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RESUMO

Uma classe importante de moléculas naturais biologicamente ativas séo os
ligndides, moléculas formadas exclusivamente pelo acoplamento de grupos
fenilpropéanicos (C6-C3)n, onde ‘n’ é restrito a poucas unidades, 1,2,3 etc. Como
exemplos de ligndides temos as lignanas, neolignanas, alolignanas, oligolignoides
e heteroligndides. Esse trabalho traz uma abordagem as neolignanas que
juntamente com as lignanas representam 90% dos ligndides descritos na literatura.
As neolignanas possuem uma diversidade estrutural enorme, a prépria natureza
nos oferece uma variedade muito grande desses compostos, ademais, olhando de
um ponto de vista quimico, varias neolignanas ja foram utilizadas como produto
inicial para a sintese de derivados de produtos naturais com diversos objetivos, tais
como, otimizar a atividade do produto e estudar a relacao estrutura-atividade. Essas
moléculas também possuem inumeras atividades farmacoldgicas descritas na
literatura, como atividades antitumoral, antibacteriana, antimicobacteriana,
tripanossomicida, esquistossomicida, leishimanicida, etc. Exitem varias maneiras
para sintetizar esses tipos de compostos em laboratério, como por exemplo, 0s
acoplamentos oxidativos obtidos através de FeCls, Ag20, peroxidades, entre
outros. Dessa forma o objetivo deste trabalho foi sintetizar substancias da classe
neolignanas para a realizacdo da avaliacdo biol6gica das mesmas em células
tumorais humanas HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HCT-116 (carcinoma
colorretal humano), MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano), K562 (leucemia
mieldide crbnica) e a linhagem n&o tumoral L929 (fibroblasto murino), e também
nas nas linhagens bacterianas Escherichia Coli UFPEDA224, Staphylococcus
aureus UFPEDAO2 e Pseudomonas aeruginosa UFPEDA416.

Palavras-chave: Sintese de bioativos; Neoliganas; atividade antitumoral;
atividade antimicrobioana



ABSTRACT

An important class of biologically active natural molecules are lignoids, molecules
formed exclusively by the coupling of phenylpropanic groups (C6-C3) n, where 'n' is
restricted to a few units, 1,2,3 etc. Examples of lignoids include lignans, neolignans,
allolignans, oligolignoids and heterolignoids. This paper presents an approach to
neolignans that together with lignans represent 90% of the lignoids described in the
literature. Neolignans have a huge structural diversity, nature itself offers us a very
wide variety of these compounds, besides, from a chemical point of view, and several
neolignans have already been used as starting material for the synthesis of derivatives
of natural products with various purposes, such as optimizing product activity and
studying the structure-activity relationship. These molecules also have numerous
pharmacological activities described in the literature, such as antitumor, antibacterial,
antimicobacterial, trypanosomicide, schistosomicide, leishimanicide, etc. activities.
There are several ways to synthesize these types of compounds in the laboratory, such
as oxidative couplings obtained through FeClI3, Ag20, peroxities, among others. Thus,
the objective of this study was to synthesize neolignan substances for the biological
evaluation of them in human tumor cells HL-60 (acute promyelocytic leukemia), HCT-
116 (human colorectal carcinoma), MCF-7 (human mammary adenocarcinoma). ,
K562 (chronic myeloid leukemia) and non-tumor lineage L929 (murine fibroblast), as
well as bacterial strains Escherichia Coli UFPEDA224, Staphylococcus aureus
UFPEDAO2 and Pseudomonas aeruginosa UFPEDA416.

Keywords: Bioactive synthesis; Neoligans; antitumor activity; antimicrobial activity
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo uma fonte importante de compostos inovadores
utilizados para as mais diversas finalidades, no campo da saude destaca-se o
grande nimero de medicamentos comercializados que sdo produzidos inspirados
em produtos naturais ou de seus derivados (NEWMAN; CRAGG, 2007).

No entanto, a extracdo de compostos de origem natural diretamente dos
organismos Vivos, ndo é a Unica maneira de se obter estes compostos. A quimica
organica sintética e a sintese total de produtos naturais, possibilitam a producao
destes compostos sem necessariamente utilizar vias predatérias extrativistas,
reduzindo a possibilidade de esgotamento de determinado recurso natural, logo
estas sinteses sao ferramentas de extrema importancia no desenvolvimento de
medicamentos, assim como no desenvolvimento de drogas biologicamente ativas
(BARAN, 2018; GILTRAP, 2018).

O 4-O-DemetilKadsurenina M e a Licarina A (Figura 1) sdo moléculas
naturais, neolignanas, que possui em seu esqueleto uma estrutura benzofuranica,
e que apresenta diversas atividades biol6gicas, das quais cita-se, atividades
antitumoral, antibacteriana, antimicobacteriana, tripanossomicida,
esquistossomicida, leishimanicida, etc, além de estar envolvida na inducdo de
apoptose pela ativacéo de caspases 3 (OLIVEIRA, 2015; LEON-DIAZ; et al, 2010;
PARK; et al, 2004).

Figura 1. Estruturas benzofuranicas.

OMe OMe
OMe OMe
O O
‘'
X
4-O-Demetilkadsurenin M Licarina A

Fonte: autor (2019).
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Na literatura é possivel encontrar diversas moléculas com 0 mesmo grupo
benzofuranico, e as mesmas possuem diversas atividades biolégicas relatadas.
Como exemplos dessas moléculas (figura 2), cita-se o Acuminatin, Kdsurenin M,
Licarinediol A, Eupomatenoide 7, entre outros (BANERJEE, 2005; LADEIRA
MACED, 2017: SUN, 2019).

Figura 2. Estrutura do Acuminatin, Kdsurenin M, Licarinediol A, Eupomatenoide 7

OMe OMe
OMe OMe
(@) (@)
(@)
NS
X
Acuminatin Kadsurenin M
OMe OMe
OMe
OH o
OH
Licarinediol A Eupomatenoid 7

Fonte: autor (2019).

Recentemente moléculas naturais e seus derivados sintéticos, séo
comumente utilizados em testes pré-clinicos e clinicos, em diversas areas da
saude, nesse trabalho destaca-se a utilizacdo dessas moléculas como agentes
antitumorais e antibacterianos, em virtude da grande problematica atual com
relacdo ao cancer, que s6 no Brasil estima-se a ocorréncia de 600 mil novos casos
de cancer por ano e também no tocante a resisténcia bacteriana as drogas
existentes (AGARWAL, 2019; INC, 2017).

Estudos recentes mostram que diversas bactérias patogénicas que s&o
resistentes a mdltiplos farmacos, sdo sensiveis a uma variedade de Oleos
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essenciais em concentragdes consideradas baixas, 0 que torna promissor o estudo
de moléculas naturais e seus analogos sintéticos como agentes antibacterianos
(WILLING, 2018).

Baseado na importancia dessas moléculas, especialmente os compostos
com nucleo benzofuranico, e a dificuldade de obtencdo dos mesmos por vias
naturais, surge a seguinte problematica: Como sintentizar compostos com esse
nacleo e seus derivados de maneira mais simples e menos onerosa, seja
financeiramente ou com relacdo aos recursos utilizados, para permitir a possivel

descoberta de compostos com grande potencial farmacologico?

Para atender a esta problematica faz-se necessario identificar e desenvolver
novas rotas sintéticas para estes compostos e seus derivados, assim como realizar
testes bioldégicos com estas estruturas buscando alcancar atividades biolégicas
iguais, semelhantes ou potencialmente superior as dos compostos naturais
(BRITO; et al, 2018; LEMOS, 2012;).

1.1 Lignanas e Neolignanas

Lignanas e neolignanas representam 90% dos lignoides descritos na literatura. Os
lignéides sdo micromoléculas formadas exclusivamente pelo acoplamento de grupos
fenilpropénicos (Ce-Cs)n (figura 3), sendo n restrito a poucas unidades 1,2,3 etc.
(SIMOES, 2010).

Figura 3. Representacdo do grupo fenilpropanico (C6-C3).

Fonte: autor (2019).
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As lignanas por sua vez sédo formadas pelo acoplamento oxidativo de alcoois
cinamilicos entre si ou pelo acoplamento oxidativo de alcoois cinamilicos com acidos
cinamicos formando dimeros que apresentam o carbono gama (C-9) oxigenado (figura
4) (SIMOES, 2010).

Figura 4. Esqueletos classicos de lignanas.

Esqueletos de lignanas

2.2';8.8';9.0.9 7.0.7";8.8';9.0.9' 7.0.9';8.8";9.0.7

Fonte: Simoes, 2010;

Enquanto as neolignanas sao formadas pelo acoplamento oxidativo de propenil
fendis, podendo o acoplamento acontecer cruzado ou entre si, formando dimeros que
nao apresentam o carbono gama (C-9) oxigenado, como pode-se observar na figura
5 abaixo. Ainda com relacdo ao grupo dos ligndides temos as alolignanas,
norlignanas, oligoligndides e heteroligndides (COSTA, 1998; SIMOES, 2010).
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Figura 5. Esqueletos classicos de neolignanas.

Esqueletos de neolignanas

2.2';8.8 7.0.7"; 8.8 7.0.3';8.0.4'

Fonte: Simbes, 2010;

A formacdo desses esqueletos estruturais das lignanas e neolignanas pode ser
explicada pelo acoplamento oxidativo entre as unidades radicalares monomeéricas,
que podem apresentar varias estruturas de ressonancia e dependendo da posicao
dos acoplamentos oxidativo entre os radicais formados, um determinado tipo
estrutural de lignoides é originado (SIMOES, 2010).

Apesar de serem formadas por duas unidades fenilpropanodides (Cs-C3) as lignanas
e neolignanas possuem uma diversidade estrutural enorme, a propria natureza nos
oferece uma variedade muito grande desses compostos, e olhando de um ponto de
vista quimico, varias lignanas e neolignanas foram utilizadas como produtos iniciais na
sintese de derivados destes produtos naturais com diversos objetivos, tais como,
otimizar a atividade e estudar a relagao estrutura-atividade (APERS; VLIETINCK;
PIETERS, 2003).
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1.2 Sintese por acoplamento oxidativo

Em laboratdrio pode-se sintetizar essas substancias benzofuranicas de diversas
maneiras, uma delas, é através do acoplamento oxidativo, que pode ser realizado de
formas variadas, como descrito a seguir. Pode-se utilizar enzimas peroxidases
presentes em agua de coco por exemplo, onde a oxidacdo do substrato € realizada
por meio da reducédo do ferro que esté presente na reacdo, seguida da reativacéo da
enzima, onde o ferro sera reoxidado e o peroxido de hidrogénio sera decomposto na
agua, pode-se ainda utilizar Ag20, Nitrato de Amoénio Cérico (NAC ou CAN do inglés)
e também via Cloreto de ferro (lll) (FeCls) (RODRIGUES, 2017; ZAO; JOHANNES,
2012; Jin, 2010; CHEN, 2013).

O FeCls, no entanto, é largamente aplicado na quimica organica por ser um acido
de Lewis ideal, estavel, barato, eficiente e bastante conveniente para diversas
reacgdes, principalmente para acoplamentos oxidativos, além disso, o FeCls também é
considerado um catalisador ecoldgico, uma vez que geralmente proporciona

rendimentos excelentes e que ocorrem em apenas uma etapa (DIAZ et al, 2006).

Através do Cloreto de ferro (Ill), o acoplamento oxidativo acontece seguindo o
mecanismo proposto por MARDHATILLAH; MUTAKIN e LEVITA, em 2016, como

mostra a figura 6 a seguir.

Figura 6. Mecanismo proposto para o acoplamento oxidativo via FeCla.

MeO N MeO N Q
D/\/ N FeC|3 . (D/\/
HO Cl;FeO
Isoeugenol Intermediario

MeO N MeO NS
+ _
o) )

Licarina A

Fonte: Mardhatillah; Mutakin e Levita, 2016
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1.3 Cancer

Estima-se que 12% de todos os 6bitos no mundo sdo causados por cancer, e que
mais de 7 milhdes de pessoas morrem por ano, acometidos por esta doenca, portanto
0 cancer € considerado um problema de saude publica no mundo. Essa patologia &
caracterizada de forma bem sucinta, pela divisdo descontrolada de células,
produzindo células anormais e desorganizadas (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2006).

Dentre os tipos de cancer pode-se citar a leucemia promielocitica aguda (LPA),
que é um subtipo de leucemia mieldide que se caracteriza por uma coagulopatia
frequente associada a hemorragias espontaneas e a infiltracdo de promiel6citos

displasicos na medula 6ssea e possui um alto risco de morte (CICCONI, 2018).

O céancer colorretal, que esta entre os mais comuns do mundo e representa um
alto numero de mortes (DAVIS, 2018), o adenocarcinoma mamario, atualmente o tipo
de cancer mais comumente diagnosticado, representando a principal causa de morte
por cancer em mulheres (MATHIAS, 2019) e a leucemia mieldide crénica, um disturbio
mieloproliferativo caracterizado pelo crescimento desregulado e aumentado das
células mieldides na medula 6ssea e também pelo acumulo destas células no sangue
(BOSI, 2019).

Na atualidade os tratamentos para essas doencas incluem imunoterapia,
quimioterapia, radioterapia, quimioterapia, cirurgia, entre outros. Entretanto estes
tratamentos possuem algumas desvantagens importantes, como por exemplo, a
guimioterapia tradicional, que vem sendo associada a efeitos adversos sistémicos
graves, assim como a cirurgia de alguns tumores, que nao evita uma alta taxa de
recorréncia (ZHANG, 2018).

Além dos fatores acima, pode-se citar o problema da resisténcia terapéutica,
desenvolvida por diversos tipos de cancer aos tratamentos clinicos. Em muitos casos
estes canceres exibem resisténcia intrinseca a quimioterapia diminuindo a eficiéncia
do tratamento e, portanto, existe uma necessidade de identificar novas terapias,
incluindo o desenvolvimento de novas drogas que sejam eficazes e acessiveis
(NIKOLAOU, 2018).
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1.4 Infecgbes bacterianas

Recentemente a organizacdo mundial de saude (OMS) destacou as infeccdes
bacterianas como uma das principais causas de morte em criancas e jovens em todo
o mundo. O método mais utilizado para controlar infeccfes bacterianas em humanos,
plantas e animais, nos ultimos 60 anos, tem sido através do uso de antimicrobianos.
(KHARDORI, 2018; VAN DUIJKEREN, 2018).

No entanto a resisténcia desses microrganismos a diversas drogas aumentou
drasticamente nos ultimos anos, e em todo o mundo estes patdgenos ja sdo
reconhecidos como uma grande ameaca, principalmente cepas oportunistas como
exposto a seguir (BASSETTI, 2018; MELLATA, 2018; CROXEN, 2010; OLIVEIRA,
2018; AZAN. 2019).

Bactérias, como a Echerichia Coli, s&o normalmente encontradas no trato
gastrointestinal em humanos e animais, e geralmente s&o inofensivas, no entanto,
algumas cepas sao capazes de causar infecgoes, tanto no trato gastrointestinal como
no trato urinario, sistema nervoso central e até mesmo na corrente sanguinea
(MELLATA, 2018; CROXEN, 2010).

Além da E. Coli outra bactéria que também possui potencial para causar infeccoes
graves é a Staphylococcus aureus, que normalmente esta presente na pele e nas
membranas nasais dos humanos. As infec¢cdes causadas por esse patdgeno vém
crescendo a cada ano, e o0 surgimento de cepas multirresistentes desse
microrganismo, dificulta cada vez mais o tratamento destas infeccbes (OLIVEIRA,
2018).

Pode-se ainda citar a Pseudomonas aeruginosa, um patdégeno oportunista que
também causa infec¢fes e doengas, ndo s6 em humanos, como em plantas e animais.
A resisténcia desse microrganismo aos medicamentos também € preocupante.
(AZAN. 2019; BASSETTI, 2018).

Nesse sentido o crescente quadro de resisténcia bacteriana as drogas ja
existentes no mercado faz com que o desenvolvimento de novas substancias, seja
por vias naturais extrativistas ou mesmo por sintese em laboratorio, seja essencial no
tratamento dessas infecgbes (BASSETTI, 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Os compostos alvos de nosso projeto apresentam em sua maioria possiveis
atividades antitumoral, antimicrobiano, antiparasitario, entre outras. Como sabemos
muitas destas enfermidades sdo negligenciadas pela industria farmacéutica,
principalmente quando se trata de doencas causadas por agentes tropicais, como
zica, tuberculose, célera, leishmaniose entre outras. Neste sentido, todo esfor¢co na
descoberta e desenvolvimento de novas moléculas bioativas com potencial acédo
terapéutica para estas enfermidades sao altamente bem-vindas (BERMUDI, 2017,
NUNES, 2016; OLIVEIRA, 2016).

Atualmente os métodos de sintese total de algumas destas neolignanas e
analogos séo descritos na literatura com rotas complexas, necessitando varias etapas
reacionais para se chegar ao produto desejado conferindo um elevado custo de
obtencado e reduzido rendimento, o que leva a se equiparar com as dificuldades ja
conhecidas da obtencéo via extrativismo natural (TZENG; LIU, 2004).

Dessa forma a sintese de neolignanas e seus analogos por uma rota sintética
inédita, econbmica e eficiente, se justifica por todos os fatores ja expostos e
principalmente devido a diversidade de atividades bioldgicas presente nestas classes
de compostos, que foram testadas em colaboracdo com outros laboratérios,
permitindo ndo apenas a descoberta de compostos importantes farmacologicamente,
como também permitindo um vasto conhecimento sobre estas moléculas que vao
muito além das rotas sintéticas e metodologias propostas para as mesmas, além disto,
estas informacbes além de enriquecer a comunidade e literatura cientifica tem

potencial para fomentar novas pesquisas acerca do tema (HUDLICKY, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar cinco analogos das neolignanas, uma classe de produtos naturais
que possuem um nucleo benzofurdnico em sua estrutura, além de identificar e
disponibilizar estes compostos para ensaios bioldégicos em colaboracdo com outros

laboratorios.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetize e identificacdo estrutural dos compostos:
o () Licarina a
o (%) Kadsureninam
o (%) 4-o-demetilkadsurenina m
o () Acuminatin
o () Licarinediol a
e Disponibilizar estes compostos para ensaios biolégicos antitumorais em
linhagens de células tumorais e ndo tumorais.
e Realizar ensaios biolégicos antimicrobiano em Escherichia Coli
UFPEDA224, Staphylococcus aureus UFPEDAO2 e Pseudomonas
aeruginosa UFPEDAA416.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese

Todo o material utilizado neste trabalho foi adquirido comercialmente de
empresas fornecedoras que sao citadas com mais detalhes na parte experimental do
trabalho. Os equipamentos e utensilios que séo utilizados para a realizacdo das
sinteses, entre eles as placas de agitacdo magnética, a vidraria, o rotaevaporador,
etc, sdo equipamentos da universidade federal da paraiba (UFPB) e também séo
detalhados na parte experimental do trabalho.

As sinteses foram elaboradas em bal6es de fundo redondo ou chato, em
erlenmeyers ou kitasato e as reacdes que necessitaram de agitacao foram feitas em
placas com agitacdo magnéticas providas de barras magnéticas recobertas com
teflon. Os solventes utilizados nas reacfes foram removidos sob presséo reduzida
através de rotaevaporador. As reacfes foram acompanhadas através de
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), realizada em folhas de aluminio
coberta por silica gel 60 F254 e reveladas pelo uso de lampada de luz UV em 254 e
366 nm . Além da lampada, reveladores quimicos também foram utilizados, como o

p-anisaldeido e o permanganato de potassio (KMnQOa).

Os compostos foram purificados com a realizacdo de cromatografia de
adsorcdo em coluna, e a fase estacionaria utilizada nas colunas de purificacdo foi
composta por silica gel 60, ART 7734 da MERCK, sendo colocadas em colunas
cilindricas de vidro nas quais as dimensdes irdo variar de acordo com a quantidade

do composto a ser purificado.

Os compostos depois de purificados foram solubilizados em 0,6mL de
cloroféormio deuterado (CDCIls) da MERCK, e levados ao LMCA (laboratério
multiusuario de caracterizacdo e analises) da UFPB para a realizacdo de espectros
de ressonancia magnética nuclear de 'H e 13C, que sdo obtidos em espectrometro
Mercury-Varian operando em 200 MHz ou em espectrobmetro Varian-NMR-System

operando em 500 MHz.
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Depois de obtidos os espectros de ressonancia magnética nuclear os
compostos sdo armazenados, em temperatura entre 6 e 14 °C, obtidos através de

uma geladeira convencional.

Para obter a (£)-LICARINA A, foram testadas diversas metodologias, todas
através do acoplamento oxidativo do Isoeugenol (tabela 1).

5 4
8 6 5 \7 OH OH
5 1 4 3 condigbes -
OH 2 OM ' 2 3
—
7 10'e OMe OM'e
2 3 10 10
OMe
10'
(+) ISOEUGENOL (£) LICARINA A

Tabela 1. Metodologia utilizada no acoplamento oxidativo do isoeugenol.

Proc. Condicbes Rendimento referencias
1 Peroxidase, H202, Hz20, ta, 4 horas 40% RODRIGUES, 2017
2 FeCls, etanol, ta, 10 minutes (cristalizacao) 36% ZAO; JOHANNES, 2012
3 Ag20, acetona, ta, 24 horas 12% JIN, 2010
4 CAN, solvente (acetonitrila ou THF ou H2O/THF <10% CHEN, 2013
1:1), 0 °C, 2horas
5 KsFe(CN)s, H20, MeOH, rt, 1 hour - WASSERMAN, 1985

Inicialmente obteve-se a (+)Licarina A, utilizando enzimas peroxidases presente
na dgua de coco (cocos nucifera), seguindo a metodologia utilizada por Rodrigues,
2017. Foi adicionado 4 litros de a4gua de coco em um kitasato grande com capacidade
para 5 litros, depois foi adicionado 2 gramas de isoeugenol (12,1 mmols) a agua de

coco e deixou-se a rea¢do em agitacdo magnética por 4 horas.

Foi entdo adicionado lentamente 8,4 mL (358,1 mmols) de peroxido de
hidrogénio (H202) com ajuda de um injetor de seringas automatica, em uma
velocidade de 2,1 mL por hora. A reagdo comegou com uma cor transparente de agua
de coco e foi lentamente ficando turva a medida que o peroxido de hidrogénio foi
adicionado (figura 7).
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Figura 7. Adicdo do isoeugenol e perdxido de hidrogenio a agua de coco

Fonte: Autor (2018).

Ap6bs cinco horas de reacao foi adicionado 250 mL de uma solugéo de salmora,
a extracao foi feita com cloroférmio (CHCIs). O solvente depois foi reduzido a um 6leo
amarelo, através de um rotaevaporador com pressao reduzida, esse 0leo foi entdo
purificado utilizando cromatografia de adsorcdo em coluna, compactada com hexano,

e o sistema movel utilizado foi hexano/acetato de etila (7:3) (figura 8).

Figura 8. Extracdo, reducgédo e purificacao.

Fonte: Autor (2018).
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Uma outra metodologia testada para a obtenc&o da (f)Licarina A, utiliza-se
cloreto de ferro (FeCls), assim como descrito por ZAO e JOHANNES em 2012. Em um
recipiente de vidro transparente e de fundo arredondado, foi adicionado 25 ml de
etanol, 5 mL de agua destilada (H20) e 2,5 g (15,22 mmols) de isoeugenol. A solugéo

adquiriu uma cor amarelo claro.

Em um outro recipiente de vidro transparente, foi dissolvido, 5,8 g (21,45
mmols) de cloreto de ferro (lll) hexahidratado (FeCl3-6H20) em 10 mL de agua
destilada (H20). A solucdo ficou alaranjada. A solucdo do cloreto de ferro (lll)
hexahidratado foi entdo misturada a soluc¢do inicial do etanol com agua e isoeugenol,

gue entdo adquiriu uma coloragéo verde escuro.

A esta solugéo de cor verde escuro foi entdo adicionado aproximadamente 5
mg de licarina A, para atuar como sementes de cristalizagéo, e entdo deixou-se
descansar por 24 horas a 4 °C. Apés 24 horas a temperatura de 4 °C, a solucdo mudou
da cor verde escuro para laranja escuro e formou um precipitado de cor
branca/alaranjado no fundo do recipiente. A solugéo foi entéo filtrada, e o precipitado

foi lavado com uma solucdo de 100 mL de etanol e 4gua (4:6) (figura 9).

Figura 9. Lavagem do precipitado.

Fonte: Autor (2018).
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Adaptando a metodologia de JIN, 2010. Utiliza-se 6xido de prata em acetona
para obter o acoplamento oxidativo do isoeugenol, formando (z)-Licarina A, da

seguinte maneira.

Em um baldo foi adicionado 100 mL de acetona e 1 g (6,09 mmols) de
isoeugenol, e deixou-se em agitacao por 24 horas a temperatura ambiente. A reacao

foi extraida com cloroférmio e purificada por cromatografia de adsor¢cao em coluna.

Outra metodologia adaptada de CHEN, 2013, utilizou-se o nitrato de amonio
Cérico (NAC ou CAN do inglés - cérium ammonium nitrate) em diversos solventes, na

tentativa de obtencdo de um melhor rendimento.

Em trés erlenmeyer de vidro foi adicionado 60 mL de solvente, o primeiro com
acetonitrila, o segundo com tetrahidrofurano (THF) e o terceiro com uma solucdo de
THF e H20 (1:1), depois foi adicionado 1 g (1,82 mmols) de nitrato de amonio (CAN)
em cada e 0,500 g (3,04 mmols) de isoeugenol e deixou-se em agitacéo por 2 horas
a 0°C (figura 10). A extracéao foi feita com cloroférmio e a purificacédo por cromatografia

de adsorcao em coluna.

Figura 10. Pesagem e reacdo com o CAN.

Fonte: Autor (2018).
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E por dltimo, para a obtencdo da (+)Licarina A, foi utilizado KsFe(CN)s, como
descrito por WASSERMAN, 1985. Em um recipiente de vidro foi adicionado, 6 g (0,03
mmols) de KsFe(CN)s, 0,100 g (0,6 mmols) de Isoeugenol, 30 mL de butanol e 30 mL

de H20, e deixou-se em agitac¢édo por 8 horas.

()Licarina A, Sélido branco; rendimento 36%; ponto de fuséo 108 °C; *H NMR
(400 MHz, CDCls) 8 6,99 (s, 1H), 6,90 (s, 1H), 6,37 (d, 1H, J = 15,7 Hz), 6,12 (dd, 1H,
J=15,3,6,7 Hz), 5,72 (s, 1H), 5,11 (d, 1H, J = 9,3 Hz), 3,90 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,57
— 3,33 (m, 1H), 1,88 (d, 3H, J = 5,9 Hz), 1,39 (d, 3H, J = 6,5 Hz). 13C NMR (101 MHz,
CDCls) 6 146,77, 146,64, 145,86, 144,21, 133,35, 132,27, 132,15, 131,01, 123,54,
120,01, 114,19, 113,40, 109,34, 109,02, 93,85, 77,48, 77,16, 76,84, 56,04, 56,01,
45,68, 18,44, 17,63.

Para a obtencdo do () 4-O-DemetilKadsurenina M, utilizou-se uma oxidacao
de Lemieux-Johnson (PSOTKA, 2017).

Esquema 1. Sintese do (+)-4-O-DemetilKadsurenina M.

/ o/
OH OH
o 0504, K10, o

4>
OMe OMe OMe OMe

THF, H,0
(+)-LICARINA A (+) 4-0-DEMETILKADSURENIN M

Em um baléo foi adicionado 0,100 g (0,306 mmols) de (x)Licarina A, 20 mL de
tetrahidrofurano (THF), 20 mL de H20, 0,400 g (1,73 mmols) de KlO4 e 0,5 mL (0,09
mmols) de uma solucéo de OsO4 a 5%, deixou-se em agitacéo por toda a noite e entao
foi adicionado 20 mL de uma solugéo saturada com tiossulfato de sédio. A extracéo
da reacdo foi feita com cloroformio e a purificacdo foi realizada através de
cromatografia de adsor¢édo em coluna, utilizando os solventes hexano e acetato de
etila (7:3).
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(+)-4-O-DemetilKadsurenina M, 6leo amarelo claro; rendimento 96%; *H NMR
400 MHz, CDClIs) 6 9,85 (s, 1H), 7,37 (t, 1H, J = 3,4 Hz), 7,35 (dt, 1H, J = 4,7, 1,1 Hz),
6,93 (d, 1H, J = 3,4 Hz), 6,92 — 6,91 (m, 1H), 6,91 (s, 1H), 5,25 (d, 1H, J = 9,2 Hz),
3,95 (s, 1H), 3,89 (s, 1H), 3,55 (tt, 1H, J = 13,7, 6,8 Hz), 1,47 — 1,42 (m, 1H), 13C NMR
(101 MHz, CDCI3) 6 190,79, 153,36, 146,93, 146,30, 145,09, 133,79, 131,59, 131,18,
120,21, 120,16, 114,46, 111,91, 109,01, 95,15, 56,23, 56,15, 44,99, 17,91.

Para a obtencéo do (x)-Acuminatin, foi feito uma metilacdo utilizando iodeto de
metila da seguinte forma.

Esquema 2. Sintese do (x)-Acuminatin.

U UL
OH OMe
o ICH4 o
OMe

OMe
OMe Acetona OMe

(+)-LICARINA A (+) ACUMINATIN

Em um recipiente de vidro foi adicionado 0,13 g (0,398 mmols) de (x)-Licarina
A, 0,14 g (0,99 mmols) de K2COs, 10 mL de acetona e 0,13 g (0,87 mmols) de CHal.
Deixo-se em agitacdo magnética por 12 horas em temperatura ambiente. A extracao
foi feita com diclorometano (CH2Cl2) e a purificacéo foi realizada em cromatografia de
adsorcdo em coluna, utilizando os solventes hexano e acetato de etila (7:3).

(+)-Acuminatin, Oleo amarelo; rendimento 77%; *H NMR (400 MHz, CDCl3) &
6,99 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 6,95 (m, 1H), 6,83 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 6,79 (s, 1H), 6,36 (dd,
1H, J=15,7, 1,7 Hz), 6,10 (dd, 1H, J = 15,7, 6,6 Hz), 5,11 (d, 1H, J = 9,4 Hz), 3,87 (d,
3H, J = 8,8 Hz), 3,50 — 3,39 (m, 1H), 1,86 (dd, 1H, J = 6,6, 1,7 Hz), 1,38 (d, 1H, J =
6,8 Hz), 13C NMR (101 MHz, CDClz) 6 149,14, 149,12, 146,58, 144,15, 133,25, 132,66,
130,95, 123,43, 119,21, 113,32, 110,83, 109,50, 109,28, 93,65, 77,48, 77,16, 76,84,
55,92, 55,89, 55,88, 45,58, 18,36, 17,58.
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Para a obtencao do (x)-Licarinediol A, foi utilizada uma metodologia descrita
por Billington em 1994.

Esquema 3. Sintese do (+)-Licarinediol A.

OH
=
OH OH
o mCPBA  OH o
OMe

4>
OMe
OMe CH2C|2 OMe

(+)-LICARINA A (+) LICARINEDIOL A

Em um recipiente de vidro foi adicionado 0,100 g (0,306 mmols) de (x)-Licarina
A, 15 mL de diclorometano (CH2Cl2) e um excesso de acido meta-cloropebenzdico
(mCPBA) e deixou-se em agitacéo por 18 horas, em temperatura ambiente, depois foi
adicionado 30 mL de uma solucao de sulfito de sodio (30%). A extracdo foi feita com
diclorometano e a purificacdo realizada em cromatografia de adsorcdo em coluna,

utilizando os solventes hexano e acetato de etila (6:4).

(#)-Licarinediol A, 6leo; rendimento 20%, *H NMR (400 MHz, CDCI3) d 6,97
- 6,95 (m, 1H), 6,88 (d, 1H, J = 1,0 Hz), 6,84 — 6,79 (m, 1H), 5,66 (d, 1H, J = 2,5 Hz),
5,11 (dd, 1H, J=9,7, 2,6 Hz), 4,23 (dd, 1H, J = 6,6, 2,9 Hz), 3,90 (s, 1H), 3,88 (d, 1H,
J=3,8Hz), 3,87 (d, 1H, J = 1,6 Hz), 3,49 — 3,44 (m, 1H), 1,37 (dd, 1H,J=7,2, 3,1
Hz), 1,18 (d, 3H, J = 6,4 Hz),'*C NMR (101 MHz, CDCI3) d 146,81, 145,99, 145,97,
144,28,134,76, 133,67,131,81, 120,11, 114,25, 114,23, 110,38, 109,02, 94,09, 82,09,
82,01, 70,50, 56,31, 56,13, 45,77, 19,12, 17,44.

Para a obtencdo do (x)-Kadsurenina M, utilizou-se a mesma oxidacao de
Lemieux-Johnson descrita para a sintese do () 4-O-DimeilKadsurenina M, partindo
do (x)-Acuminatin e ndo da (z)-Licarina A (PSOTKA, 2017).

Esquema 4. Sintese do (+) Kadsurenina M.

/ O/
OMe OH
o 0504, K10, o

E——
OMe OMe
OMe THF, HZO OMe

(+) ACUMINATIN (+) KADSURENIN M
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(+)-Kadsurenina M, 6leo amarelo claro; rendimento 80%; 'H NMR (400 MHz,
CDCP) 59,84 (s, 1H), 7,37 (d, 1H, J = 1,3 Hz), 7,34 (t, 1H, J = 1,3 Hz), 6,96 (d, 1H, J
= 2,0 Hz), 6,94 (s, 1H), 6,85 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 5,26 (d, 1H, J = 9,2 Hz), 3,94 (s, 4H),
3,88 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,59 — 3,54 (m, 1H), 1,44 (d, 3H, J = 6,8 Hz), *3C NMR (101
MHz, CDCIP®) & 190,83, 153,34, 149,78, 149,57, 145,07, 133,75, 131,70, 131,55,
120,22, 119,42, 111,85, 111,03, 109,51, 95,01, 56,20, 56,07, 56,06, 44,94, 17,89.

4.2 Atividades antitumorais

Para a avaliacdo da citotoxicidade foram utilizadas as linhagens de células
tumorais humanas HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HCT-116 (carcinoma
colorretal humano), MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano), K562 (leucemia
mieldide crbénica) e a linhagem nao tumoral L929 (fibroblasto murino), mantidas em
meio de cultura RPMI-1640. O meio foi suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) e 1% de solucdo de antibidtico (penicilina e estreptomicina). As células foram

mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera imida enriquecida com 5% de COo..

A citotoxicidade foi também avaliada em células normais humanas, as PBMCs
(células mononucleares do sangue periférico humano). As PBMCs foram isoladas a
partir de amostras de sangue humano, cedidas por doadores voluntarios. Para a
obtencéo destas células, uma aliquota de 20 mL de sangue contendo anticoagulante
(EDTA ou acido etilenodiamino tetra-acético) foi homogeneizada com 20 mL de PBS
(tampao fosfato salino), em tubos estéreis. Posteriormente, a mistura obtida foi
adicionada em tubos contendo o Histopaque-1077 (Sigma), uma solucao estéril que
separa 0 sangue por gradientes de densidade, permitindo a obtencdo de células

mononucleares.

As amostras foram submetidas a uma centrifugacéo de 400 x g, 20 °C, por 30
min. Apos a centrifugacéo, é formado um anel contendo as células monocucleares, 0
qual foi retirado cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta pasteur estéril e
transferido para um novo tubo, realizando-se duas centrifugacdes (400 x g, 20 °C, por
10 min) para lavagem das células com PBS. O sobrenadante foi desprezado e o

precipitado foi homogeneizado com meio RPMI suplementado com 10% de soro

30



bovino fetal. A proliferacdo destas células foi estimulada com 1% de fitohemaglutinina
(Invitrogen), por 24 horas antes do tratamento com a substancia.

A citotoxicidade foi mensurada por meio do ensaio de redu¢cédo do MTT, brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MOSMANN, 1983).

As células foram adicionadas em placas de 96 pocos, na concentracdo de 3 X
10° células/mL (HCT-116, MCF-7 e L929), 5 x 10° células/mL (HL-60 e K562) e 1 x
108 células/mL (PBMC). Em seguida, foram preparadas solucdes estoque de 20 mM
das substéancias, dissolvidas em DMSO (100%), da qual foram produzidas solu¢bes
de trabalho na concentracdo teste (50 uM), diluidas em meio RPMI-1640, ndo
ultrapassando a concentracéo final de 0,5% de DMSO. O DMSO (20%) foi utilizado
como controle positivo. Apés 72 h de incubacgédo as placas foram centrifugadas (500
g, 5 min, 25 °C), foi removido 110 pL do sobrenadante, sendo adicionado 10 pL de
MTT (5 mg/mL) (Sigma-aldrich). As placas foram incubadas por 3 h em estufa de 5%
de CO2, a 37 °C, para reducgéo do sal e formacgéo dos cristais de formazan. Apés o
periodo de incubacéo, foi adicionado 100 pL de SDS (dodecil sulfato de sédio) (10%
HCL 0,01 N), para a solubilizagéo dos cristais de formazan. As placas foram cobertas
com um papel aluminio e deixadas overnight em um agitador. A absorbancia foi

medida em um leitor de placa, no comprimento de onda de 570 nm.

Os experimentos foram realizados em triplicata ou quadruplicata e a
percentagem de inibicdo foi calculada no programa GraphPad Prism 5.0. Uma escala
de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdxico da amostra testada:
amostra sem atividade (1 a 20% de inibicdo), com pouca atividade (inibicdo de
crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade moderada (inibicdo de
crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita atividade (inibicdo de

crescimento variando de 70 a 100%).

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0, realizando o

teste ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey.
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4.3 Atividades antibacteriana

Os ensaios laboratoriais referentes a este estudo foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa de Microbiologia Ambiental (LAMA) do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba: Junho/Setembro, 2019.

Os produtos (z)-Licarina A, (£)-Kadsurenina M, (+)-4-o-demetilkadsurenina M,
(x)-Acuminatin e (z)-Licarinediol A, foram submetidos aos ensaios biolégicos para
avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre cepas de bactérias. Os produtos foram
pesados e devidamente solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) a 5%,
completando-se o volume final com agua destilada esterilizada de forma a se obter
uma emulsdo dos produtos na concentracéo inicial de 103 M (CLEELAND; SQUIRES,
1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

O meio de cultura utilizado nos ensaios para manutencdo foram Brain Heart
Infusion/BHI, (Difco Laboratories Ltd, USA, France) para manutencao das cepas de
bactérias. E para os ensaios de atividade bioldgica, foi usado o meio nutriente liquido
Brain Heart Infusion (BHI) (Difco Laboratories Ltd, USA, France). Todos os meios

foram preparados conforme as descri¢cdes dos fabricantes.

Para os ensaios de atividade biol6gica dos produtos testes, foram utilizadas as

seguintes cepas:

- Bactérias: Escherichia Coli UFPEDA224, Staphylococcus aureus UFPEDAOQO2 e
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA416. Os micro-organismos foram mantidos em
BHI a temperatura de 4°C. Foram utilizados para 0s ensaios, repiques de 24 - 48 horas

em incubados a 35 + 2°C.

Para preparacdo do in6culo, as colbnias obtidas de culturas das cepas de
bactérias em meio BHI, foram suspensas em solucéo fisiologica a 0,9% estéril e
ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padréo de Mc Farland para obtencéo
de 108 UFC/mL (CLSI, 2015; HADACECK; GREEGER, 2000; CLEELAND; SQUIRES,
1991; ANTUNES et al., 2006; FREIRE et al., 2014).

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme o0s
protocolos de Cleeland & Squires (1991), Eloff (1998), CLSI (2008) e CLSI (2015). A
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determinacao da CIM das amostras sobre cepas bacterianas foram realizadas através
da técnica de microdiluicdo em meio liquido em placa para cultura de células
(TPP/SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pocos com fundo em “U”. Inicialmente,
foram distribuidos 180uL de caldo BHI duplamente concentrado nos poc¢os das placas
de microdiluigdo. Em seguida, 20 pL das substéncias foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma razao
de dois, foram obtidas concentracdes de 102 M até 10° M. Por fim, foi adicionado
20uL das suspensdes das cepas bacterianas nas cavidades, onde cada coluna da
placa refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram realizados os
controles: micro-organismos (CBHI + bactérias) e meio de cultura (CBHI), para
comprovacao da viabilidade das cepas e esterilidade do meio e controle com DMSO
20% para inibicdo das bactérias. As placas preparadas foram assepticamente
fechadas e submetidas a incubacdo numa temperatura de 35 + 2°C por 24 - 48 horas
para 0s ensaios com bactérias e leveduras.

A concentracao inibitéria minima (CIM) para cada produto foi definida como a
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano verificado pela
densidade otica (O.D570) obtida por espectrofotbmetro de microplacas (BioTek
ELX800) nos quais o0s testes ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significativa em relagdo ao controle positivo. A analise estatistica dos resultados
obtidos nos experimentos foi realizada utilizando ANOVA e a significAncia estatistica
determinada pelo método Holm-Sidak, com alfa = 5.000% (p <0,0001). (HOLETZ et
al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese

()Licarina A, Sélido branco; rendimento 36%; ponto de fusdo 108 °C; 'H NMR
(400 MHz, CDCls) & 6,99 (s, 1H), 6,90 (s, 1H), 6,37 (d, 1H, J = 15,7 Hz), 6,12 (dd, 1H,
J=15,3, 6,7 Hz), 5,72 (s, 1H), 5,11 (d, 1H, J = 9,3 Hz), 3,90 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,57
—3,33(m, 1H), 1,88 (d, 3H, J = 5,9 Hz), 1,39 (d, 3H, J = 6,5 Hz). 13C NMR (101 MHz,
CDCls) 6 146,77, 146,64, 145,86, 144,21, 133,35, 132,27, 132,15, 131,01, 123,54,
120,01, 114,19, 113,40, 109,34, 109,02, 93,85, 77,48, 77,16, 76,84, 56,04, 56,01,
45,68, 18,44, 17,63.

Figura 11. Espectro de *H da (&)-Licarina A.
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Figura 12. Espectro de 13C da (&)-Licarina A.
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Quadro 1. Comparacéo do espectro de RMN 13C da (z)-Licarina A com a literatura.

(6C ppm)13C
(6C ppm)13C | (BARBOSA-FILHO;
(Autor) DA-CUNHA; SILVA,
1998)
132,27 132,35
146,77 146,84
145,86 145,94
132,15 132,23
144,21 144,28
146,64 146,73
133,35 133,43
109,02 109,10
114,19 114,24
120,01 120,06
93,85 93,89
45,68 45,74
109,34 109,48
113,40 113,44
131,01 131,10
123,54 123,57
17,63 17,71
18,44 18,48
56,01 56,10
56,04 56,10

Fonte: Autor, 2018.

A Licarina A é um composto natural que ja foi sintetizado anteriormente e para
confirmacdo da sintese nesse trabalho foi realizado uma comparacdo dos dados

presentes na literatura com os dados obtidos por este trabalho.
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(+)-4-O-DemethylKadsurenina M, 6leo amarelo claro; rendimento 96%; H
NMR (400 MHz, CDCls) & 9,85 (s, 1H), 7,37 (t, 1H, J = 3,4 Hz), 7,35 (dt, 1H, J = 4,7,
1,1 Hz), 6,93 (d, 1H, J = 3,4 Hz), 6,92 — 6,91 (m, 1H), 6,91 (s, 1H), 5,25 (d, 1H, J = 9,2
Hz), 3,95 (s, 1H), 3,89 (s, 1H), 3,55 (tt, 1H, J = 13,7, 6,8 Hz), 1,47 — 1,42 (m, 1H), 13C
NMR (101 MHz, CDCIs) & 190,79, 153,36, 146,93, 146,30, 145,09, 133,79, 131,59,
131,18, 120,21, 120,16, 114,46, 111,91, 109,01, 95,15, 56,23, 56,15, 44,99, 17,91.

Pode-se observar no espectro de RMN 'H abaixo a presenca de um simpleto

em 9.85 ppm, corroborando assim com a hipotese de que a sintese foi bem-sucedida.

Figura 13. Espectro de H do (%)-4-O-DemethylKadsurenina M
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No espectro de RMN 13C abaixo observa-se a presenc¢a de um carbono em 190.79,
corroborando assim com a hipétese de que a sintese foi bem-sucedida, além disso a
(£)-4-O-DemetilKadsurenina M € um composto natural e para confirmacgéo da sintese
também foi realizado uma comparacdo dos dados presentes na literatura com os

dados obtidos por este trabalho.

Figura 14. Espectro de 13C do (t)-4-O-DemetilKadsurenina M
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Quadro 2. Comparacdo do espectro de RMN 13C da (z)-4-O-DemethylKadsurenina M, com a

literatura.
(6C ppm)13C
(6C ppm)13C | (NASCIMENTO,
Autor 2018. Isabele R.;
LOPES, Lucia MX)
131.5 131.4
146.3 146.2
145.0 144.9
131.1 131.0
146.9 146.8
153.3 153.2
133.7 133.6
109.0 108.9
114.4 114.3
120.1 119.9
95.1 94.9
44.99 44.8
111.9 111.8
120.2 120.0
190.7 190.6
17.9 17.7
56.2 56.1
56.1 56.0

Fonte: Autor, 2018.



(+)-Acuminatin, Oleo amarelo; rendimento 77%; 'H NMR (400 MHz, CDCls) &
6,99 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 6,95 (m, 1H), 6,83 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 6,79 (s, 1H), 6,36 (dd,
1H, J = 15,7, 1,7 Hz), 6,10 (dd, 1H, J = 15,7, 6,6 Hz), 5,11 (d, 1H, J = 9,4 Hz), 3,87 (d,
3H, J = 8,8 Hz), 3,50 — 3,39 (m, 1H), 1,86 (dd, 1H, J = 6,6, 1,7 Hz), 1,38 (d, 1H, J =
6,8 Hz), 13C NMR (101 MHz, CDClz) 6 149,14, 149,12, 146,58, 144,15, 133,25, 132,66,
130,95, 123,43, 119,21, 113,32, 110,83, 109,50, 109,28, 93,65, 77,48, 77,16, 76,84,
55,92, 55,89, 55,88, 45,58, 18,36, 17,58.

Pode-se observar no espectro de RMN H abaixo a presenca de 9 hidrogénios na
regido de 3.87 ppm, corroborando assim com a hip6tese de que a sintese foi bem-

sucedida.

Figura 15. Espectro de H da (x)-Acuminatin
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No espectro de RMN 13C abaixo observa-se a presenca de 3 grupos metoxilas,
corroborando assim com a hipétese de que a sintese foi bem-sucedida, além disso o
(x)Acuminatin € um composto natural e para confirmagdo da sintese também foi
realizado uma comparacéo dos dados presentes na literatura com os dados obtidos

por este trabalho.

Figura 16. Espectro de 3C do (+)-Acuminatin
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Quadro 3. Comparacdo do espectro de RMN 13C do (z)-Acuminatin, com a literatura.

ecopmisc| R
Autor 2018. GUIN’, 2002)'
149.14 146.3
149.12 146.2
146.58 145.5
144.15 143.9
133.25 133.9
132.66 132.7
130.95 131.1
123.46 123.4
119.21 120.4
113.32 113.8
110.83 113.2
109.50 109.1
109.28 108.6
93.65 93.6
55.92 55.8
45.58 455
18.36 18.4
17.58 17.69

Fonte: Autor, 2018.
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(+)-Kadsurenina M, 6leo amarelo claro; rendimento 80%; 'H NMR (400 MHz,
CDCP) 59,84 (s, 1H), 7,37 (d, 1H, J = 1,3 Hz), 7,34 (t, 1H, J = 1,3 Hz), 6,96 (d, 1H, J
= 2,0 Hz), 6,94 (s, 1H), 6,85 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 5,26 (d, 1H, J = 9,2 Hz), 3,94 (s, 4H),
3,88 (s, 3H), 3,87 (s, 3H), 3,59 — 3,54 (m, 1H), 1,44 (d, 3H, J = 6,8 Hz), *3C NMR (101
MHz, CDCIP®) & 190,83, 153,34, 149,78, 149,57, 145,07, 133,75, 131,70, 131,55,
120,22, 119,42, 111,85, 111,03, 109,51, 95,01, 56,20, 56,07, 56,06, 44,94, 17,89.

Pode-se observar no espectro de RMN 'H abaixo a presenca de um simpleto
em 9.84 ppm assim como a presenca de 3 metoxilas na regido de 3.8 ppm
corroborando assim com a hip6tese de que a sintese foi bem-sucedida.

Figura 17. Espectro de 'H do (x)-Kadsurenina M
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No espectro de RMN 13C abaixo observa-se a presenca de um carbono em 190.83

ppm além da presenca de 3 metoxilas, corroborando assim com a hipotese de que a

sintese foi bem-sucedida, além disso a (x)Kadsurenina M é um composto natural e

para confirmacdo da sintese também foi realizado uma comparacdo dos dados

presentes na literatura com os dados obtidos por este trabalho.

Figura 18. Espectro de 13C do (+)-Kadsurenina M
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Quadro 4. Comparacéo do espectro de RMN 13C do (z)-Kadsurenina M, com a literatura.

(8C ppm)13C
(E\Etzf?gizé (BARRosF?pLetfcia FL et
al)

95.01 94.6
44.9 44.8
133.7 1336
120.2 120

1315 1315
111. 110.9
149.5 149.3
153.3 153.3
190.8 190.6
131.7 131.7
109.5 109.5
149.7 149.5
145.0 144.9
111.8 1118
119.4 119.2
17.8 17.8
56.0 56.1

56.0 55.9

56.2 56.1

Fonte: Autor, 2018.



(x)-Licarinediol A, 6leo; rendimento 20%, *H NMR (400 MHz, CDCI3) 5 6,97 — 6,95
(m, 1H), 6,88 (d, 1H, J = 1,0 Hz), 6,84 — 6,79 (m, 1H), 5,66 (d, 1H, J = 2,5 Hz), 5,11
(dd, 1H, J =9,7, 2,6 Hz), 4,23 (dd, 1H, J = 6,6, 2,9 Hz), 3,90 (s, 1H), 3,88 (d, 1H, J =
3,8 Hz), 3,87 (d, 1H, J = 1,6 Hz), 3,49 — 3,44 (m, 1H), 1,37 (dd, 1H, J = 7,2, 3,1 Hz),
1,18 (d, 3H, J=6,4 Hz),'*C NMR (101 MHz, CDCI3) 5 146,81, 145,99, 145,97, 144,28,
134,76, 133,67, 131,81, 120,11, 114,25, 114,23, 110,38, 109,02, 94,09, 82,09, 82,01,
70,50, 56,31, 56,13, 45,77, 19,12, 17,44.

Figura 19. Espectro de 'H do (x)-Licarinediol A
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Figura 20. Espectro de 13C do (+)-Licarinediol A
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Quadro 5. Comparacédo do espectro de RMN 13C do (z)-Licarinediol A, com a literatura.

(6C ppm)13C
fﬁgfg&g? (NASCIMENTO, Isabele
R.; LOPES, Lucia MX)

94.0d 93.8d

45.7d 45.5d

134.7s 134.65
114.2d 114.2d
133.65 133.25
110.3d 110.2d
144.25 144.0s
146.8s 147.1s
82.0d 79.6d

82.0d 79.6d

70.5d 72.3d

19.1q 18.8q

131.8s 131.8s
109.0d 109.0d
145.9s 146.7s
145.9s 145.8s
114.2d 114.2d
1201.d 119.8d
17.4d 17.4d

56.3q 56.0q
56.1q 55.9q

Fonte: Autor, 2018.



5.2 Antitumoral

As amostras foram testadas na concentracdo de 50 pM, apresentando

citotoxicidade conforme as tabelas 2 e 3, e também os gréficos de 1 a 5 abaixo.

Tabela 2: Efeito das substancias: (x)4-o-demetilkadsurenina M (2); (x)acuminatin (3); (£)kadsurenina
M (4) e (z) licarinediol A (5) na viabilidade das células tumorais MCF-7, HL-60, K562 e HCT-116, ap0s
72 h de tratamento.

Porcentagem de inibicdo (células tumorais)

Substéancias MCF-7 HL-60 K562 HCT-166
2 0 + 0,98%* 9,47 £0,59%* - e
3 52 +1,91%* 0 £ 2,98% 13,9 + 2,38%* 52,8 + 0,92%*
4 0 + 0,81%* 0+ 1,03%* 0 £ 0,93%* 0 £ 1,58%*
5 18,7 = 1,14%* 96,9 + 0,15%* 16,8 £ 0,77%* 0 £ 0,59%*

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo de um experimento independente em triplicata ou
quadruplicata, testado na concentragdo de 50 pM. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido do pos-
teste de Tukey. * p<0,05 em relacéo ao controle nao tratado.

Tabela 3: Efeito da substancia () licarinediol A (5), na viabilidade das células ndo tumorais PBMC e
L929, apos 72 h de tratamento.

Substancia L929 PBMC
5 0+0,82% 66,9 + 0,12%*

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo de um
experimento independente em quadruplicata, testado na concentragéo de
50 pM. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido do pés-teste de
Tukey. * p<0,05 em relacdo ao controle ndo tratado.

Gréfico 1. Efeito da substancia (z)-4-o-demetilkadsurenina M na viabilidade das células MCF-7, HL-
60, K562 e HCT-116, apGs 72 horas de tratamento.
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Fonte: Autor, 2019.
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Gréfico 2. Efeito da substancia (x)-acuminatin na viabilidade das células MCF-7, HL-60, K562 e HCT-
116, ap0Os 72 horas de tratamento.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo de um experimento independente em triplicata

ou quadruplicata, testado na concentracdo de 50 pM. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido

do pés-teste de Tukey. * p<0,05 em relagao ao controle néo tratado.

Fonte: Autor, 2019.

50



Grafico 3. Efeito da substancia (z)-kadsurenina M na viabilidade das células MCF-7, HL-60, K562 e
HCT-116, apds 72 horas de tratamento.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo de um experimento independente em triplicata
ou quadruplicata, testado na concentracdo de 50 pM. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido

do pés-teste de Tukey. * p<0,05 em relagao ao controle néo tratado.

Fonte: Autor, 2019.
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Gréfico 4. Efeito da substancia (x)-licarinediol A na viabilidade das células MCF-7, HL-60, K562 e
HCT-116, apds 72 horas de tratamento.
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Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo de um experimento independente em triplicata
ou quadruplicata, testado na concentracdo de 50 uM. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido

do pos-teste de Tukey. * p<0,05 em relacdo ao controle ndo tratado.

Fonte: Autor, 2019.

52



Grafico 5. Efeito da substancia (z)-licarinediol A na viabilidade das células L929 e PBMC, apés 72
horas de tratamento.
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Os resultados séo expressos como média * erro padréo de um experimento independente em triplicata
ou quadruplicata, testado na concentracdo de 50 uM. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido

do pés-teste de Tukey. * p<0,05 em relagao ao controle néo tratado.

Fonte: Autor, 2019.

5.3 Antibacteriano

As amostras foram testadas apresentando a seguinte concentracdo inibitoria
minima (CIM), conforme a tabela 4, e também os graficos de 6 a 10 abaixo.

Tabela 4: Concentracao inibitéria minima dos compostos: ()-licarina A; (+)-4-o-demetilkadsurenina M;
(x)-acuminatin; (£)-licarinediol A e (x)-kadsurenina M, apés 48h de teste.

Fonte: Autor, 2019.

CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA — CIM (Molar)

(%) 4-O-
() Licarina A DemetilKadsu (%) Acuminatin () Licarinediol (*) Kadsurenina M
renina M
E. COLI 10-5 103 102 104 102
S .AUREUS 104 102 102 103
103 103 102 103

.AERUGINOSA
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Gréfico 6. Efeito da substéncia (x)-licarina A, apds 48 horas de teste.
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Fonte: Autor, 2019.
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Grafico 7. Efeito da substancia (+)-4-o-demetilkadsurenina M, apés 48 horas de teste.
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Fonte: Autor, 2019.
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Gréfico 8. Efeito da substancia (+)-acuminatin, apds 48 horas de teste.
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Fonte: Autor, 2019.
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Gréafico 9. Efeito da substancia (z)-licarinediol A, apés 48 horas de teste.
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Gréfico 10. Efeito da substancia (+)-kadsurenina M, apds 48 horas de teste.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que as sinteses das substancias: (%)-licarina A; (%)-4-0-
demetilkadsurenina M; (£)-acuminatin; (£)-licarinediol A e (£)kadsurenina M, foram
bem sucedidas, como pode-se observar através do dados espectrais de
ressonancia magnética nuclear (RMN) comparados com dados descritos na

literatura.

A substancia: (£)-acuminatin apresentou um percentual de inibicdo moderado
nas linhagens de células tumorais MCF-7 e HCT-166, enquanto a substancia: (t)-
licarinediol A apresentou um percentual de inibicdo 6timo na linhagem de célula
tumoral HL-60, no entanto, esta substancia mostrou ser moderadamente toxica em

linhagens de células ndo tumorais PBMC.

Em bactérias (z)-licarina A, apresentou uma concentracao inibitéria minima
(MIC) nas concentragdes de 10° M Escherichia Coli UFPEDA224, 104 M em
Staphylococcus aureus UFPEDAO2 e 10° M em Pseudomonas aeruginosa
UFPEDAA416.

(x)-4-o-demetilkadsurenina M, apresentou uma concentracao inibitéria minima
(MIC) nas concentragdes de 10 M Escherichia Coli UFPEDA224, 102 M em
Staphylococcus aureus UFPEDAO2 e 102 M em Pseudomonas aeruginosa
UFPEDAA416.

(¥)-Acuminatin, apresentou uma concentracdo inibitéria minima (MIC) nas
concentracbes de 102 M Escherichia Coli UFPEDA224, 10> M em Staphylococcus
aureus UFPEDAO2 e 10> M em Pseudomonas aeruginosa UFPEDA416.

(x)-Licarinediol A, apresentou uma concentracao inibitéria minima (MIC) nas
concentracdes de 10 M Escherichia Coli UFPEDA224, 103 M em Staphylococcus
aureus UFPEDAO2 e 10 M em Pseudomonas aeruginosa UFPEDA416.

(x)-Kadsurenina M, apresentou uma concentragao inibitoria minima (MIC) nas
concentracdes de 102 M Escherichia Coli UFPEDA224.
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ANEXOS

ANEXO A - Artigo publicado na revista Brazilian Journal of
Development
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Synthesis and tumoral test of (+)-4-O-DemethylKadsurenin M a natural
compound and analogues

Sintese e avaliacdo antitumoral do (3)-4-O-demethylKadsurenin M um
composto natural e seus anilogos
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ANEXO C - Trabalho completo em colaborac&o apresentado na
conferéncia internacional da plataforma sciforum (Mol2NET)

MOLINET, 2016, 2(14), pages 1-x 1
I . " I
Q PRGPN '
FROGEAMA OF POS-GRADLUATAD M FODUTDS SATUEATS § STTTIOOS
! BIOA TGS
1 1
MOL2NET

Synthesis of Lophirone C using coconut water peroxidase

Tamvrys Fernandes Vilar Bento'*, Luizs Cezar Rodrigues', Luiz de Aradjo Silva®, Jozé hMaria
Barboza-Filke*, Flavio Valadares Pereira Borges®, Bruno Hanrry Melo de Oliveira®, Maria
Eduarda de Souza Maia®', Gabrielly Diniz Duarte’

! Department of Bioteclmology, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 58051-200, FB, Brazl;
tamyrvafrb@email com (T.B), gabriellydduarte/femail com (G.D), huscezaradriguesidgmail com
(LE).

* Poat-Graduate Program in Matural Products and Bioaetives, Federal University of Paraiba, Jodo
Pagzoa, $8031-900, FB, Brazl; flavinhovb@email com (F.B), barbosa@1tf ufpb.br (18),
Fernandoferreiral 5@hotmail com (F.F).
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PB, Brazil; hanrveb@hotmail com (B.O)

*  tamrvafrb@emal com; 55 83 9 86377129
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Absztract;: Lophirone C 15 2 liznan wath several phammacological activities reported such as
anticarcinogericity and antiomidation actrvities, The bark of Lophira spp contains that Lignan.
Due fo those mmportant properties, the purpose of thiz work 15 the crgame and enzvmatic
synthesiz of Lophirone C, Startng from the methylation of resorcinol with methy] 1odide usmg
potassium carbonate az base, the product waz acylated by 2 mixture of acetic anbvdnide and
trifluorozcetic acd, zo providing the acetophenone, Follovwing step was the aldo] condenszation of
this ketone with 4-methoxvbenzaldehyvde, vsmz athanol az sobrent and potassnum tert-butomda
az baze. With the chaleone formed, the deprotection of the phenolic bvdrosovlz and subszaquent
ocidative coupling provides the final product with synthetic Lophirons C,

Keywords: aldol reaction; Lophirone o; lizmw; chaloone diners; stems bark; coconut peroxidaze;
organie synthesis,
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ANEXO D - Trabalho completo em colaboracao apresentado no 51°
Congresso brasileiro de farmacologia e terapéutica experimental
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PAA A harmacology and
(o) =)[E)|E)] Experimental Therapeutics
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has participated in the 51" Brazilian Congress of Pharmacology and Experimental Therapeutics,
from September 24-27, 2019 at Maceié Convention Center, attending the following activities:
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* Poster presentation - 12.008 Pharmacological screening of synthetics neolignans front
of clinical bacteria strains. Dourado TMH, Cruz LS, Oliveira BHM, Oliveira BTM, Silva LAA,
Rodrigues LC, Vasconcelos UVRG, Travassos RA UFPB
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ANEXO E - Deposito de patente, processo numero: BR 10 2019 024353 8

" l'ﬂ'-lﬂﬂ!‘-l’ﬂ 19/11/2019 E.T:'II1QG1EEI132
L SR M
INDUSTRIAL

29409161912650320

Pedido nacional de Invencgao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicao de Invencéo e entrada na fase nacional do PCT

Nimero do Processo: BR 10 2019 024353 8

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Mome ou Razdo Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CHPJ: 24098477000110
Macionalidade: Brasileira
Qualificacio Juridica: Instituicio de Engino e Pesquisa
Enderego: Cidade Universitaria
Cidade: Jodo Pessoa
Estado: PE
CEP: 538059-900
Pals: Brasil
Telefone: (83) 32167558
Fau
Emall: inova@reitoria ufpb. br
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