivados
e andlogos do produto natural, segundo Ferreira e
colaboradores,”® demonstrou a importancia da
conjugacao entre o anel benzodioxola e o heterociclo
mesoibnico, implementada pelas cadeias espacadoras
insaturadas presentes nos derivados (39), (40) e (41),
com respectivos valores de Clsg= 10,83 uM; Clsg= 4,13
uM; e Clsg= 0,64 uM contra epimastigotas do T. cruzi.
A série saturada (42-45) (Figura 10) apresentou uma
importante diminuicdo da atividade. Outro aspecto
estrutural evidenciado neste trabalho foi a
importancia do substituinte nitro no andlogo cinamico
(41) para a atividade téxica contra epimastigotas do T.
cruzi (Clsp = 0,64 pM). Contudo, o andlogo (41)
também apresentou elevada toxicidez frente as
células do hospedeiro (Clsy = 1,95 uM frente
macréfagos murinos). O cloridrato mesoidnico (46),
gue ndo possui espacador entre o anel benzodioxola e
0 nucleo tiadiazolium apresentou menor atividade
tripanocida, com Clsy = 103,06 uM contra
epimastigotas. O andlogo nitrado (47) apresentou-se
ativo frente a epimastigotas do parasito (Clsg = 13,42
KUM), contudo apresentou elevado efeito toxico frente
aos macréfagos murinos (Clsp = 6,62 uM), efeito ja
observado para o derivado cindamico nitrado (41),
evidenciando o potencial toxicoférico do grupamento
nitro nesta série de compostos. Dentre os derivados e
analogos preparados por Ferreira, o mesoionico (39)
foi o que apresentou menor efeito citotdxico em
macréfagos murinos (Clsg = 38,56 uM), demonstrando
assim maior seletividade.”*® Devido ao seu perfil de
atividade, o derivado (39) foi avaliado contra
tripomastigotas sanguineos (Clsy = 6,7 uM) e
amastigotas intracelulares (Clsy = 1,35 uM). Um
resultado interessante observado neste trabalho foi a
maior eficiéncia e a menor toxicidade do derivado
(39), quando comparado ao benzonidazol (26) (Figura
7) e ao seu precursor, a amida natural (4). Além disso,
o derivado (39) diminuiu a parasitemia de
camundongos infectados a niveis indetectaveis,
aumentando a sobrevida dos animais tratados,
guando comparados ao bezonidazol (26, Figura 7),
que foi utilizado como farmaco de referéncia.***®

5. Conclusoes

Os produtos naturais abundantes, accessiveis e de
facil isolamento configuram-se como excelentes
precursores para o desenvolvimento de novos
farmacos, Uteis no tratamento da leishmaniose e da
doencga de Chagas, além de outras parasitoses. Neste
cenario, a amida natural piperina se coloca como uma
alternativa extremamente promissora, devido ao
221
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grande nimero de atividades bioldgicas descritas para
esta molécula, incluindo atividades contra T. cruzi, L.
amazonensis e L. donovani. Além disso, sua
abundancia e facilidade de isolamento, aliada as
diferentes manipulac¢des sintéticas possiveis de serem
realizadas em sua estrutura, tem motivado diferentes
grupos de pesquisa a explorarem esta amida natural
na obtencdo de novos protdtipos antiparasitdrios,
além de outras possibilidades de aplicagbes
terapéuticas.
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